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은 또한 본 발명의 CAR을 코딩하는 핵산 분자, 본 발명의 CAR을 발현하는 유전적으로 변형된 면역 세포, 바람직

하게는 T 세포 및 혈장 세포, 기억 B 세포 및/또는 성숙한 B 세포의 질병, 특히 다발성 골수종, 비-호지킨 림프

종 또는 자가항체-의존성 자가 면역 질환과 같은 병원성 B 세포의 존재와 관련된 의학적 장애의 치료에서의 상기

세포의 용도에 관한 것이다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드로, 상기 CAR은

i. B 세포 성숙 항원(BCMA) 폴리펩티드를 결합하는 항체 또는 항체 단편을 포함하는 세포 외 항원-결합 도메인,

ii. 막 횡단 도메인, 및

iii. 세포 내 도메인을 포함하고.

상기 항원-결합 도메인은 가변 중쇄(VH)를 포함하고, 상기 VH는

- SEQ ID NO. 34의 서열(RYWX1S)을 포함하는 중쇄 상보성 결정 영역 1(H-CDR1), 여기서 X1: I, F 또는 M임,

- SEQ  ID  NO.  53의 50-67번 아미노산 서열(EINPZ2SSTINYAPSLKX11X12)을 포함하는 중쇄 상보성 결정 영역 2(H-

CDR2), 여기서 Z2은 S, N, 또는 D이고; X11은 D 또는 G이고; 및 X12은 K 또는 R임, 및

- SEQ ID NO. 36의 서열(SLYX4DYGDAX5DYW)을 포함하는 중쇄 상보성 결정 영역 3(H-CDR3), 여기서 X4는 Y이고,

및 X5는 Y 또는 M임,를 포함하고; 및

상기 항원-결합 도메인은 가변 경쇄(VL)를 포함하고, 상기 VL은

- SEQ ID NO. 37의 서열(KASQSVX1X2NVA)을 포함하는 경쇄 상보성 결정 영역 1(L-CDR1), 여기서 X1X2은 ES 또는

DS임,

- SEQ ID NO. 29의 서열(SASLRFS)을 포함하는 경쇄 상보성 결정 영역 2(L-CDR2) 및

- SEQ ID NO. 30의 서열(QQYNNYPLTFG)을 포함하는 경쇄 상보성 결정 영역 3(L-CDR3)을 포함하는, 폴리펩티드.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 CAR은 SEQ ID NO. 32에 따른 인간 BCMA의 N-말단의 잔기 13 내지 32의 하나 이상의 아미노산을 포함하는

에피토프에 결합하는, 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 항원-결합 도메인은

i. H-CDR1: RYWFS (SEQ ID NO. 25), RYWIS 또는 RYWMS,

ii. H-CDR2: EINPSSSTINYAPSLKDK (SEQ ID NO. 26), EINPNSSTINYAPSLKDK 또는 EINPDSSTINYAPSLKDK,

iii. H-CDR3: SLYYDYGDAYDYW (SEQ ID NO. 27) 또는 SLYYDYGDAMDYW,

iv. L-CDR1: KASQSVESNVA (SEQ ID NO. 28) 또는 KASQSVDSNVA,

v. L-CDR2: SASLRFS (SEQ ID NO. 29) 및

vi. L-CDR3: QQYNNYPLTFG (SEQ ID NO. 30)의 서열을 포함하는, 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드.
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청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 항원-결합 도메인은

SEQ ID NO. 11과 70% 이상의 서열 동일성을 갖는 VH 도메인;및

SEQ ID NO. 12와 70% 이상의 서열 동일성을 갖는 VL 도메인을 포함하는, 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드.

청구항 5 

제4항에 있어서,

SEQ ID NO. 11의 적어도 W33, E50, L99, Y100, Y101 및 A106 또는 적어도 SEQ ID NO. 25-27의 CDR 서열, 및

SEQ ID NO. 12의 적어도 S31, A34, F49 또는 Y49, S50, L53, F55, S67, Q89, Y91, Y94 및 L96 또는 적어도 SEQ

ID NO. 28-30의 CDR 서열을 포함하는, 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드.

청구항 6 

제4항에 있어서,

각각 SEQ ID NO. 11 및 SEQ ID NO. 12에 따른 VH 및 VL 도메인을 포함하는, 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티

드.

청구항 7 

제1항에 있어서,

상기 CAR이 유전적으로 변형된 면역 세포에서 발현되는 경우, 상기 면역 세포는 상기 CAR을 통해 비-호지킨 림

프종(B-NHL)의 표면 상의 BCMA에 결합하고 활성화되고, 이에 의해 상기 B-NHL에 대한 세포독성(cytotoxic) 활성

을 유도하는, 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드.

청구항 8 

제7항에 있어서,

상기 B-NHL은 JeKo-1, DOHH-2, SU-DHL4, JVM-3 또는 MEC-1 세포주인, 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드.

청구항 9 

제1항에 있어서,

상기 세포 외 항원 결합 도메인은 VH 및 VL 도메인 사이에 위치된 링커 폴리펩티드를 포함하는, 키메라 항원 수

용체(CAR) 폴리펩티드.

청구항 10 

제9항에 있어서,

상기 링커는 Whitlow 링커 또는 Gly-Ser 링커, 또는 SEQ ID NO. 13 또는 14와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는

링커로부터 선택되는, 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드.
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청구항 11 

제1항에 있어서,

상기 세포 외 항원-결합 도메인과 막 횡단 도메인 사이에 위치한 스페이서 폴리펩티드를 포함하며, 상기 스페이

서는

a.  IgG1-CD28  스페이서  (SEQ  ID  NO.  15;

PAEPKSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKK)

b.  IgG1Δ-4-1BB  스페이서  (SEQ  ID  NO.  16;

PAEPKSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSSLSPGKK)

c.  IgG4  (Hi-CH2-CH3)  스페이서  (SEQ  ID  NO.  17;

ESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK

CKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK)

d.  IgG4  (Hi-CH3)  스페이서  (SEQ  ID  NO.  18;

ESKYGPPCPPCPGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHE

ALHNHYTQKSLSLSLGK),

e. IgG4 (Hi) 스페이서 (SEQ ID NO. 19; ESKYGPPCPPCP), 및

f. SEQ ID NO. 15 내지 19 중 어느 하나와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 스페이서로 구성된 군으로부터 선택

되는, 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드.

청구항 12 

제1항에 있어서,

상기 막 횡단 도메인은 CD8α 막 횡단 도메인, CD28 막 횡단 도메인 및 SEQ ID NO. 20 또는 21과 80% 이상의 서

열 동일성을 갖는 막 횡단 도메인으로 구성된 군으로부터 선택되는, 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드.

청구항 13 

제1항에 있어서,

상기 세포 내 도메인은 4-1BB 공동-자극 신호 도메인 또는 CD28 공동-자극 신호 도메인 및 SEQ ID NO. 22 또는

23과  80%  이상의  서열  동일성을  갖는  공동-자극  신호  도메인으로부터  선택된  공동-자극  신호  도메인을

포함하는, 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드.

청구항 14 

제1항에 있어서,

CD3zeta의 신호전달 도메인 또는 SEQ ID NO. 24와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 신호전달 도메인을 포함하는,

키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드.
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청구항 15 

제1항에 있어서,

탠덤(tandem) 공동-자극 신호 도메인을 포함하고, 4-1BB 및 CD28 공동-자극 도메인, 및 CD3제타 신호/활성 도메

인을 포함하는, 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드.

청구항 16 

제1항에 따른 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드를 암호화하는 핵산 분자. 

청구항 17 

제16항에 따른 핵산 분자를 포함하고 제1항에 따른 CAR을 발현하는, 세포.

청구항 18 

제17항에 있어서, 

상기 세포는 상기 CAR의 BCMA 결합에 반응하여 세포 내 도메인에 의한 신호 전달을 통해 활성화되는, 세포.

청구항 19 

제17항에 있어서,

상기 세포는 T 림프구 및 NK 세포로 이루어진 군으로부터 선택되는, 세포.

청구항 20 

제19항에 있어서,

상기 T 림프구는 세포 독성 T 림프구인, 세포.

청구항 21 

병원성 B 세포의 존재와 관련된 의학적 장애의 치료를 위한 제17항에 따른 세포를 포함하는 약학적 조성물로,

상기 의학적 장애가 B 세포의 암인 약학적 조성물.

청구항 22 

제21항에 있어서,

상기 의학적 장애는 다발성 골수종(multiple myeloma)인, 약학적 조성물.

청구항 23 

제21항에 있어서,
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상기 의학적 장애는 비-호지킨 림프종(non-Hodgkin's lymphoma)인, 약학적 조성물.

청구항 24 

병원성 B 세포의 존재와 관련된 의학적 장애의 치료를 위한 제17항에 따른 세포를 포함하는 약학적 조성물로,

상기 의학적 장애는 자가항체-의존성 자가면역 질환(autoantibody-dependent autoimmune disease)인 약학적 조

성물.

청구항 25 

제24항에 있어서,

상기 의학적 장애는 전신홍반루프스(systemic  lupus  erythematosus,  SLE)  또는 류마티스 관절염(rheumatoid

arthritis)인, 약학적 조성물.

청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 분리된 키메라 항원 수용체 폴리펩티드(CAR)에 관한 것으로, 상기 CAR은 B 세포 성숙 항원(BCMA) 폴[0001]

리펩티드를 결합하는 항체 또는 항체 단편을 포함하는 세포 외 항원-결합 도메인을 포함한다. 상기 CAR은 바람

직하게는 인간 BCMA의 N-말단 잔기의 13 내지 32의 하나 이상의 아미노산을 포함하는 에피토프에 결합한다. 본

발명은 또한 본 발명의 CAR을 코딩하는 핵산 분자, 본 발명의 CAR을 발현하는 유전적으로 변형된 면역 세포, 바

람직하게는 T 세포 및 혈장 세포, 기억 B 세포 및/또는 성숙한 B 세포의 질병, 특히 다발성 골수종, 비-호지킨

림프종 또는 자가항체-의존성 자가 면역 질환과 같은 병원성 B 세포의 존재와 관련된 의학적 장애의 치료에서의

상기 세포의 용도에 관한 것이다.

배 경 기 술

암 면역 요법에서, 종양 특이적 또는 종양 관련 항원을 인식하기 위해 유전적으로 변형된 T 세포(ATT)의 입양[0002]

전이(adoptive transfer)는 종양 및 종양 줄기세포를 근절하기 위한 유망한 접근법이다. 따라서 전통적인 화학

요법, 방사선 요법 및 수술 요법과 달리 종양의 재발을 피할 수 있다. 또한, 신규한 경로-선별 약물은 종종 우

수한  종양  조절을  가능하게  하며,  그러나  질환  과정은  일반적으로  명확한  종양  제거  없이  만성  단계로

전환된다.

환자가 심하게 전 처리되었고 이전에 여러 라인의 화학 요법, 항체 요법 또는 자가/동종이계 골수 이식을 받았[0003]

다는 사실에도 불구하고 CARs를 발현하는 유전적으로 변형된 T 세포의 출현은 B 세포 림프종/백혈병 치료에서

엄청난 성공을 거두었다. 따라서 CAR-T 세포를 가진 ATT는 구제 요법(salvage therapy)으로 성공적으로 사용되

었다.

CAR은 MHC 독립적인 방식으로 표면 항원을 인식할 수 있는 합성, 조작된 면역 글로불린 유도 수용체이다. TCR과[0004]

는 달리, CAR은 반드시 교차 반응성을 나타낼 필요없이 표적 항원과 결합할 수 있는 보다 광범위한 친화성을 갖

는다.  표적 항원은 표면에 침착되어야 하며 종양-관련 단백질,  탄수화물 또는 심지어 당 지질을 포함할 수

있다. CAR-T 세포의 또 다른 장점은 자가 T 세포의 형질 도입에 의한 신속한 생성으로, 이는 CD4+ 또는 CD8+ 기
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원이 될 수 있다. CAR은 "기성품"으로 생산될 수 있으며, CD19+ B 세포 백혈병 및 림프종의 경우와 같이 정의된

종양 개체에서 일반적으로 표적이 광범위하게(>90%) 발현된다. CAR T 세포는 단일 T 세포 주입 후에도 유지될

수 있는 "살아있는 약물"로 작용한다고 제안되어 왔다.

본원에 기재된 키메라 항원 수용체(chimeric antigen receptor, CAR)-T 세포 제품에 대해 강한 의학적 요구가[0005]

존재한다. 첫째, 다발성 골수종은 악성 형질 전환된 플라스마 세포 클론으로부터 유래한 난치성 B 세포 비-호지

킨 림프종(B cell non-Hodgkin lymphoma, B-NHL)이다. 특이하게 종양 세포는 주로 골수에 국한된다. 이 질환은

뼈 및 골수 중에서 가장 흔한 종양으로 강하게 치료받는 젊은 환자 중 10년 생존율이 50%이며 매년 암으로 인한

사망자의 2%를 차지한다. 발병률은 5/100.000이며, 진단시 평균 연령은 70세이며, 집중 및 장기간 지속하는 화

학 요법을 배제한 많은 환자에서 공존질환(co-morbidities)이 존재함을 나타낸다. 치료 기준은 화학 요법으로

단독 또는 자가 줄기세포 이식, 면역조절 약물, 국부 조사, 프로테아좀 억제제와 병용 투여되며 소수의 환자에

게 동종이계(allogeneic) 줄기세포 이식이 가능하다. 앞서 언급한 양식으로 집중 치료에도 불구하고, 상기 질병

은 일반적으로 재발하고 여러 치료법 후에 2차 저항이 발생한다.

둘째, 훨씬 더 큰 고전적인 B-NHL 그룹에는 DLBCL(diffuse large B cell lymphoma), FL(follicular lymphoma),[0006]

및 CLL(chronic lymphocytic leukemia)의 서브그룹과 같은 일반적으로 이차 림프 기관이 존재하는 B 림프구에서

유래한 종양의 다양한 개체가 포함되어 있다. 모든 NHL의 총 발병률은 약 10-12/100.000(>85% B 세포의 기원)이

지만, 노인층에서 실질적으로 증가와 함께 대부분이 성인의 질병이다. 인구 통계학적 발전은 서구 사회의 고령

화로 인해 총 숫자가 증가할 것으로 예측한다. 임상적으로, B-NHL은 이종(heterogenous)이며 공격적이고 무통성

경과(indolent course)로 구별될 수 있다. B-NHL의 치료에서 지난 15년 동안 상당한 진전이 있었지만, 치료 기

준은 단독 또는 자가 줄기세포 이식, 면역 조절 약물, 방사선 조사, 프로테아좀 억제제, 신호 전달 억제제와 병

용하는 항체/화학 요법을 병합하며 소수의 환자에게는 동종이계 줄기세포 이식이 적용된다. 많은 B-NHL 개체에

서 진단 당시의 평균 연령은 55-60세 이상이므로, 강렬하고 확장된 화학 요법 또는 심지어 동종이계 골수 이식

을 배제하는 공존질환이 존재한다.

 림프종 B 세포에서 광범위하게 발현되는 CD19 항원을 표적으로 하는 양성 CAR-T 세포 요법의 출현으로 이러한[0007]

한계를 극복할 수 있었고, B-NHL 및 B-ALL의 치료를 위해 약 20건의 CD19 CAR-T 세포 연구가 FDA에 등록되어 있

다. 2011년 CLL과 2013년 B-ALL에 대한 임상 시험에서 주요한 돌파구가 이미 달성되었지만, 독일에서 동일한

CD19 CAR-제품을 사용하는 것에 대한 발명가의 최선의 지식에 대한 이해는 아주 최근에 생물의학 회사에 의해서

만 부여되었다. 다른 EU국가(예: 오스트리아)에서는 CD19 CAR T 세포를 이용한 임상 시험도 진행 중이다. 더욱

중요한 것은, 항-CD19 항체 또는 CAR-T 세포 치료에서 B-NHL에 대한 저항성은 항원 소실로 인해 발생한다는 것

이다. 치료 저항성은 여러 라인의 화학 요법/면역 요법 후에 관찰되기 때문에 다른 표적 구조가 시급히 보장된

다. 

징후(indication)  다발성  골수종의  경우,  2가지  항  BCMA-CAR  제품이  이전에  기술되어  임상  1상  시험에[0008]

진입했다. 이 연구는 B-NHL에 대한 BCMA CAR의 적용 가능성을 입증하지 못했다. B-NHL에 관해서, 항-BCMA 표적

치료는 가능한 대안을 나타내며, 특히 항-CD19 CAR이 실패한 경우에 유용하다. 임상 시험에서 시험 되고 다발성

골수종을 대상으로 하는 기타 면역요법 전략은 항-CD19 CAR, NY-ESO1 및 MAGE-A1-지시된, TCR-형질 전환 T 세포

이다. 종양 표적과 같은 BCMA와는 대조적으로, 대상 환자의 빈도는 훨씬 낮다. 왜냐하면, 이들 표적 항원이 이

경우의 10% 미만으로 발현되기 때문이다. 다른 표적 치료에는 항-CD38 및 항-SLAMF7 항체를 포함하고, 이 치료

법은 항체가 자립하지 않고 기억을 형성하지 않으며 우리의 지식에 따라 아직 충분한 종양 박멸을 중재하지 못

하기 때문에 개념적으로 완전히 다른 것이다.

또한, 특이적으로 형질 세포를 표적으로 하는 능력은 자가 면역 질환의 치료에 큰 도움이 될 것이다. 경증의 자[0009]

가  면역  질환은  대개  NSAID(nonsteroidal  anti-inflammatory  drugs)  또는  DMARD(disease-modifying  anti-

rheumatic  drugs)로  치료됩니다.  활동성  질환으로  인한  장기  기능  장애를  수반하는  SLE(Systemic  Lupus

Erythematosus)의 더 심한 형태는 사이클린 세포를 표적으로 하는 세포 독성 물질인 시클로포스파미드와 같은

강력한 면역 억제제와 함께 스테로이드로 치료된다.

최근에는 자가면역 질환을 앓고 있는 환자의 혈청에서 증가한 수준에서 발견되는 사이토카인 BAFF를 표적으로[0010]

하는 항체인 벨리무맙(Belimumab)만이 SLE에서의 사용을 위해 FDA(Food and Drug Administration)의 승인을 받

았다. 그러나 새로 형성된 B 세포만이 인간 생존을 위해 BAFF에 의존하는 반면, 기억 B 세포 및 형질 세포는 선

택적 BAFF 억제에 덜 민감하다(Jacobi et al. (2010) Arthritis Rheum 62:201-210). 류마티스 관절염(RA)의 경

우, TNF 저해제가 최초의 허가된 생물학적 제제였고, 아바타셉트, 리툭시맙, 토실리주맙 등이 뒤를 이었다; 그
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들은 염증과 파괴에 관여하는 주요 염증 경로를 억제하고, 그러나 이것은 상대적 면역억제로 인한 감염 위험 증

가를 가져온다(Chan et  al.  (2010)  Nat  Rev  Immunol  10:301-316, Keyser (2011) Curr Rheumatol Rev 7:77-

87). 

최근에만 CAR-T 세포가 자가 항체 매개 질환을 치료하기 위한 목표 접근법으로 논의되었다(Ellebrecht et al.[0011]

(2016) Science 353 : 179-184). 골수에서 생존 틈새(survival niche)에 거주하는 수명이 길고 고착된 형질 세

포는 기존의 면역 억제 및 세포 독성 약물뿐만 아니라 B 세포 및 그 활성화를 목표로 하는 치료법에 종종 내성

이 있다. 특히, 리툭시맙은 표적 항원 CD20이 형질 세포에서 발현되지 않기 때문에 그러한 치료에는 적합하지

않은 것처럼 보인다. 이 치료 과제는 BCMA가 수명이 긴 형질 세포에서 발현됨에 따라 항-BCMA CAR-T 세포 구조

물(구조물)을 사용함으로써 충족될 수 있다.

현재, 다수의 다른 항-BCMA CAR 구조물이 당업계에 개시되어 있다. 　2013년 James N. Kochenderfer 그룹은 in[0012]

vitro 분석 및 마우스 테스트를 이용한 전임상 연구인 항-BCMA CAR로 형질 도입된 첫 번째 T 세포 접근법을 발

표했다(Carpenter et al., 2013; Clin Cancer Res; 19 (8), 2048-2060). 2015년 6월, Bluebird Bio와 Celgene

은 BCMA CAR-T 세포 치료법 개발에 집중하기로 하였다. 1단계 임상 시험 등록은 다발성 골수종 환자에게 2016년

1월에 시작되었다. 2016년 초, 펜실베이니아 대학의 Abramson Cancer Center는 다발성 골수종 환자의 치료에 항

-BCMA  CAR로  형질  도입된  T  세포를  사용하는  1단계  연구에  참가자  모집을  시작했다(ClinicalTrials.gov

Identifier: NCT02546167). BCMA에 관한 CAR은 WO 2016/014789, WO 2016/014565 및 WO 2013/154760에 기재되

어 있다. WO 2015/128653은 또한 BCMA에 결합하는 CAR 서열을 개시하는데, 여기서 에피토프 인식을 담당하는

CAR의 부분은 APRIL 리간드의 변이체이고, 이는 야생형 APRIL에 비해 BCMA에 대한 결합이 개선되었음을 보여준

다. 대안적인 치료 전략은 항-CD38 CAR에 관한 것이다. BCMA-결합 항체는 WO 2015/166073 및 WO 2014/068079에

개시되어 있다.

다수의 잠재적 대체 요법이 개발 중에 있지만, 병원성 B 세포의 존재와 관련된 의학적 장애, 특히 다발성 골수[0013]

종, 비-호지킨 림프종 또는 자가 항체-의존성 자가 면역 질환을 다루기 위한 효과적인 수단을 제공하는데 있어

상당한 필요성이 남아있다.

발명의 내용

선행 기술에 비추어 본 발명의 기술적 문제는 병원성 B 세포와 관련된 질병을 치료하기에 적합한 약제를 제공하[0014]

는 것이다. 

이 문제는 독립항의 특징에 의해 해결된다. 본 발명의 바람직한 실시 예는 종속 항에 의해 제공된다.[0015]

따라서, 본 발명은 분리된 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드로서, 상기 CAR은[0016]

i. B 세포 성숙 항원(BCMA) 폴리펩티드를 결합하는 항체 또는 항체 단편을 포함하는 세포 외 항원-결합 도메인,[0017]

ii. 막 횡단 도메인, 및[0018]

iii. 세포 내 도메인을 포함하고.[0019]

상기 CAR은 인간 BCMA의 N-말단 잔기의 13 내지 32의 하나 이상의 아미노산을 포함하는 에피토프에 결합한다. [0020]

따라서, 본 발명은 본 발명의 CAR을 발현하는 유전적으로 변형된 면역 세포, 바람직하게는 T 세포 및 병원성 B[0021]

세포의 존재와 관련된 의학적 장애의 치료에서의 상기 세포의 용도에 관한 것이다.

따라서, 본 발명은 성숙한 B-NHL 및 다발성 골수종의 별개의 단계를 치료하기 위한 항 -BCMA CAR을 포함하는 이[0022]

식에 적합한 바람직하게는 자가(autologous) T 세포를 제공한다. 본 발명의 면역 요법 접근의 바람직한 실시 예

에서, 환자-유래 T 세포는 바람직하게는 레트로바이러스로 형질 도입되고, 세포 외 항체-유래 항원 인식 부분으

로 구성되고, 막 횡단면에 융합되고, 세포 내 신호 전달 영역이 뒤따르는, 본원에 기술된 인공 면역 수용체를

발현시킨다. 본원에 기재된 구조물은 형질 전환된 T 세포에 항-종양 세포 용해 능력(cytolytic capacity)을 부

여한다. 

다른 임상 CAR-T 세포 전달에 대해 나타낸 바와 같이, 본 발명은 본원에 기재된 CAR에 기초한 항-BCMA CAR-T 세[0023]

포는 예측 가능하고, 견딜 수 있고 관리 가능한 부작용을 갖는 것을 특징으로 한다. 본원에 기재된 BCMA CAR-T

세포의 전임상 시험은 종양-관련 항원 BCMA에 대한 선택성을 나타낸다. 항-BCMA CAR을 포함하는 T 세포는 높은

친화도 및 결합력을 가지며, 정상적인 조혈 세포를 보존하면서 다발성 골수종 세포를 인식하고 파괴한다. 바람

직한 실시 예에서, 자가 T 세포의 이식은 이식편대 숙주 질환의 가능성을 방지한다. 기억 CAR-T 세포 형성은 재
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발 예방에 중요하며, 잠재적으로 발전할 수 있다. 

본원에 기재된 항-BCMA CAR-T 세포의 높은 친화도 및 결합력 때문에, 낮은 BCMA-발현 성숙 B-NHL조차도 T 세포[0024]

활성화 및 종양 세포 사멸을 허용할 수 있다.

바람직한 실시 예에서, 이러한 성숙한 B-NHL 개체는 FL(소포성 림프종), DLBCL(광범위 큰 B-세포 림프종), 외투[0025]

세포 림프종(MCL) 및 CLL(만성 림프구성 백혈병)의 특정 단계를 포함한다.

본원에 기재된 CAR의 항원 인식 부분은 바람직하게는 WO/2015/166073에 기술된 인간화 항체에 기초한다. 본원에[0026]

기재된 항체를 사용하여 BCMA에 대한 높은 친화도 및 특이성을 유지하는 다수의 CAR 구조물을 제조하였다. 높은

친화도 및 특이성은 off-target 반응성의 감소를 가능하게 하여 다른 BCMA CAR 구조물에 비해 장점을 제공한다.

매우 낮은 양의 BCMA 항원을 발현하는 B 세포를 표적으로 하기 위해 본래의 항체의 높은 특이성 및 친화도가

CAR에서 유지될 수 있다는 놀라운 결과였다.

본 발명의 CAR은 바람직하게는 BCMA의 N-말단의 잔기 13 내지 32의 하나 이상의 아미노산을 포함하는 에피토프[0027]

에 결합한다. 다른 실시 예에서, BCMA의 다른 에피토프, 특히 BCMA의 N-말단에 대한 결합이 또한 가능하다. 

본 발명은 또한 다양한 신호전달 도메인을 포함한다. 신호 전달 도메인의 교환은 강력하고 빠른 이펙터 단계[0028]

(CD28 공동-자극 영역) 또는 T 세포 메모리 집단(4-1BB 신호 영역)에 의해 확보된 오래 지속하는 재발 제어에

대한 요구를 충족시킨다. 본원에 설명된 바와 같이, 다양한 신호전달 도메인은 다수의 구성으로 교환될 수 있어

유리한 결합 특성의 손실없이 CAR 설계에 유연성을 제공한다.

본원에 기재된 항-BCMA CAR-T 세포 생성물은 독특한 특성을 특징으로 한다. CAR-T 세포 구조물의 세포 외 도메[0029]

인의 낮은 나노몰 친화력으로 인해, 본원에 기재된 바와 같은 항-BCMA CAR은 타의 추종을 불허하는 높은 친화도

를 가지며 T 세포에 매우 높은 특이성 및 결합력을 부여한다. 이러한 특성은 CAR-T 세포가 높은 및 놀랍게도 낮

은 BCMA 표면 발명에 대해 i) 인식, ii) 활성화 및 iii) 종양 표적 세포를 죽일 수 있게 한다.

종양 세포 표면에서 발현되는 BCMA 항원의 수는 Quantibrite beads(Becton Dicksinson)와 함께 형광 염료에 결[0030]

합된 항 BCMA 항체를 사용하여 정량화할 수 있다. 종양 세포 표면에 발현되는 BCMA 항원을 정량하기 위해 적용

되는 선호되는 방법은 "형광 활성 세포 선별/세포 분석"(FACS)이다. 비드의 형광 강도는 세포에 결합된 형광 항

체의 수와 정확하게 관련이 있으며, 이는 세포 상의 BCMA 분자 수에 대한 척도이다. 골수종 세포-관련 형광 밀

도는 일반적으로 저 형광 B-NHL 세포에 비해 적어도 2 ~ 3 log10배 더 높으며 BCMA 항원 밀도는 최소 2 ~ 3

log10배 범위에서 변화할 수 있음을 보여준다.   

경쟁하는 항-BCMA CAR 중 어느 것도 다발성 골수종 세포 이외의 B-NHL 또는 아주 드문 경우인 버키트 림프종[0031]

(Burkitt-lymphoma)에 대한 반응성을 입증하지 못했다. 따라서, 항-BCMA CAR은 전례 없는 B-NHL의 다양성에 대

한 반응성을 나타낸다. 이러한 특성은 CAR-T 요법과 관련하여 예기치 못한 놀라운 효과를 나타낸다. 당업자의

통상적인 기대는 CAR-T 표적화를 가능하게 하기 위해 다수의 표적 항원을 발현해야 한다. 본 발명의 CAR을 사용

하는 CAR-Ts는 표적 항원의 발현 수준이 낮은 B 세포에 대한 전례 없는 활성을 나타낸다.

바람직한 실시 예에서, MP71-벡터 및 감마-레트로바이러스 발현 시스템과 조합하여, 인간 T 세포에 대한 비정상[0032]

적으로 높은 형질 도입율이 달성될 수 있다.

CAR에 결합된 BCMA 에피토프에 관한 바람직한 실시 예[0033]

본 발명의 CAR은 바람직하게는 인간 BCMA의 N-말단 잔기의 13 내지 32의 하나 이상의 아미노산을 포함하는 에피[0034]

토프에 관한 것이다. CD269의 잔기의 13 내지 32의 아미노산 서열을 SEQ ID NO. 33에 나타내었다. CD269의 N-말

단 서열은 SEQ ID NO. 32에 제공된다. CD269의 세포 외 도메인은 SEQ ID NO. 31로 제공된다.

SEQ ID NO. 31에 따른 CD269의 세포 외 도메인을 포함하는 항원을 본원 및 본 발명의 CAR 포맷에서 사용하기 위[0035]

해 수정된 이전(WO2014/068079)에 기재된 마우스 및 키메라 항체의 결합 특이성을 생성하기 위한 백신 접종에

사용하였다. 항체 생성 동안 항원으로서 막 결합 도메인 또는 세포 내 도메인을 포함하는 전체 CD269 단백질 또

는 그의 단편의 사용은 CD269의 은폐 또는 세포 내 도메인에 결합하는 항체를 생성할 수 있고, 따라서 상기 제

제를 치료적 적용에 부적당하거나 불리하게 만든다. 따라서, 본 발명의 CAR은 CD269의 세포 외 부분에 결합함으

로써 정의된다. 세포 외 도메인 내의 특정 에피토프는 또한 본 발명의 바람직한 신규하고 예기치 못한 특징을

나타낸다.

본 발명의 CAR로부터 유도된 마우스 또는 키메라 항체로부터 제조된 Fab 단편은 정제된 BCMA 세포 외 도메인과[0036]
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복합체로 결정화되고 복합체 구조가 해결되었다. 상기 구조 분석은 본 발명의 항체/CAR의 결합 영역의 에피토프

및 그의 생물학적 관련성에 대한 상세한 정보를 나타내었다. 본 발명의 항체에 의한 세포 외 도메인의 BCMA의

잔기 13 내지 32의 하나 이상의 아미노산을 포함하는 에피토프의 결합은 그것의 높은 결합 특이성 및 세포 외

위치 때문에 유리한 성질이다. 발명자에 대한 지식으로, 이 영역을 결합하는 CAR는 이전에 기술되지 않았다.  

일 실시 예에서, 본 발명의 CAR은 상기 CAR이 CD269(BCMA)의 아미노산 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23,[0037]

26, 27 또는 32 중 하나 이상을 포함하는 에피토프에 결합하는 것을 특징으로 한다. 다른 실시 예에서, 본 발명

의 CAR은 상기 항체가 CD269(BCMA)의 아미노산 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23, 26, 27 및 32로 이루어진

에피토프에 결합하는 것을 특징으로 한다. 이러한 잔기는 본원에 제공된 결정 구조 데이터에 의해 확인된 바와

같이, 본 발명의 항체와 직접 상호 작용하는 아미노산을 나타낸다. 이들 잔기의 번호는 인간 BCMA의 N-말단 서

열을 제공하는 SEQ ID NO. 32에 대해 수행되었다. 

이전에 개시된 바와 같이, 본 발명의 CAR이 유도된 항체의 친화력은 놀랍게도 높고 종래 기술에서 시도된 유사[0038]

한 접근법보다 비교적 우수하다. 따라서, 본 발명의 CAR은 다른 항-BCMA CAR 분자에서 볼 수 없는 높은 친화도

에 의해 정의된다. pM 범위의 Kd(아래 도 참조)는 일반적인 관행에서 예상되지 않는 탁월한 친화성으로 일반적

으로 받아 들여진다.

다른 양태에서, 본 발명의 CAR이 유래한 인간화 항체 또는 항체 단편은 예를 들어 Biacore와 같은 표면 플라스[0039]

몬 공명에 의해 측정될 때, BCMA를 고친화성으로 결합시키며, 상기 항체는 100nM, 90, 80, 70, 60, 50, 40,

30nM 또는 이하, 또는 20nM 또는 이하의 친화도, 15nM의 친화도 또는 이하, 또는 5nM의 친화도 또는 이하, 또는

1000pM의 친화도 또는 이하, 또는 500pM의 친화도 또는 이하, 또는 100pM의 친화도 또는 이하, 또는 80pM 또는

이하, 또는 예를 들어 약 50pM의 친화도와 함께 인간 BCMA에 결합한다. 따라서, 본 발명의 CAR은 상응하는 친화

도를 나타낸다. 

추가의 실시 예에서, Biacore와 같은 표면 플라스몬 공명에 의해 측정될 때, 본 발명의 CAR이 유도된 항체는 약[0040]

1pM 내지 약 100nM 사이, 또는 약 100pM 내지 약 50nM 사이, 또는 약 200pM 내지 약 20nM 사이 및 약 20nM의

인간 CD269에 결합한다. 따라서, 본 발명의 CAR은 상응하는 친화도를 나타낸다.

일 실시 예에서, 본 발명의 CAR 및/또는 CAR-T는 상기 CAR가 BCMA를 발현하는 세포에 결합하는 것을 특징으로[0041]

하고, 상기 BCMA는 세포 표면에서 검출 가능하고, BCMA는 다발성 골수종 세포와 비교하여, 바람직하게는 본원

실시 예에서 사용된 다중 골수종 세포주와 비교하여 세포 표면에 1-4 log10-배, 바람직하게는 2-3 log10-배 존재

한다. 그러한 세포의 예는 DOHH-2, SU-DHL4, JEKO-1, JVM-3 및/또는 MEC-1 세포주와 같은 비-호지킨 림프종(B-

NHL) 세포이다.

CAR 서열에 관한 바람직한 실시 예: [0042]

일 실시 예에서, 본 발명의 분리된 키메라 항원 수용체 폴리펩티드(CAR)는 항원-결합 도메인이 가변 중쇄(VH)를[0043]

포함하고, 상기 VH는

- SEQ ID NO. 1 (GFTFSRYW)과 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 중쇄 상보성 결정 영역 1 (H-CDR1),[0044]

- SEQ ID NO. 2 (INPSSSTI)와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 중쇄 상보성 결정 영역 2 (H-CDR2), 및[0045]

- SEQ ID NO. 3 (ASLYYDYGDAYDY)와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 중쇄 상보성 결정 영역 3 (H-CDR3)를 포함[0046]

하고, 및

가변 경쇄(VL)를 포함하고, 상기 VL은[0047]

- SEQ ID NO. 4 (QSVESN)와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 경쇄 상보성 결정 영역 1 (L-CDR1),[0048]

- SEQ ID NO. 5 (SAS)와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 경쇄 상보성 결정 영역 2 (L-CDR2) 및[0049]

- SEQ ID NO. 6 (QQYNNYPLT)과 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 경쇄 상보성 결정 영역 3 (L-CDR3)을 포함하는[0050]

것을 특징으로 한다. 

일 실시 예에서, 본 발명의 분리된 키메라 항원 수용체 폴리펩티드(CAR)는 항원-결합 도메인이 가변 중쇄(VH)를[0051]

포함하고, 상기 VH는

- SEQ ID NO. 25 (RYWFS)과 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 중쇄 상보성 결정 영역 1 (H-CDR1),[0052]
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- SEQ ID NO. 26 (EINPSSSTINYAPSLKDK)와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 중쇄 상보성 결정 영역 2 (H-CDR2),[0053]

및

- SEQ ID NO. 27 (SLYYDYGDAYDYW)와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 중쇄 상보성 결정 영역 3 (H-CDR3)를 포함[0054]

하고, 및

가변 경쇄(VL)를 포함하고, 상기 VL은[0055]

- SEQ ID NO. 28 (KASQSVESNVA)와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 경쇄 상보성 결정 영역 1 (L-CDR1),[0056]

- SEQ ID NO. 29 (SASLRFS)와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 경쇄 상보성 결정 영역 2 (L-CDR2) 및[0057]

- SEQ ID NO. 30 (QQYNNYPLTFG)과 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 경쇄 상보성 결정 영역 3 (L-CDR3)을 포함하[0058]

는 것을 특징으로 한다. 

SEQ ID NO. 25-30에 상기 열거된 CDR 서열은 CDR 영역을 한정하기 위한 대안적인 매개 변수를 사용하여 수득된[0059]

실시 예를 나타내며, 예를 들어 SEQ ID NO. 1-6과 비교하여 추가적인 인접 아미노산을 포함한다.

SEQ ID NO. 1-6 및 25-30의 CDR 서열은 또한 폴리펩티드 서열이 나열된 상기 특정 서열과 적어도 70%, 75%,[0060]

80%, 85%, 90% 또는 95% 이상의 서열 동일성을 갖는 본 발명에 포함되도록 정의될 수 있다. 

일 실시 예에서, 본 발명의 분리된 키메라 항원 수용체 폴리펩티드(CAR)는 [0061]

- GFTFSRYW (H-CDR1; SEQ ID NO. 1);[0062]

- INPX2X3STI (H-CDR2; SEQ ID NO. 7), 여기서 X2X3: SS, NS, TS, GS, KS, RS, SD, SN, DE; 및[0063]

- ASLYX4DYGDAX5DY (H-CDR3; SEQ ID NO. 8), 여기서 X4: Y, L, A, V, F, I, W, 및/또는 X5: Y, L, F, I, V, A,[0064]

C의 CDR 서열을 포함하는 VH 도메인,

및 [0065]

- QSVX1X2N (L-CDR1; SEQ ID NO. 9), 여기서 X1X2: ES, SS, TS, QS, HS, DH;[0066]

- SAS (L-CDR2; SEQ ID NO. 5); 및[0067]

- QQYNNYPLTFG (L-CDR3; SEQ ID NO. 10)의 CDR 서열을 포함하는 VL 도메인을 포함하는 것을 특징으로 한다. [0068]

대안적인 실시 예에서, 본 발명의 분리된 키메라 항원 수용체 폴리펩티드(CAR)는 [0069]

- RYWX1S (H-CDR1; SEQ ID NO. 34), 여기서 X1: I, F, L, V, Y. C, G, A, S, T); [0070]

- EINPX2X3STINYAPSLKDK (H-CDR2; SEQ ID NO. 35), 여기서 X2X3: SS, NS, TS, GS, KS, RS, SD, SN, DE; 및 [0071]

- SLYX4DYGDAX5DYW (H-CDR3; SEQ ID NO. 36), 여기서 X4: Y, L, A, V, F, I, W, 및/또는 X5: Y, L, F, I, V, A,[0072]

C의 CDR 서열을 포함하는 VH 도메인,

및 [0073]

- KASQSVX1X2NVA (L-CDR1; SEQ ID NO. 37), 여기서 X1X2: ES, SS, TS, QS, HS, DH;[0074]

- SASLRFS (L-CDR2; SEQ ID NO. 29); 및[0075]

- QQYNNYPLTFG (L-CDR3; SEQ ID NO. 30)의 CDR 서열을 포함하는 VL 도메인을 포함하는 것을 특징으로 한다. [0076]

SEQ ID NO. 34-37에 상기 열거된 CDR 서열은 CDR 영역을 한정하기 위한 대안적인 매개 변수를 사용하여 수득된[0077]

실시 예를 나타내며, 예를 들어 SEQ ID NO. 1-6과 비교하여 추가적인 인접 아미노산을 포함한다.

일 실시 예에서, 본 발명의 분리된 키메라 항원 수용체 폴리펩티드(CAR)는 하기의 서열을 포함하는 것을 특징으[0078]

로 한다:

- H-CDR1 : GFTFSRYW (SEQ ID NO. 1),[0079]

- H-CDR2 : INPSSSTI (SEQ ID NO. 2),[0080]
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- H-CDR3 : ASYYYDYGDAYDY (SEQ ID NO. 3),[0081]

- L-CDR1 : QSVESN (SEQ ID NO. 4),[0082]

- L-CDR2 : SAS (SEQ ID NO. 5) 및[0083]

- L-CDR3 : QQYNNYPLT (SEQ ID NO. 6). [0084]

일 실시 예에서, 본 발명의 분리된 키메라 항원 수용체 폴리펩티드(CAR)는 [0085]

- H-CDR1: RYWFS (SEQ ID NO. 25), [0086]

- H-CDR2: EINPSSSTINYAPSLKDK (SEQ ID NO. 26), [0087]

- H-CDR3: SLYYDYGDAYDYW (SEQ ID NO. 27),[0088]

- L-CDR1: KASQSVESNVA (SEQ ID NO. 28),[0089]

- L-CDR2: SASLRFS (SEQ ID NO. 29), 및[0090]

- L-CDR3: QQYNNYPLTFG (SEQ ID NO. 30)의 서열을 포함하는 것을 특징으로 한다.[0091]

일  실시  예에서,  본  발명의  분리된  키메라  항원  수용체  폴리펩티드(CAR)는  SEQ  ID  NO.[0092]

11(EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWFSWVRQAPGKGLVWVGEINPSSSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASL

YYDYGDAYDYWGQGTLVTVSS)과 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 VH 도메인;및

SEQ  ID  NO.[0093]

12(EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVESNVAWYQQKPGQAPRALIYSASLRFSGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFG

AGTKLELK)와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 VL 도메인을 포함하는 것을 특징으로 한다. 

SEQ ID NO. 11 및 12는 바람직한 CAR의 "전장" VH 및 VL 도메인을 나타낸다. 특히 그러한 서열 변이체가 원하는[0094]

BCMA 결합 특이성(기능적으로 유사/동등)을 나타낼 때, SEQ ID NO. 11 및 12와 적어도 70%, 바람직하게는 80%,

85%, 90% 또는 95% 이상의 서열 동일성을 갖는 서열이 본 발명의 범위에 포함된다.

일 실시 예에서, SEQ ID NO. 11 및 12의 VH 및 VL 서열, 또는 SEQ ID NO. 11 및 12와 80% 이상의 동일성을 갖[0095]

는 서열을 포함하는 분리된 키메라 항원 수용체 폴리펩티드(CAR)는 SEQ  ID  NO.  11의 W36,  E50,  L99,  Y100,

Y101 및 A106을 포함하고, SEQ ID NO. 12의 S31, A34, S50, L53, Q89, Y91, Y94 및 L96을 적어도 포함한다.

상기 열거된 아미노산 잔기는 표적 BCMA 에피토프와 직접 상호 작용하는 것으로 알려진 것들을 나타낸다. 따라[0096]

서, 본 발명은 SEQ ID NO. 11 및 12와 적어도 70%, 바람직하게는 80%, 85%, 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일

성 내에서 VH 및 VL에서의 서열 변이가 일어나고, 상기 VH 및 VL 도메인은 표적 에피토프와 상호 작용하는 것으

로 알려진 잔기를 적어도 포함한다.  

일 실시 예에서, SEQ ID NO. 11 및 12의 VH 및 VL 서열, 또는 SEQ ID NO. 11 및 12와 80% 이상의 동일성을 갖[0097]

는 서열을 포함하는 분리된 키메라 항원 수용체 폴리펩티드(CAR)는 본원에 기재된 SEQ ID NO. 1, 7, 8, 9, 5 및

10의 CDR 서열, 바람직하게는 SEQ ID NO. 1 내지 6의 CDR 서열을 포함한다.  

따라서, 본 발명은 SEQ ID NO. 11 및 12와 적어도 70%, 바람직하게는 80%, 85%, 90% 또는 적어도 95%의 서열[0098]

동일성 내에서 VH 및 VL에서의 서열 변이가 일어나고, 상기 VH 및 VL 도메인은 본원에 기재된 바와 같은 CDR 서

열을 적어도 포함한다. 상기 CDR은 본원에서 CDR로 명명된 임의의 서열, 특히 SEQ ID NO. 1-6 또는 SEQ ID NO.

25-30의 서열을 나타낼 수 있다.

바람직한 실시 예에서, 상기 분리된 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드는 상기 CAR이 유전적으로 변형된 면역[0099]

세포,  바람직하게는 T  림프구에서 발현되는 경우,  상기 면역 세포는 상기 CAR을  통해 비-호지킨 림프종(B-

NHL)의 표면상의 BCMA에 결합하고 활성화되고, 이에 의해 상기 B-NHL에 대한 세포독성(cytotoxic) 활성을 유도

하는 것을 특징으로 한다. 

바람직한 실시 예에서, 상기 분리된 키메라 항원 수용체 폴리펩티드(CAR)는 상기 B 세포 림프종이 DOHH-2, SU-[0100]

DHL4, JEKO-1, JVM-3 및/또는 MEC-1 세포주와 같은 비-호지킨 림프종(B-NHL) 세포인 것을 특징으로 한다.

본 발명의 CAR은 세포 표면상의 매우 낮은 수준의 BCMA조차도 CAR 결합, T 세포 활성화 및 결합된 세포에 대한[0101]

세포 독성을 유도할 수 있다는 놀라운 특성을 특징으로 한다. 이는 일반적으로 설명된 CAR에 비해 상당한 장점
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을 나타낸다. 전형적으로, CAR은 CAR 및 그 후의 세포 독성 활성의 활성화를 가능하게 하기 위해 다수의 표면

항원을 필요로 한다. 따라서, 본 발명의 CAR은 당업계에 공지된 CAR에 비추어 예상하지 못한 장점과 관련된다. 

본원에 기술된 바와 같은 CAR을 생성하기 위해, 앞서 기술된 마우스, 키메라 및/또는 인간 항체의 유도체화는[0102]

몇몇 실시 예에서 이러한 장점을 제공할 수 있다. 일부 실시 예에서, 상기 BCMA 에피토프의 특징은 바람직하게

는 이러한 장점을 유도한다. 다른 실시 예에서, 본원에 기술된 VH 및 VL 단편의 고친화도 및 특이성은 본 CAR의

민감성을 가능하게 한다. 그러나 이러한 특성이 항체의 더 이른 묘사에서 CAR와 조합하여 생길 것이라는 것은

의외이었다. 본원에서 제공된 특정 서열, 바람직하게는 결합에 관여하는 VL 및 VH 영역의 CDR 영역이 최소한의

BCMA 발현으로 세포에 대한 CAR-T 세포의 활성화를 가능하게 하기에 충분한 특이적 및 강한 결합을 나타내는 것

은 매우 놀랍다.   

본원에 기술된 VH 및 VL 단편이 CAR에서 다중 배열로 배열될 수 있고 여전히 표적 에피토프에 대한 높은 특이성[0103]

및 높은 친화도를 유지한다는 것은 의외였다. 아래 및 도 3에서 볼 수 있듯이, 상기 CAR은 VH-VL 또는 VL-VH 배

열로 링커,  힌지,  막  횡단 도메인,  공동-자극 도메인 및/또는 활성화 도메인에서의 변형과 함께 구성될 수

있고, 그 효능을 여전히 유지할 수 있다. 본 발명의 놀라운 특징은 BCMA에 대해 재지향된 CAR의 설계에서 보다

큰 융통성을 가능하게 하며, 더 이상의 개발이 필요하거나 필요하다면, 본원에 기재된 VH 및 VL 도메인에 기초

하여 CAR 구조의 추가 변형 및/또는 최적화를 가능하게 한다.

인간화된 VH 및 VL 도메인에 관한 바람직한 실시 예[0104]

본원 및 이전(WO/2015/166073)에 상세히 개시된 바와 같이, 항체 J22.9-xi의 서열은 인간 피험자에 투여를 위해[0105]

보다 양립 가능한 시약을 제공하기 위해 인간화되었다. J22.9-xi의 다양한 인간화된 서열 변이체가 생성되고 인

간 및 사이노몰구스(cynomolgus) BCMA에 대한 이들의 결합 친화도 및 특이성을 시험하였다. 바람직한 실시 예에

서, 본 발명의 CAR은 이들 인간화된 서열을 포함한다. 상응하는 항체로 수행된 결합 시험으로부터의 결과는 인

간화된 서열이 키메라 시약 J22.9-xi의 원하는 결합 특성을 유지함을 입증한다. 하기 서열에서, 밑줄친 영역은

CDR 결정에 사용된 방법에 따른 CDR 또는 추정(putative) CDR을 나타낸다.

인간화된 VH 변이체에 관한 바람직한 실시 예[0106]

추가 정보는 바람직하게는 본 발명의 CAR에 통합되는 인간화된 VH 및 VL 서열에 대해 아래에 제공된다.[0107]

키메라 서열:[0108]

마우스 HC (SEQ ID NO. 38):[0109]

QVQLQQSGGGLVQPGGSLKLSCAASGIDFSRYWMSWVRRAPGKGLEWIGEINPDSSTINYAPSLKDKFIISRDNAKNTLYLQMSKVRSEDTALYYCASLYYD[0110]

YGDAMDYWGQGTSVTVSS

마우스 HC 서열은 CD269(BCMA)의 세포 외 도메인의 에피토프에 결합할 수 있는 마우스 항체로부터 수득된 VL 및[0111]

VH 도메인을 포함하는 키메라 항체 J22.9-xi에 대해 원래 개발된 중쇄(VH)의 가변 영역을 나타내고, VL 및 VH

도메인은 각각 인간 CL 및 CH 도메인에 융합된다. 일부 실시 예에서, CAR은 HC 마우스 서열 또는 그의 CDR을 포

함할 수 있다. 

부분적으로 인간화된 서열:[0112]

부분적으로 인간화된 HC (SEQ ID NO. 39):[0113]

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFDDYWMSWVRQAPGKGLEWVGEINPDSSTINYAPSLKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYYD[0114]

YGDAMDYWGQGTLVTVSS

부분적으로 인간화된 HC 서열은 본원에 개시된 키메라 항체와 비교하여 (아미노산 치환을 통해) 변형된 아미노[0115]

산 서열을 나타내고, 그에 의해 VL 및 VH 결합 영역이 인간에 투여를 위해 보다 적합하게되도록 그의 서열에 대

하여 변형되었다.

인간화된 VH 서열: [0116]

hHC01 (SEQ ID NO. 40)[0117]

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWMSWVRQAPGKGLVWVGEINPDSSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYYD[0118]

YGDAMDYWGQGTLVTVSS
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번역 후 변형 모티프의 제거로 인간화된 VH 서열:[0119]

hHC02 (SEQ ID NO. 41)[0120]

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWX1SWVRQAPGKGLVWVGEINPX2X3STINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLY[0121]

X4DYGDAX5DYWGQGTLVTVSS

여기서:[0122]

X1: I, F, L, V, Y. C, G, A, S, T, 바람직하게는 I or F;[0123]

X2X3: SS, NS, TS, GS, KS, RS, SD, SN, DE, 바람직하게는 SS;[0124]

X4: Y, L, A, V, F, I, W, 바람직하게는 Y; 및/또는[0125]

X5: Y, L, F, I, V, A, C, 바람직하게는 Y;[0126]

"hHC01"및 "hHC02"인간화 서열은 본원에 기술된 원래의 키메라 서열 및 부분적으로 인간화된 서열 모두와 비교[0127]

하여 서열 변화를 포함하는 본 CAR에 바람직한 아미노산 서열을 나타낸다.

PTM 돌연변이는 유익한 결합 특성을 유지하면서 상기 단백질로부터 잠재적으로 해로운 번역 후 변형 모티프를[0128]

제거하기 위한 것이다. hHC01 및 hHC02의 위치 1, 5, 6, 19, 27, 28, 34, 39, 46, 48, 54, 69, 84, 85, 86,

88, 93, 107 및/또는 115는 바람직하게는 원래의 키메라 서열과 비교하여 돌연변이(치환)된다. 치환의 중요성은

주로 본래 아미노산이 아니라 결과물인 아미노산과 관련이 있다. 따라서, 상기 변화는 또한 원래의 키메라 아미

노산 또는 부분적으로 인간화된 서열과 같은 다른 변이체의 상응하는 아미노산으로부터 수행될 수 있다.

하기 치환이 일부 실시 예에서 바람직하고, 키메라 서열(SEQ ID NO. 38)과 비교하여 상이하다:[0129]

- HC (VH) 서열의 아미노산 M34는 임의의 아미노산, 바람직하게는 I, L, F, V, Y. C, G, A, S, T 로 치환되고;[0130]

- HC (VH) 서열의 아미노산 E46이 V로 치환되고;[0131]

- HC (VH) 서열의 아미노산 D54 및 S55는 임의의 아미노산 조합, 바람직하게는 SS, TS, GS, KS, RS, SD, SN,[0132]

DE으로 치환되고;

- HC (VH) 서열의 아미노산 Y101은 임의의 아미노산, 바람직하게는 L, A, V, F, I, W로 치환되고; 및/또는[0133]

- HC (VH) 서열의 아미노산 M107은 임의의 아미노산, 바람직하게는 L, Y, F, I, V, A, C로 치환된다.[0134]

BCMA와의 직접 상호 작용에 필요한 잔기에서 변형될 수 있는 서열: [0135]

hHC03 - BCMA와의 상호 작용에 관여하는 변형된 아미노산 (SEQ ID NO. 42):[0136]

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYX1MX2WVRQAPGKGLVX3VGX4INPDSSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASX5[0137]

X6X7DYGDX8MDYWGQGTLVTVSS

여기서 바람직한 아미노산은:[0138]

X1: W, F, Y, 바람직하게 W;[0139]

X2: S, T, N, Q, D, E, 바람직하게 S;[0140]

X3: W, F, Y, 바람직하게 W;[0141]

X4: E, Q, 바람직하게 E;[0142]

X5: L, I, V, G, A, 바람직하게 L;[0143]

X6: Y, X, 바람직하게 Y;[0144]

X7: Y, F, L, I, V, M, 바람직하게 Y; 및/또는[0145]
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X8: A, G, V, 바람직하게 A이다.[0146]

"hHC03" 인간화된 서열은 원래의 키메라 서열 및 부분적으로 인간화된 서열 모두와 비교하여 아미노산 서열 변[0147]

화를 포함하는 바람직한 아미노산 서열을 나타낸다. 이러한 서열 변화는 BCMA 표적에 결합하는 아미노산의 잠재

적인 변화를 반영하기 위한 것이며, 이는 유리한 결합 특성을 유지하면서 치환될 수 있다. 치환의 중요성은 주

로 본래(originating) 아미노산이 아니라 결과물인 아미노산과 관련이 있다. 따라서, 상기 변화는 또한 원래의

키메라 아미노산 또는 다른 변이체의 상응하는 아미노산으로부터 수행될 수 있다.

예를 들어:[0148]

- HC (VH) 서열의 아미노산 W33은 W, F, Y이고;[0149]

- HC (VH) 서열의 아미노산 S35는 S, T, N, Q, D, E이고;[0150]

- HC (VH) 서열의 아미노산 W47은 W, F, Y이고;[0151]

- HC (VH) 서열의 아미노산 E50은 E, Q;[0152]

- HC (VH) 서열의 아미노산 L99는 L, I, V, G, A이고;[0153]

- HC (VH) 서열의 아미노산 Y100은 Y, X이고;[0154]

- HC (VH) 서열의 아미노산 Y101은 Y, F, L, I, V, M이고; 및/또는[0155]

- HC (VH) 서열의 아미노산 A106은 A, G, V이다.[0156]

일반적으로, 전체적으로 프레임 워크 서열과는 독립적으로 고려될 때 인간화 동안 만들어진 CDR 영역에 대한 임[0157]

의의 변화는 CDR 서열의 특징으로 간주될 수 있다. 그러한 변형된 CDR 서열은 본원에 기술된 전체 프레임 워크

영역에서 그의 컨텍스트 내에서 또는 그 컨텍스트와 독립적으로 본 발명의 특징을 정의하는 것으로 간주될 수

있다. 예를 들어, hHC01 내지 hHC03에서 밑줄로 식별된 CDR 서열은 주변 가변 영역 서열과 독립적으로 본 발명

의 정의된 특징으로 간주될 수 있다.

인간화된 HC (VH) 서열의 구체적인 예:[0158]

hHC04 (SEQ ID NO. 43):[0159]

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWISWVRQAPGKGLVWVGEINPNSSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYYD[0160]

YGDAYDYWGQGTLVTVSS

hHC05 (SEQ ID NO. 44):[0161]

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWFSWVRQAPGKGLVWVGEINPNSSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYYD[0162]

YGDAYDYWGQGTLVTVSS

hHC06 (SEQ ID NO. 45):[0163]

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWISWVRQAPGKGLVWVGEINPSSSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYYD[0164]

YGDAYDYWGQGTLVTVSS

hHC07 (SEQ ID NO. 46):[0165]

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWFSWVRQAPGKGLVWVGEINPSSSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYYD[0166]

YGDAYDYWGQGTLVTVSS

인간화된 J22.9에서 잠재적인 번역 후 변형 부위를 제거하기 위해, 중쇄 CDR2의 잔기 D54를 아스파라긴(N)으로[0167]

돌연변이시켜 N-연결된 글리코실화(예를 들어, hHC04, 05)를 위한 새로운 잠재적 변형 부위를 만들었다. N54를

포함하는 변이된 중쇄는 글리코실화될 수 있다. 그럼에도 불구하고, 대응하는 IgG, J22.9-FNY는 FACS 및 ELISA

에서 BCMA와 결합하고, BCMA와 복합체로 결정화되었다. 이러한 측쇄의 큰 확장이 BCMA에 대한 결합을 방해하지

않는다는 것을 놀랍고, 이러한 관찰로부터 이 위치에서 다중 및 다양한 아미노산 치환이 허용될 것이며, 잠재적

으로 당 이외의 유도체화가 또한 기대될 수 있다.

정렬(Alignments):[0168]

HC 서열 내의 다양한 치환 위치의 CLUSTAL W(1.83) 다중 서열 정렬은 도 13에서 적절한 서열 비교를 제공한다.[0169]
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"일반 서열"은 HC 서열을 나타내며, 각 X는 주어진 아미노산에 대한 잠재적인 아미노산 변화를 나타낸다. 바람

직한 아미노산 치환은 잠재적으로 돌연변이된 위치 각각에 대해 상술한 바와 같이 기재된 것이다.

인간화 VL 변이체에 관한 바람직한 실시 예[0170]

키메라 서열:[0171]

마우스 LC (SEQ ID NO. 47):[0172]

DIVMTQSQRFMTTSVGDRVSVTCKASQSVDSNVAWYQQKPRQSPKALIFSASLRFSGVPARFTGSGSGTDFTLTISNLQSEDLAEYFCQQYNNYPLTFGAGT[0173]

KLELKR   

마우스 LC 서열은 CD269(BCMA)의 세포 외 도메인의 에피토프에 결합할 수 있는 마우스 항체로부터 수득된 VL 및[0174]

VH 도메인을 포함하는 키메라 항체 J22.9-xi에 대해 원래 개발된 경쇄(VL)의 가변 영역을 나타낸다. 일부 실시

예에서, 마우스 VL 도메인 또는 이의 CDR은 본 발명의 CAR에서 사용될 수 있다.   

부분적으로 인간화된 서열:[0175]

부분적으로 인간화된 LC (SEQ ID NO. 48): [0176]

DIVMTQSPATLSVSVGDEVTLTCKASQSVDSNVAWYQQKPGQAPKLLIYSDDLRFSGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAGT[0177]

KLELKR   

부분적으로 인간화된 LC 서열은 본원에 개시된 키메라 항체와 비교하여 (아미노산 치환을 통해) 변형된 아미노[0178]

산 서열을 나타내고, 그에 의해 VL 및 VH 결합 영역이 인간에 투여를 위해 보다 적합하게되도록 그의 서열에 대

하여 변형되었다. 

인간화된 VL 서열:[0179]

hLC01 (SEQ ID NO. 49):[0180]

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVDSNVAWYQQKPGQAPRALIYSASLRFSGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAGT[0181]

KLELKR

번역 후 변형 모티프의 제거로 인간화된 VL 서열:[0182]

hLC02 (SEQ ID NO. 50):[0183]

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVX1X2NVAWYQQKPGQAPRALIYSASLRFSGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAG[0184]

TKLELKR

여기서:[0185]

X1X2: ES, SS, TS, QS, HS, DH, 바람직하게는 ES.[0186]

"hHC01"및 "hHC02"인간화 서열은 본원에 기술된 원래의 키메라 서열 및 부분적으로 인간화된 서열 모두와 비교[0187]

하여 서열 변화를 포함하는 본 CAR에 바람직한 아미노산 서열을 나타낸다.

PTM 돌연변이는 유익한 결합 특성을 유지하면서 상기 단백질로부터 잠재적으로 해로운 번역 후 변형 모티프를[0188]

제거하기 위한 것이다. hHC01 및 hHC02의 위치 1, 8, 9, 10, 13, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 30, 41, 43, 45,

49, 58, 63, 70, 77, 83, 85 및/또는 87는 바람직하게는 원래의 키메라 서열과 비교하여 돌연변이(치환)된다.

치환의 중요성은 주로 본래 아미노산이 아니라 결과물인 아미노산과 관련이 있다. 따라서, 상기 변화는 또한 원

래의 키메라 아미노산 또는 부분적으로 인간화된 서열과 같은 다른 변이체의 상응하는 아미노산으로부터 수행될

수 있다.

하기 치환이 바람직하며 키메라 서열 및 부분적으로 인간화된 서열과 상이하다:[0189]

- LC (VL) 서열의 아미노산 D1이 E로 치환되고;[0190]

- LC (VL) 서열의 아미노산 V15가 P로 치환되고;[0191]

- LC (VL) 서열의 아미노산 D17이 E로 치환되고;[0192]

- LC (VL) 서열의 아미노산 V19가 A로 치환되고;[0193]
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- LC (VL) 서열의 아미노산 T22는 S로 치환되고;[0194]

- LC (VL) 서열의 아미노산 D30 및 S31은 임의의 아미노산 조합, 바람직하게는 ES, SS, TS, QS, HS, DH로 치환[0195]

되고;

- LC (VL) 서열의 아미노산 V58은 I로 치환되고; 및/또는[0196]

- LC (VL) 서열의 아미노산 D70이 E로 치환된다.[0197]

BCMA와의 상호 작용에 필요한 잔기에서 CDR 결합 영역을 변형시킬 수 있는 서열: [0198]

hLC03 - BCMA와의 상호 작용에 관여하는 변형된 아미노산 (SEQ ID NO. 51):[0199]

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVDX1X2VX3WX4QQKPGQAPRALIX5X6AX7X8RX9SGIPARFSGSX10X11GTEFTLTISSLQSEDFAVYYCX12QX13[0200]

NNX14PX15TFGAGTKLELKR                 

여기서 바람직한 아미노산은:[0201]

X1: S, H, T, N, D, Q;[0202]

X2: N, E, Q;[0203]

X3: A, G, V, S, T, L, I;[0204]

X4: Y, F, L, I, V, A, G;[0205]

X5: Y, F, L;[0206]

X6: S, T;[0207]

X7: S, T, D, N, H, E, Q;[0208]

X8: L, V, I, M;[0209]

X9: F, L, I, V, Y, M;[0210]

X10: G, X;[0211]

X11: S, X;[0212]

X12: Q, V, L, I, M;[0213]

X13: Y, F, L, I, Q;[0214]

X14: Y, F, R, Q, K; 및/또는[0215]

X15: L, I, V, F이다.[0216]

"hHC03 인간화된 서열"은 원래의 키메라 서열 및 부분적으로 인간화된 서열 모두와 비교하여 아미노산 서열 변[0217]

화를 포함하는 바람직한 아미노산 서열을 나타낸다. 이러한 서열 변화는 BCMA 표적에 결합하는 아미노산의 잠재

적인 변화를 반영하기 위한 것이며, 이는 유리한 결합 특성을 유지하면서 치환될 수 있다. 치환의 중요성은 주

로 본래 아미노산이 아니라 결과물인 아미노산과 관련이 있다. 따라서, 상기 변화는 또한 원래의 키메라 아미노

산 또는 다른 변이체의 상응하는 아미노산으로부터 수행될 수 있다.

예를 들어:[0218]

- LC (VL) 서열의 아미노산 S31은 S, H, T, N, D, Q이고;[0219]

- LC (VL) 서열의 아미노산 N32는 N, E, Q이고;[0220]

- LC (VL) 서열의 아미노산 A34는 A, G, V, S, T, L, I이고;[0221]
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- LC (VL) 서열의 아미노산 Y36은 Y, F, L, I, V, A, G이고;[0222]

- LC (VL) 서열의 아미노산 Y49는 Y, F, L이고;[0223]

- LC (VL) 서열의 아미노산 S50은 S, T이고;[0224]

- LC (VL) 서열의 아미노산 S52는 S, T, D, N, H, E, Q이고;[0225]

- LC (VL) 서열의 아미노산 L53은 L, V, I, M이고;[0226]

- LC (VL) 서열의 아미노산 F55는 F, L, I, V, Y, M이고;[0227]

- LC (VL) 서열의 아미노산 G66은 G, X이고;[0228]

- LC (VL) 서열의 아미노산 S67은 S, X이고;[0229]

- LC (VL) 서열의 아미노산 Q89는 Q, V, L, I, M이고;[0230]

- LC (VL) 서열의 아미노산 Y91은 Y, F, L, I, Q이고;[0231]

- LC (VL) 서열의 아미노산 Y94는 Y, F, R, Q, K이고; 및 / 또는[0232]

- LC (VL) 서열의 아미노산 L96은 L, I, V, F이다.[0233]

일반적으로, 전체적으로 프레임 워크 서열과는 독립적으로 고려될 때 인간화 동안 만들어진 CDR 영역에 대한 임[0234]

의의 변화는 CDR 서열의 특징으로 간주될 수 있다. 그러한 변형된 CDR 서열은 본원에 기술된 전체 프레임 워크

영역에서 그의 컨텍스트 내에서 또는 그 컨텍스트와 독립적으로 본 발명의 특징을 정의하는 것으로 간주될 수

있다. 예를 들어, hHC01 내지 hHC03에서 밑줄로 식별된 CDR 서열은 주변 가변 영역 서열과 독립적으로 본 발명

의 정의된 특징으로 간주될 수 있다.

인간화된 LC 서열의 구체적인 예:[0235]

hLC04 (SEQ ID NO. 52):[0236]

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVESNVAWYQQKPGQAPRALIYSASLRFSGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAGT[0237]

KLELKR

정렬(Alignments):[0238]

LC 서열 내의 다양한 치환 위치의 CLUSTAL W(1.83) 다중 서열 정렬은 도 14에서 적절한 서열 비교를 제공한다.[0239]

"일반 서열"은 LC 서열을 나타내며, 각 X는 주어진 아미노산에 대한 잠재적인 아미노산 변화를 나타낸다. 바람

직한 아미노산 치환은 잠재적으로 돌연변이된 위치 각각에 대해 상술한 바와 같이 기재된 것이다.

따라서, 본 발명은 hHC01, hHC02, hHC03, hHC04, hHC05, hHC06, hHC07, hLC01, hLC02, hLC03 및/또는 hLC04,[0240]

또는 이들의 임의 조합에 따른 인간화 서열에 관한 것이다.

본원에서 제안된 잠재적 변이 잔기("일반" 서열에서 X로 식별됨)에 대한 잠재적 변이의 가능한 모든 조합이 본[0241]

발명에 포함된다. 이들 다양한 치환 중 하나 이상을 조합함으로써, 본래 개발되고 본원에서 입증된 키메라 항체

의 목적하는 결합 특성을 나타내는 인간화된 변이체가 생성될 수 있다. 본원에 기술된 항체 또는 그의 부분은

또한 명시적으로 개시되거나 서열 공식을 통해 개시된 인간화된 서열과 적어도 80%, 바람직하게는 90%의 서열

동일성을 갖는 서열을 포함한다.

본  발명은  또한  VH  도메인을  포함하는  본원에  기재된  CAR에  관한  것으로,  상기  VH  도메인은[0242]

X1VQLX2X3SGGGLVQPGGSLX4LSCAASGX5X6FX7X8YWZ1SWVRX9APGKGLEWX10GEINPZ2SSTINYAPSLKX11X12FX13ISRDNAKNTLYLQMX14X15X16

RX17EDTAX18YYCASLYYDYGDAZ3DYWGQGTX19VTVSS(SEQ ID NO. 53)에 따른 서열을 포함하고, 여기서 X1: Q, E; X2: Q,

V; X3: Q, E; X4: K, R; X5: I, F; X6: D, T; X7: S, D; X8: R, D; X9: R, Q; X10: I, V; X11: D, G; X12: K,

R; X13: I, T; X14: S, N; X15: K, S; X16: V, L; X17: S, A; X18: L, V; X19: S, L; 및 여기서 Z1: I, F, L,

V, Y. C, G, A, S, T, 바람직하게는 I 또는 F; Z2: S, N, T, G, K, R, D, 바람직하게는 S 및/또는 Z3: Y, L, F,

I, V, A, C, 바람직하게는 Y의 적어도 하나이며; 및 상기 항체 또는 이의 단편은 CD269(BCMA)의 세포 외 도메인

의 에피토프와 특이적으로 결합한다. 

이 실시 예는 본 발명의 CAR에 대한 다양한 인간화 서열, 특히 그의 VH 서열, 본원에 기재된 바와 같은 CDR에서[0243]
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수행되는 유리한 인간화에 의해 정의된 모든 변이체를 포함한다.

본  발명은  또한  VL  도메인을  포함하는  본원에  기재된  CAR에  관한  것으로,  상기  VL  도메인은[0244]

DIVMTQSX1X2X3X4X5X6SVGDX7VX8X9TCKASQSVESNVAWYQQKPX10QX11PKX12LIX13SX14X15LRFSGVPARFX16GSGSGTDFTLTISX17LQSEDX18AX

19YX20CQQYNNYPLTFGAGTKLELKR (SEQ ID NO. 54)에 따른 서열을 포함하고, 여기서 X1: Q, P; X2: R, A; X3: F, T;

X4: M, L; X5: T, S; X6: T, V; X7: R, E; X8: S, T; X9: V, L; X10: R, G; X11: S, A; X12: A, L; X13: F,

Y; X14: A, D; X15: S, D; X16: T, S; X17: N, S; X18: L, F; X19: E, V; X20: F, Y;이며; 및 상기 항체 또는

이의 단편은 CD269(BCMA)의 세포 외 도메인의 에피토프와 특이적으로 결합한다. 

이 실시 예는 본 발명의 CAR에 대한 다양한 인간화 서열, 특히 그의 VL 서열, 본원에 기재된 바와 같은 CDR에서[0245]

수행되는 유리한 인간화에 의해 정의된 모든 변이체를 포함한다. 

일 실시 예에서, 본 발명의 분리된 키메라 항원 수용체 폴리펩티드(CAR)는 세포 외 항원-결합 도메인이 VH 및[0246]

VL  도메인 사이에 위치된 링커 폴리펩티드를 포함하는 것을 특징으로 하며, 바람직하게 상기 링커는 Whitlow

(SEQ ID NO. 13, GSTSGSGKPGSGEGSTKG) 또는 Gly-Ser (SEQ ID NO. 14; SSGGGGSGGGGSGGGGS) 링커, 또는 SEQ ID

NO. 13 또는 14와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 링커로부터 선택된다. 

일 실시 예에서, 본 발명의 분리된 키메라 항원 수용체 폴리펩티드(CAR)는 세포 외 항원-결합 도메인과 막 횡단[0247]

도메인 사이에 위치한 스페이서 폴리펩티드를 포함하며, 바람직하게 상기 스페이서는

-  CD28-IgG1의  스페이서  (SEQ  ID  NO.  15;[0248]

PAEPKSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKK)

-  IgG1△  -  4-1BB  스페이서  (SEQ  ID  NO.  16;[0249]

PAEPKSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSSLSPGKK)

-  IgG4는  (Hi-CH2-CH3),  스페이서  (SEQ  ID  NO.  17;[0250]

ESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK

CKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK)

-  IgG4  (Hi-CH3)  스페이서  (SEQ  ID  NO.  18;[0251]

ESKYGPPCPPCPGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHE

ALHNHYTQKSLSLSLGK),

- IgG4 (Hi) 스페이서 (SEQ ID NO. 19; ESKYGPPCPPCP), 또는[0252]

- SEQ ID NO. 15 내지 19 중 어느 하나와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 스페이서;로부터 선택된다.[0253]

일 실시 예에서, 본 발명의 분리된 키메라 항원 수용체 폴리펩티드(CAR)는 바람직하게 막 횡단 도메인이 CD8α[0254]

도메인  (SEQ  ID  NO.  20;  IYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYC)  또는  CD28  도메인  (SEQ  ID  NO.  21;

FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWV) 또는 SEQ ID NO. 20 또는 21과 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 막 횡단 도메인

중에서 선택되는 것을 특징으로 한다. 

일 실시 예에서, 본 발명의 분리된 키메라 항원 수용체 폴리펩티드(CAR)는 바람직하게 세포 내 도메인이 4-1BB[0255]

공동-자극(co-stimulatory) 도메인(SEQ ID  NO.  22;  KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL)  또는 CD28

공동-자극 도메인(SEQ ID NO. 23; RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS), 또는 SEQ ID NO. 22 또는 23

과 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 공동-자극 도메인으로부터 선택된 공동-자극 도메인을 포함하는 것을 특징으

로 한다;및/또는

일 실시 예에서, 본 발명의 분리된 키메라 항원 수용체 폴리펩티드(CAR)는 신호전달 도메인을 포함하는 것을 특[0256]

징으로 하며,  바람직하게 상기 신호전달 도메인은 CD3zeta(CD28 또는 4-1BB) 신호전달 도메인(SEQ ID NO. 24;

LRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTY

DALHMQALPPR) 또는 SEQ ID NO. 24와 80% 이상의 서열 동일성을 갖는 신호전달 도메인으로부터 선택된다.
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일 실시 예에서, 본 발명의 분리된 키메라 항원 수용체(CAR)는 상기 CAR이 탠덤(tandem) 공동-자극 도메인을 포[0257]

함하고, 4-1BB 공동-자극 도메인(SEQ ID NO. 22) 및 CD28 공동-자극 도메인 (SEQ ID NO. 23) 및 CD3제타 신호/

활성 도메인 (SEQ ID NO. 24)을 포함하는 것을 특징으로 한다. 

일 실시 예에서, 본 발명의 분리된 키메라 항원 수용체(CAR)는 상기 CAR이 리더(leader) 서열을 포함하는 것을[0258]

특징으로 하고, 바람직하게 상기 리더 서열은 IgK 리더 (SEQ ID NO. 55, MDFQVQIFSFLLISASVIMSR) 또는 GMCSF

리더 (SEQ ID NO. 56; MLLLVTSLLLCELPHPAFLLI), 또는 SEQ ID NO. 55 또는 56과 80% 이상의 서열 동일성을 갖는

리더 서열로부터 선택된다. 

본 발명의 추가 양태는 다음으로 이루어진 군으로부터 선택된 분리된 핵산 분자에 관한 것이다:[0259]

a) - 선행하는 청구항에 따른 분리된 키메라 항원 수용체(CAR) 폴리펩티드를 코딩하는, 및/또는[0260]

- SEQ ID NO. 66 및/또는 67, 또는 SEQ ID NO. 86 내지 94에 따른 서열을 포함하는, 핵산 서열을 포함하는 핵[0261]

산 분자;

b) a)에 따른 뉴클레오티드 서열에 상보적인 핵산 분자;[0262]

c) a) 또는 b)에 따른 뉴클레오티드 서열과 기능적으로 유사/동등하도록 충분한 서열 동일성을 갖는, 바람직하[0263]

게는 a) 또는 b)에 따른 뉴클레오티드 서열과 80% 이상의 서열 동일성을 포함하는 핵산 분자;

d) 유전자 코드의 결과로서 a) 내지 c)에 따른 뉴클레오티드 서열로 변성되는 핵산 분자; 및[0264]

e) 결실, 부가, 치환, 전좌, 역전 및/또는 삽입에 의해 변형되고 a) 내지 d)에 따른 뉴클레오티드 서열과 기능[0265]

적으로 유사/동등한 a) 내지 d)의 뉴클레오티드 서열에 따른 핵산 분자.

본 발명의 바람직한 아미노산 서열:[0266]

표 1

서열번호(SEQ ID[0267]
NO. )

서열 설명

1 GFTFSRYW H-CDR1

2 INPSSSTI H-CDR2

3 ASLYYDYGDAYDY H-CDR3

4 QSVESN L-CDR1

5 SASX여기서, X는 임의의 아미노산, 바람직하게는 L이며, 또
는 상기 서열은 위치 X가 정의되지 않은 SAS이다.

L-CDR2

6 QQYNNYPLT L-CDR3

7 INPX2X3STI여기서 X2X3: SS, NS, TS, GS, KS, RS, SD, SN,

DE

H-CDR2

8 ASLYX4DYGDAX5DY여기서 X4: Y, L, A, V, F, I, W, 및/또는

X5: Y, L, F, I, V, A, C

H-CDR3

9 QSVX1X2N여기서 X1X2: ES, SS, TS, QS, HS, DH L-CDR1

10 QQYNNYPLTFG L-CDR3

11 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWFSWVRQAPGKGLVWVGEINPS
SSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYYDYGDAYD
YWGQGTLVTVSS

VH 도메인

12 EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVESNVAWYQQKPGQAPRALIYSASLR
FSGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAGTKLELK

VL 도메인

13 GSTSGSGKPGSGEGSTKG Whitlow 링커

14 SSGGGGSGGGGSGGGGS Gly-Ser 링커

15 PAEPKSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSH
EDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGKK

IgG1-CD28 스페이서

16 PAEPKSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSH
EDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSSLSPGKK

IgG1△ - 4-1BB 스페이서 
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17 ESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPE
VQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
GLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSLGK

IgG4  (Hi-CH2-CH3)  스페
이서 

18 ESKYGPPCPPCPGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSLGK

IgG4 (Hi-CH3) 스페이서

19 ESKYGPPCPPCP IgG4 (Hi) 스페이서

20 IYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYC CD8α 도메인

21 FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWV CD28 도메인

22 KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL 4-1BB 공동-자극 도메인

23 RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS CD28 공동-자극 도메인 

24 LRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKN
PQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQ
ALPPR

CD3zeta  (CD28  or  4-
1BB) 신호전달 도메인

25 RYWFS H-CDR1

26 EINPSSSTINYAPSLKDK H-CDR2

27 SLYYDYGDAYDYW H-CDR3

28 KASQSVESNVA L-CDR1

29 SASLRFS L-CDR2

30 QQYNNYPLTFG L-CDR3

31 MAGQCSQNEYFDSLLHACIPCQLRCSSNTPPLTCQRYCNASVTNSVKGTNALE BCMA 세포 외 도메인

32 MLQMAGQCSQNEYFDSLLHACIPCQLRCSSNTPPLTCQRYCNASVTNSVKGTNA
LE

BCMA N-말단 서열

33 YFDSLLHACIPCQLRCSSNT BCMA  항체  에피토프  -
BCMA의 아미노산 13 내지
32

34 RYWX1S여기서:

X1: I, F, L, V, Y. C, G, A, S, T, 바람직하게 I 또는 F

H-CDR1 

35 EINPX2X3STINYAPSLKDK여기서:

X2X3: SS, NS, TS, GS, KS, RS, SD, SN, DE, 바람직하게 SS

H-CDR2

36 SLYX4DYGDAX5DYW여기서:

X4: Y, L, A, V, F, I, W, 바람직하게 Y; 및/또는

X5: Y, L, F, I, V, A, C, 바람직하게 Y

H-CDR3 

37 KASQSVX1X2NVA여기서:

X1X2: ES, SS, TS, QS, HS, DH, 바람직하게 ES

L-CDR1 

38 QVQLQQSGGGLVQPGGSLKLSCAASGIDFSRYWMSWVRRAPGKGLEWIGEINPD
SSTINYAPSLKDKFIISRDNAKNTLYLQMSKVRSEDTALYYCASLYYDYGDAMD
YWGQGTSVTVSS

마우스 HC (VH) 

39 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFDDYWMSWVRQAPGKGLEWVGEINPD
SSTINYAPSLKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYYDYGDAMD
YWGQGTLVTVSS

부분적으로 인간화된 HC

40 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWMSWVRQAPGKGLVWVGEINPD
SSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYYDYGDAMD
YWGQGTLVTVSS

hHC01

41 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWX1SWVRQAPGKGLVWVGEINP

X2X3STINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYX4DYGD

AX5DYWGQGTLVTVSS여기서

X1: I, F, L, V, Y. C, G, A, S, T, 바람직하게 I or F;  

X2X3:  SS,  NS,  TS,  GS,  KS,  RS,  SD,  SN,  DE,  바람직하게

SS;

X4: Y, L, A, V, F, I, W, 바람직하게 Y; 및/또는

X5: Y, L, F, I, V, A, C, 바람직하게 Y

hHC02
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42 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYX1MX2WVRQAPGKGLVX3VGX4I

NPDSSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASX5X6X7DY

GDX8MDYWGQGTLVTVSS여기서

X1: W, F, Y, 바람직하게 W;

X2: S, T, N, Q, D, E, 바람직하게 S;

X3: W, F, Y, 바람직하게 W;

X4: E, Q, 바람직하게 E;

X5: L, I, V, G, A, 바람직하게 L;

X6: Y, X, 바람직하게 Y;

X7: Y, F, L, I, V, M, 바람직하게 Y; 및/또는

X8: A, G, V, 바람직하게 A

hHC03

43 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWISWVRQAPGKGLVWVGEINPN
SSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYYDYGDAYD
YWGQGTLVTVSS

hHC04

44 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWFSWVRQAPGKGLVWVGEINPN
SSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYYDYGDAYD
YWGQGTLVTVSS

hHC05

45 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWISWVRQAPGKGLVWVGEINPS
SSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYYDYGDAYD
YWGQGTLVTVSS

hHC06

46 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYWFSWVRQAPGKGLVWVGEINPS
SSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYYDYGDAYD
YWGQGTLVTVSS

hHC07

47 DIVMTQSQRFMTTSVGDRVSVTCKASQSVDSNVAWYQQKPRQSPKALIFSASLR
FSGVPARFTGSGSGTDFTLTISNLQSEDLAEYFCQQYNNYPLTFGAGTKLELKR
 

마우스 LC (VL) 

48 DIVMTQSPATLSVSVGDEVTLTCKASQSVDSNVAWYQQKPGQAPKLLIYSDDLR
FSGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAGTKLELKR
 

부분적으로 인간화된 LC

49 EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVDSNVAWYQQKPGQAPRALIYSASLR
FSGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAGTKLELKR

hLC01

50 EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVX1X2NVAWYQQKPGQAPRALIYSASL

RFSGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAGTKLELK
R  여기서:

X1X2:  ES,  SS,  TS,  QS,  HS,  DH,  바람직하게  ES.

                   

hLC02
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51 EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVDX1X2VX3WX4QQKPGQAPRALIX5X6

AX7X8RX9SGIPARFSGSX10X11GTEFTLTISSLQSEDFAVYYCX12QX13NNX14PX

15TFGAGTKLELKR                 

여기서:

X1: S, H, T, N, D, Q;

X2: N, E, Q;

X3: A, G, V, S, T, L, I;

X4: Y, F, L, I, V, A, G;

X5: Y, F, L;

X6: S, T;

X7: S, T, D, N, H, E, Q;

X8: L, V, I, M;

X9: F, L, I, V, Y, M;

X10: G, X;

X11: S, X;

X12: Q, V, L, I, M;

X13: Y, F, L, I, Q;

X14: Y, F, R, Q, K; 및/또는

X15: L, I, V, F

hLC03

52 EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVESNVAWYQQKPGQAPRALIYSASLR
FSGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAGTKLELKR

hLC04

53 X1VQLX2X3SGGGLVQPGGSLX4LSCAASGX5X6FX7X8YWZ1SWVRX9APGKGLEWX

10GEINPZ2SSTINYAPSLKX11X12FX13ISRDNAKNTLYLQMX14X15X16RX17EDT

AX18YYCASLYYDYGDAZ3DYWGQGTX19VTVSS 

여기서 X1: Q, E; X2: Q, V; X3: Q, E; X4: K, R; X5: I,
F; X6: D, T; X7: S, D; X8: R, D; X9: R, Q; X10: I, V;
X11: D, G; X12: K, R; X13: I, T; X14: S, N; X15: K, S;
X16: V, L; X17: S, A; X18: L, V; X19: S, L; 

및 여기서 Z1: I, F, L, V, Y. C, G, A, S, T, 바람직하게

I or F; Z2: S, N, T, G, K, R, D, 바람직하게 S 및/또는

Z3: Y, L, F, I, V, A, C, 바람직하게 Y의 적어도 하나;

VH hum Gen

54 DIVMTQSX1X2X3X4X5X6SVGDX7VX8X9TCKASQSVESNVAWYQQKPX10QX11PKX

12LIX13SX14X15LRFSGVPARFX16GSGSGTDFTLTISX17LQSEDX18AX19YX20CQ

QYNNYPLTFGAGTKLELKR여기서 X1:  Q,  P;  X2:  R,  A;  X3:  F,
T; X4: M, L; X5: T, S; X6: T, V; X7: R, E; X8: S, T;
X9: V, L; X10: R, G; X11: S, A; X12: A, L; X13: F, Y;
X14: A, D; X15: S, D; X16: T, S; X17: N, S; X18: L, F;
X19: E, V; X20: F, Y;

VL hum Gen

55 MDFQVQIFSFLLISASVIMSR IgK 리더

56 MLLLVTSLLLCELPHPAFLLI GMCSF 리더

57 MDFQVQIFSFLLISASVIMSREVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYW
FSWVRQAPGKGLVWVGEINPSSSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLR
AEDTAVYYCASLYYDYGDAYDYWGQGTLVTVSSGSTSGSGKPGSGEGSTKGEIV
MTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVESNVAWYQQKPGQAPRALIYSASLRFSG
IPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAGTKLELKPAEP
KSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGKKDPKFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHS
DYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSLRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYN
ELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGM
KGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

구조물  IX  IX_MP71-
hBCMA-VH-WL-
VL_IgG1_CD28_CD3z
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58 MDFQVQIFSFLLISASVIMSREIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVESNV
AWYQQKPGQAPRALIYSASLRFSGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYY
CQQYNNYPLTFGAGTKLELKGSTSGSGKPGSGEGSTKGEVQLVESGGGLVQPGG
SLRLSCAASGFTFSRYWFSWVRQAPGKGLVWVGEINPSSSTINYAPSLKDKFTI
SRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYYDYGDAYDYWGQGTLVTVSSPAEP
KSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGKKDPKFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHS
DYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSLRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYN
ELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGM
KGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

구조물  X  X_MP71-hBCMA-
VL-WL-
VH_IgG1_CD28_CD3z

59 MDFQVQIFSFLLISASVIMSREVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYW
FSWVRQAPGKGLVWVGEINPSSSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLR
AEDTAVYYCASLYYDYGDAYDYWGQGTLVTVSSGSTSGSGKPGSGEGSTKGEIV
MTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVESNVAWYQQKPGQAPRALIYSASLRFSG
IPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAGTKLELKPAEP
KSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGKKDPKFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHS
DYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSLRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYN
ELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGM
KGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

구조물  XIXI_MP71-
hBCMA-VH-WL-
VL_IgG1_CD28_CD3z_no_o
pt

60 MDFQVQIFSFLLISASVIMSREVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYW
FSWVRQAPGKGLVWVGEINPSSSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLR
AEDTAVYYCASLYYDYGDAYDYWGQGTLVTVSSGSTSGSGKPGSGEGSTKGEIV
MTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVESNVAWYQQKPGQAPRALIYSASLRFSG
IPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAGTKLELKESKY
GPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPS
SIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQ
KSLSLSLGKFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPR
RPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSLRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRRE
EYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGK
GHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

구조물
XIIXII_new_cuts_MP71-
hBCMA-VH-WL-
VL_IgG4_CD28_CD3z

61 MDFQVQIFSFLLISASVIMSREVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYW
FSWVRQAPGKGLVWVGEINPSSSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLR
AEDTAVYYCASLYYDYGDAYDYWGQGTLVTVSSGSTSGSGKPGSGEGSTKGEIV
MTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVESNVAWYQQKPGQAPRALIYSASLRFSG
IPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAGTKLELKESKY
GPPCPPCPGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQ
PENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSLGKFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRRP
GPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSLRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREEY
DVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGH
DGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

구조물  XIII
XIII_new_cuts_MP71-
hBCMA-VH-WL-
VL_IgG4_HI_CH3_CD28_CD
3z

62 MDFQVQIFSFLLISASVIMSREVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYW
FSWVRQAPGKGLVWVGEINPSSSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLR
AEDTAVYYCASLYYDYGDAYDYWGQGTLVTVSSGSTSGSGKPGSGEGSTKGEIV
MTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVESNVAWYQQKPGQAPRALIYSASLRFSG
IPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAGTKLELKESKY
GPPCPPCPFWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWVRSKRSRLLHSDYMNMTPRR
PGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRSLRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNLGRREE
YDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKG
HDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

구조물
XIVXIV_new_cuts_MP71-
hBCMA-VH-WL-
VL_IgG4_HI_CD28_CD3z
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63 MDFQVQIFSFLLISASVIMSREVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYW
FSWVRQAPGKGLVWVGEINPSSSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLR
AEDTAVYYCASLYYDYGDAYDYWGQGTLVTVSSGSTSGSGKPGSGEGSTKGEIV
MTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVESNVAWYQQKPGQAPRALIYSASLRFSG
IPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAGTKLELKPAEP
KSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSSLSPGKKIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPF
MRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELLRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNL
GRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGER
RRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

구조물  XVXV_MP71-
hBCMA-VH-WL-
VL_IgGdelta_CD8_

4-1BB_CD3z

64 MDFQVQIFSFLLISASVIMSREIVMTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVESNV
AWYQQKPGQAPRALIYSASLRFSGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYY
CQQYNNYPLTFGAGTKLELKGSTSGSGKPGSGEGSTKGEVQLVESGGGLVQPGG
SLRLSCAASGFTFSRYWFSWVRQAPGKGLVWVGEINPSSSTINYAPSLKDKFTI
SRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCASLYYDYGDAYDYWGQGTLVTVSSPAEP
KSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSSLSPGKKIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPF
MRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELLRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNL
GRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGER
RRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

구조물  XVIXVI_MP71-
hBCMA-VL-WL-
VH_IgGdelta_CD8_

4-1BB_CD3z

65 MDFQVQIFSFLLISASVIMSREVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSRYW
FSWVRQAPGKGLVWVGEINPSSSTINYAPSLKDKFTISRDNAKNTLYLQMNSLR
AEDTAVYYCASLYYDYGDAYDYWGQGTLVTVSSGSTSGSGKPGSGEGSTKGEIV
MTQSPATLSVSPGERATLSCKASQSVESNVAWYQQKPGQAPRALIYSASLRFSG
IPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNYPLTFGAGTKLELKPAEP
KSPDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMIARTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNK
ALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSSLSPGKKIYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYCKRGRKKLLYIFKQPF
MRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCELLRVKFSRSADAPAYQQGQNQLYNELNL
GRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGER
RRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

구조물  XVIIXVII_MP71-
hBCMA-VH-WL-
VL_IgGdelta_CD8_4-
1BB_CD3z_no_opt

바람직한 뉴클레오티드 서열:[0268]

표 2

66[0269] gaggtgcagctggtggaatctggcggaggactggtgcagcctggcggctctctg
agactgtcttgtgccgccagcggcttcaccttcagccggtactggtttagctgg
gtgcgccaggcccctggcaagggactcgtgtgggtgggagagatcaaccccagc
agcagcaccatcaactacgcccccagcctgaaggacaagttcaccatcagcaga
gacaacgccaagaacaccctgtacctgcagatgaacagcctgcgggccgaggac
accgccgtgtactattgtgccagcctgtactacgactacggcgacgcctacgat
tactggggccagggcacactggtgactgttagctcc

VH 최적화된 코돈

67 Gagatcgtgatgacacagagccctgccaccctgagcgtgtccccaggcgaaaga
gctaccctgagctgcaaggccagccagagcgtggaaagcaacgtggcctggtat
cagcagaagcccggacaggctcctcgggccctgatctacagcgccagcctgaga
ttcagcggcatccccgccaggtttagcggctctggcagcggcaccgagttcacc
ctgacaatcagcagcctgcagagcgaggactttgccgtgtattactgccagcag
tacaacaactaccccctgaccttcggagccggcaccaagctggagctgaag

VL 최적화된 코돈

68 gaagtgcagctggtcgaatctggaggaggcctggttcagcctggtggcagcctt
aggctctcttgtgcagcctctggctttaccttctcacggtattggttcagctgg
gtgagacaggctccagggaaaggtctggtgtgggtaggggagataaaccccagc
agcagcacgatcaactatgctccgtcactgaaagacaagttcaccatttcccgc
gataatgccaagaacactctctacttgcagatgaattcccttcgagccgaggat
acagcggtgtactactgcgccagtctgtactacgactatggggacgcatacgac
tattggggacaaggcacactggtgactgttagctcc

코돈  최적화  되지  않은
VH - mAb scFv
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69 Gagatcgtgatgacccagtctcctgctaccctgagcgtttctcccggtgaaagg
gccacactcagctgcaaagcctctcaaagcgtggagagcaatgtcgcctggtat
cagcagaaacctggccaagctccgagagcactgatctattccgcgtcattgcgc
ttttccggcataccagcacggtttagtggctcagggagtgggactgagttcact
ctgacgattagctcccttcagtcagaggatttcgccgtgtactactgtcagcag
tacaacaactatcccctcacattcggagctggaaccaagctggaactgaag

VL  코돈 최적화 되지 않
은 - mAb scFv

70 atggatttccaggtgcagatcttcagcttcctgctgatctccgccagcgtgatc
atgagccgc

IgK 리더

71 atgcttctcctggtgacaagccttctgctctgtgagttaccacacccagcattc
ctcctgatc

GMCSF 리더

72 ggcagcaccagcggctccggcaagcctggctctggcgagggcagcacaaaggga Whitlow 링커

73 tctagcggcggaggcggatctggcgggggaggatctgggggaggcggctct Gly-Ser 링커

74 Cctgccgagcctaagagccccgacaagacccacacctgtcccccttgtcctgcc
cctccagtggctggccctagcgtgttcctgttccccccaaagcccaaggatacc
ctgatgatcgcccggacccccgaagtcacatgcgtggtggtggacgtgagccac
gaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataat
gccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagc
gtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaag
gtctccaacaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaa
gggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagctg
accaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgac
atcgccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacg
cctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctacagcaagctcaccgtg
gacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgag
gctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctccctgtctccgggtaaaaaa

IgG1 - CD28 백본 스페이
서

75 Cctgccgagcctaagagccccgacaagacccacacctgtcccccttgtcctgcc
cctccagtggctggccctagcgtgttcctgttccccccaaagcccaaggatacc
ctgatgatcgcccggacccccgaagtcacatgcgtggtggtggacgtgagccac
gaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataat
gccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagc
gtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaag
gtctccaacaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaa
gggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagctg
accaagaaccaggtgtccctgacctgcctcgtgaagggcttctacccctccgat
atcgccgtggaatgggagagcaatggccagcccgagaacaactacaagaccacc
ccccctgtgctggacagcgacggctcattcttcctgtacagcaagctgacagtg
gacaagagccggtggcagcagggcaacgtgttcagctgcagcgtgatgcacgag
gctctgcacaaccactacacccagaagtccctgagcagcctgagcccaggcaag
aag

IgG1△ - 4-1BB 백본 스
페이서

76 Gagagcaagtacggccctccctgccccccttgccctgcccccgagttcgagggc
ggacccagcgtgttcctgttcccccccaagcccaaggacaccctgatgatcagc
cggacccccgaggtgacctgcgtggtggtggacgtgagccaggaagatcccgag
gtccagttcaattggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaag
cccagagaggaacagttcaacagcacctaccgggtggtgtctgtgctgaccgtg
ctgcaccaggactggctgaacggcaaagaatacaagtgcaaggtgtccaacaag
ggcctgcccagcagcatcgaaaagaccatcagcaaggccaagggccagcctcgc
gagccccaggtgtacaccctgcctccctcccaggaagagatgaccaagaaccag
gtgtccctgacctgcctggtgaagggcttctaccccagcgacatcgccgtggag
tgggagagcaacggccagcctgagaacaactacaagaccacccctcccgtgctg
gacagcgacggcagcttcttcctctacagccggctgaccgtggacaagagccgg
tggcaggaaggcaacgtctttagctgcagcgtgatgcacgaggccctgcacaac
cactacacccagaagagcctgagcctgtccctgggcaag

IgG4  (Hi-CH2-CH3)  스페
이서

77 Gagagcaagtacggccctccctgccccccttgccctggccagcctcgcgagccc
caggtgtacaccctgcctccctcccaggaagagatgaccaagaaccaggtgtcc
ctgacctgcctggtgaagggcttctaccccagcgacatcgccgtggagtgggag
agcaacggccagcctgagaacaactacaagaccacccctcccgtgctggacagc
gacggcagcttcttcctctacagccggctgaccgtggacaagagccggtggcag
gaaggcaacgtctttagctgcagcgtgatgcacgaggccctgcacaaccactac
acccagaagagcctgagcctgtccctgggcaag

IgG4 (Hi-CH3) 스페이서

78 Gagagcaagtacggccctccctgccccccttgccct IgG4 (Hi) 스페이서

79 Atctacatctgggcccctctggccggcacctgtggcgtgctgctgctgtctctc
gtgatcacactgtactgc

CD8α 막 횡단 도메인

80 Ttttgggtgctggtggtggttggtggagtcctggcttgctatagcttgctagta
acagtggcctttattattttctgggtg

CD28 막 횡단 도메인

81 aagcggggcagaaagaagctgctgtacatcttcaagcagcccttcatgcggccc
gtgcagaccacccaggaagaggacggctgctcctgcagattccccgaggaagaa
gaaggcggctgcgagctg

4-1BB 공동-자극 도메인

등록특허 10-2497013
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82 Aggagtaagaggagcaggctcctgcacagtgactacatgaacatgactccccgc
cgccccgggcccacccgcaagcattaccagccctatgccccaccacgcgacttc
gcagcctatcgctcc

CD28 (구조물s IX-XI) 공
동-자극 도메인

83 Aggagtaagaggagcaggctcctgcacagtgactacatgaacatgactccccgt
cgacccgggcccacccgcaagcattaccagccctatgccccaccacgcgacttc
gcagcctatcgctcc

CD28  (구조물s  XII-XIV)
(SalI의 추가 절단 부위
추가) 공동-자극 도메인

84 Ctgagagtgaagttcagcaggagcgcagacgcccccgcgtaccagcagggccag
aaccagctctataacgagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttg
gacaagagacgtggccgggaccctgagatggggggaaagccgagaaggaagaac
cctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggcctac
agtgagattgggatgaaaggcgagcgccggaggggcaaggggcacgatggcctt
taccagggtctcagtacagccaccaaggacacctacgacgcccttcacatgcag
gccctgccccctcgctga

CD3zeta (CD28) 신호전달
도메인

85 ctgcgcgtgaagttttctagaagcgccgacgcccctgcctaccagcagggccag
aaccagctgtacaacgagctgaacctgggcagacgggaagagtacgacgtgctg
gataagcggagaggccgggaccctgagatgggcggcaagcctagaagaaagaac
ccccaggaaggcctgtataacgaactgcagaaagacaagatggccgaggcctac
agcgagatcggaatgaagggcgagcggagaagaggcaagggccacgatggactg
taccagggcctgagcaccgccaccaaggacacctatgacgccctgcacatgcag
gctctgccccccaga

CD3zeta  (4-1BB)  신호전
달 도메인

86 atggatttccaggtgcagatcttcagcttcctgctgatctccgccagcgtgatc
atgagccgcgaggtgcagctggtggaatctggcggaggactggtgcagcctggc
ggctctctgagactgtcttgtgccgccagcggcttcaccttcagccggtactgg
tttagctgggtgcgccaggcccctggcaagggactcgtgtgggtgggagagatc
aaccccagcagcagcaccatcaactacgcccccagcctgaaggacaagttcacc
atcagcagagacaacgccaagaacaccctgtacctgcagatgaacagcctgcgg
gccgaggacaccgccgtgtactattgtgccagcctgtactacgactacggcgac
gcctacgattactggggccagggcacactggtgactgttagctccggcagcacc
agcggctccggcaagcctggctctggcgagggcagcacaaagggagagatcgtg
atgacacagagccctgccaccctgagcgtgtccccaggcgaaagagctaccctg
agctgcaaggccagccagagcgtggaaagcaacgtggcctggtatcagcagaag
cccggacaggctcctcgggccctgatctacagcgccagcctgagattcagcggc
atccccgccaggtttagcggctctggcagcggcaccgagttcaccctgacaatc
agcagcctgcagagcgaggactttgccgtgtattactgccagcagtacaacaac
taccccctgaccttcggagccggcaccaagctggagctgaagcctgccgagcct
aagagccccgacaagacccacacctgtcccccttgtcctgcccctccagtggct
ggccctagcgtgttcctgttccccccaaagcccaaggataccctgatgatcgcc
cggacccccgaagtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgag
gtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaag
ccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtc
ctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaa
gccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccga
gaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagctgaccaagaaccag
gtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggag
tgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctg
gactccgacggctccttcttcctctacagcaagctcaccgtggacaagagcagg
tggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaac
cactacacgcagaagagcctctccctgtctccgggtaaaaaagatcccaaattt
tgggtgctggtggtggttggtggagtcctggcttgctatagcttgctagtaaca
gtggcctttattattttctgggtgaggagtaagaggagcaggctcctgcacagt
gactacatgaacatgactccccgccgccccgggcccacccgcaagcattaccag
ccctatgccccaccacgcgacttcgcagcctatcgctccctgagagtgaagttc
agcaggagcgcagacgcccccgcgtaccagcagggccagaaccagctctataac
gagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggc
cgggaccctgagatggggggaaagccgagaaggaagaaccctcaggaaggcctg
tacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggcctacagtgagattgggatg
aaaggcgagcgccggaggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtctcagt
acagccaccaaggacacctacgacgcccttcacatgcaggccctgccccctcgc
tga

구조물  IX  IX_MP71-
hBCMA-VH-WL-
VL_IgG1_CD28_CD3z
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87 atggatttccaggtgcagatcttcagcttcctgctgatctccgccagcgtgatc
atgagccgcgagatcgtgatgacacagagccctgccaccctgagcgtgtcccca
ggcgaaagagctaccctgagctgcaaggccagccagagcgtggaaagcaacgtg
gcctggtatcagcagaagcccggacaggctcctcgggccctgatctacagcgcc
agcctgagattcagcggcatccccgccaggtttagcggctctggcagcggcacc
gagttcaccctgacaatcagcagcctgcagagcgaggactttgccgtgtattac
tgccagcagtacaacaactaccccctgaccttcggagccggcaccaagctggag
ctgaagggcagcaccagcggctccggcaagcctggctctggcgagggcagcaca
aagggagaggtgcagctggtggaatctggcggaggactggtgcagcctggcggc
tctctgagactgtcttgtgccgccagcggcttcaccttcagccggtactggttt
agctgggtgcgccaggcccctggcaagggactcgtgtgggtgggagagatcaac
cccagcagcagcaccatcaactacgcccccagcctgaaggacaagttcaccatc
agcagagacaacgccaagaacaccctgtacctgcagatgaacagcctgcgggcc
gaggacaccgccgtgtactattgtgccagcctgtactacgactacggcgacgcc
tacgattactggggccagggcacactggtgactgttagctcccctgccgagcct
aagagccccgacaagacccacacctgtcccccttgtcctgcccctccagtggct
ggccctagcgtgttcctgttccccccaaagcccaaggataccctgatgatcgcc
cggacccccgaagtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgag
gtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaag
ccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtc
ctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaa
gccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccga
gaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagctgaccaagaaccag
gtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggag
tgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctg
gactccgacggctccttcttcctctacagcaagctcaccgtggacaagagcagg
tggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaac
cactacacgcagaagagcctctccctgtctccgggtaaaaaagatcccaaattt
tgggtgctggtggtggttggtggagtcctggcttgctatagcttgctagtaaca
gtggcctttattattttctgggtgaggagtaagaggagcaggctcctgcacagt
gactacatgaacatgactccccgccgccccgggcccacccgcaagcattaccag
ccctatgccccaccacgcgacttcgcagcctatcgctccctgagagtgaagttc
agcaggagcgcagacgcccccgcgtaccagcagggccagaaccagctctataac
gagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggc
cgggaccctgagatggggggaaagccgagaaggaagaaccctcaggaaggcctg
tacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggcctacagtgagattgggatg
aaaggcgagcgccggaggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtctcagt
acagccaccaaggacacctacgacgcccttcacatgcaggccctgccccctcgc
tga

구조물  X  X_MP71-hBCMA-
VL-WL-
VH_IgG1_CD28_CD3z
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88 atggatttccaggtgcagatcttcagcttcctgctgatctccgccagcgtgatc
atgagccgcgaagtgcagctggtcgaatctggaggaggcctggttcagcctggt
ggcagccttaggctctcttgtgcagcctctggctttaccttctcacggtattgg
ttcagctgggtgagacaggctccagggaaaggtctggtgtgggtaggggagata
aaccccagcagcagcacgatcaactatgctccgtcactgaaagacaagttcacc
atttcccgcgataatgccaagaacactctctacttgcagatgaattcccttcga
gccgaggatacagcggtgtactactgcgccagtctgtactacgactatggggac
gcatacgactattggggacaaggcacactggtgactgttagctccggcagcacc
agcggctccggcaagcctggctctggcgagggcagcacaaagggagagatcgtg
atgacccagtctcctgctaccctgagcgtttctcccggtgaaagggccacactc
agctgcaaagcctctcaaagcgtggagagcaatgtcgcctggtatcagcagaaa
cctggccaagctccgagagcactgatctattccgcgtcattgcgcttttccggc
ataccagcacggtttagtggctcagggagtgggactgagttcactctgacgatt
agctcccttcagtcagaggatttcgccgtgtactactgtcagcagtacaacaac
tatcccctcacattcggagctggaaccaagctggaactgaagcctgccgagcct
aagagccccgacaagacccacacctgtcccccttgtcctgcccctccagtggct
ggccctagcgtgttcctgttccccccaaagcccaaggataccctgatgatcgcc
cggacccccgaagtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgag
gtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaag
ccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtc
ctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaa
gccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccga
gaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagctgaccaagaaccag
gtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggag
tgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctg
gactccgacggctccttcttcctctacagcaagctcaccgtggacaagagcagg
tggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaac
cactacacgcagaagagcctctccctgtctccgggtaaaaaagatcccaaattt
tgggtgctggtggtggttggtggagtcctggcttgctatagcttgctagtaaca
gtggcctttattattttctgggtgaggagtaagaggagcaggctcctgcacagt
gactacatgaacatgactccccgccgccccgggcccacccgcaagcattaccag
ccctatgccccaccacgcgacttcgcagcctatcgctccctgagagtgaagttc
agcaggagcgcagacgcccccgcgtaccagcagggccagaaccagctctataac
gagctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggc
cgggaccctgagatggggggaaagccgagaaggaagaaccctcaggaaggcctg
tacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggcctacagtgagattgggatg
aaaggcgagcgccggaggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtctcagt
acagccaccaaggacacctacgacgcccttcacatgcaggccctgccccctcgc
tga

구조물  XIXI_MP71-
hBCMA-VH-WL-
VL_IgG1_CD28_CD3z_no_o
pt
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89 atggatttccaggtgcagatcttcagcttcctgctgatctccgccagcgtgatc
atgagccgcgaggtgcagctggtggaatctggcggaggactggtgcagcctggc
ggctctctgagactgtcttgtgccgccagcggcttcaccttcagccggtactgg
tttagctgggtgcgccaggcccctggcaagggactcgtgtgggtgggagagatc
aaccccagcagcagcaccatcaactacgcccccagcctgaaggacaagttcacc
atcagcagagacaacgccaagaacaccctgtacctgcagatgaacagcctgcgg
gccgaggacaccgccgtgtactattgtgccagcctgtactacgactacggcgac
gcctacgattactggggccagggcacactggtgactgttagctccggcagcacc
agcggctccggcaagcctggctctggcgagggcagcacaaagggagagatcgtg
atgacacagagccctgccaccctgagcgtgtccccaggcgaaagagctaccctg
agctgcaaggccagccagagcgtggaaagcaacgtggcctggtatcagcagaag
cccggacaggctcctcgggccctgatctacagcgccagcctgagattcagcggc
atccccgccaggttttccggatctggcagcggcaccgagttcaccctgacaatc
agcagcctgcagagcgaggactttgccgtgtattactgccagcagtacaacaac
taccccctgaccttcggagccggcaccaagctggagctgaaggagagcaagtac
ggccctccctgccccccttgccctgcccccgagttcgagggcggacccagcgtg
ttcctgttcccccccaagcccaaggacaccctgatgatcagccggacccccgag
gtgacctgcgtggtggtggacgtgagccaggaagatcccgaggtccagttcaat
tggtacgtggacggcgtggaagtgcacaacgccaagaccaagcccagagaggaa
cagttcaacagcacctaccgggtggtgtctgtgctgaccgtgctgcaccaggac
tggctgaacggcaaagaatacaagtgcaaggtgtccaacaagggcctgcccagc
agcatcgaaaagaccatcagcaaggccaagggccagcctcgcgagccccaggtg
tacaccctgcctccctcccaggaagagatgaccaagaaccaggtgtccctgacc
tgcctggtgaagggcttctaccccagcgacatcgccgtggagtgggagagcaac
ggccagcctgagaacaactacaagaccacccctcccgtgctggacagcgacggc
agcttcttcctctacagccggctgaccgtggacaagagccggtggcaggaaggc
aacgtctttagctgcagcgtgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccag
aagagcctgagcctgtccctgggcaagttttgggtgctggtggtggttggtgga
gtcctggcttgctatagcttgctagtaacagtggcctttattattttctgggtg
aggagtaagaggagcaggctcctgcacagtgactacatgaacatgactccccgt
cgacccgggcccacccgcaagcattaccagccctatgccccaccacgcgacttc
gcagcctatcgctccctgagagtgaagttcagcaggagcgcagacgcccccgcg
taccagcagggccagaaccagctctataacgagctcaatctaggacgaagagag
gagtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgagatggggggaaag
ccgagaaggaagaaccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataag
atggcggaggcctacagtgagattgggatgaaaggcgagcgccggaggggcaag
gggcacgatggcctttaccagggtctcagtacagccaccaaggacacctacgac
gcccttcacatgcaggccctgccccctcgctga

구조물
XIIXII_new_cuts_MP71-
hBCMA-VH-WL-
VL_IgG4_CD28_CD3z

90 atggatttccaggtgcagatcttcagcttcctgctgatctccgccagcgtgatc
atgagccgcgaggtgcagctggtggaatctggcggaggactggtgcagcctggc
ggctctctgagactgtcttgtgccgccagcggcttcaccttcagccggtactgg
tttagctgggtgcgccaggcccctggcaagggactcgtgtgggtgggagagatc
aaccccagcagcagcaccatcaactacgcccccagcctgaaggacaagttcacc
atcagcagagacaacgccaagaacaccctgtacctgcagatgaacagcctgcgg
gccgaggacaccgccgtgtactattgtgccagcctgtactacgactacggcgac
gcctacgattactggggccagggcacactggtgactgttagctccggcagcacc
agcggctccggcaagcctggctctggcgagggcagcacaaagggagagatcgtg
atgacacagagccctgccaccctgagcgtgtccccaggcgaaagagctaccctg
agctgcaaggccagccagagcgtggaaagcaacgtggcctggtatcagcagaag
cccggacaggctcctcgggccctgatctacagcgccagcctgagattcagcggc
atccccgccaggttttccggatctggcagcggcaccgagttcaccctgacaatc
agcagcctgcagagcgaggactttgccgtgtattactgccagcagtacaacaac
taccccctgaccttcggagccggcaccaagctggagctgaaggagagcaagtac
ggccctccctgccccccttgccctggccagcctcgcgagccccaggtgtacacc
ctgcctccctcccaggaagagatgaccaagaaccaggtgtccctgacctgcctg
gtgaagggcttctaccccagcgacatcgccgtggagtgggagagcaacggccag
cctgagaacaactacaagaccacccctcccgtgctggacagcgacggcagcttc
ttcctctacagccggctgaccgtggacaagagccggtggcaggaaggcaacgtc
tttagctgcagcgtgatgcacgaggccctgcacaaccactacacccagaagagc
ctgagcctgtccctgggcaagttttgggtgctggtggtggttggtggagtcctg
gcttgctatagcttgctagtaacagtggcctttattattttctgggtgaggagt
aagaggagcaggctcctgcacagtgactacatgaacatgactccccgtcgaccc
gggcccacccgcaagcattaccagccctatgccccaccacgcgacttcgcagcc
tatcgctccctgagagtgaagttcagcaggagcgcagacgcccccgcgtaccag
cagggccagaaccagctctataacgagctcaatctaggacgaagagaggagtac
gatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgagatggggggaaagccgaga
aggaagaaccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcg
gaggcctacagtgagattgggatgaaaggcgagcgccggaggggcaaggggcac
gatggcctttaccagggtctcagtacagccaccaaggacacctacgacgccctt
cacatgcaggccctgccccctcgctga

구조물  XIII
XIII_new_cuts_MP71-
hBCMA-VH-WL-
VL_IgG4_HI_CH3_CD28_CD
3z
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91 atggatttccaggtgcagatcttcagcttcctgctgatctccgccagcgtgatc
atgagccgcgaggtgcagctggtggaatctggcggaggactggtgcagcctggc
ggctctctgagactgtcttgtgccgccagcggcttcaccttcagccggtactgg
tttagctgggtgcgccaggcccctggcaagggactcgtgtgggtgggagagatc
aaccccagcagcagcaccatcaactacgcccccagcctgaaggacaagttcacc
atcagcagagacaacgccaagaacaccctgtacctgcagatgaacagcctgcgg
gccgaggacaccgccgtgtactattgtgccagcctgtactacgactacggcgac
gcctacgattactggggccagggcacactggtgactgttagctccggcagcacc
agcggctccggcaagcctggctctggcgagggcagcacaaagggagagatcgtg
atgacacagagccctgccaccctgagcgtgtccccaggcgaaagagctaccctg
agctgcaaggccagccagagcgtggaaagcaacgtggcctggtatcagcagaag
cccggacaggctcctcgggccctgatctacagcgccagcctgagattcagcggc
atccccgccaggttttccggatctggcagcggcaccgagttcaccctgacaatc
agcagcctgcagagcgaggactttgccgtgtattactgccagcagtacaacaac
taccccctgaccttcggagccggcaccaagctggagctgaaggagagcaagtac
ggccctccctgccccccttgccctttttgggtgctggtggtggttggtggagtc
ctggcttgctatagcttgctagtaacagtggcctttattattttctgggtgagg
agtaagaggagcaggctcctgcacagtgactacatgaacatgactccccgtcga
cccgggcccacccgcaagcattaccagccctatgccccaccacgcgacttcgca
gcctatcgctccctgagagtgaagttcagcaggagcgcagacgcccccgcgtac
cagcagggccagaaccagctctataacgagctcaatctaggacgaagagaggag
tacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgagatggggggaaagccg
agaaggaagaaccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatg
gcggaggcctacagtgagattgggatgaaaggcgagcgccggaggggcaagggg
cacgatggcctttaccagggtctcagtacagccaccaaggacacctacgacgcc
cttcacatgcaggccctgccccctcgctga

구조물
XIVXIV_new_cuts_MP71-
hBCMA-VH-WL-
VL_IgG4_HI_CD28_CD3z

92 atggatttccaggtgcagatcttcagcttcctgctgatctccgccagcgtgatc
atgagccgcgaggtgcagctggtggaatctggcggaggactggtgcagcctggc
ggctctctgagactgtcttgtgccgccagcggcttcaccttcagccggtactgg
tttagctgggtgcgccaggcccctggcaagggactcgtgtgggtgggagagatc
aaccccagcagcagcaccatcaactacgcccccagcctgaaggacaagttcacc
atcagcagagacaacgccaagaacaccctgtacctgcagatgaacagcctgcgg
gccgaggacaccgccgtgtactattgtgccagcctgtactacgactacggcgac
gcctacgattactggggccagggcacactggtgactgttagctccggcagcacc
agcggctccggcaagcctggctctggcgagggcagcacaaagggagagatcgtg
atgacacagagccctgccaccctgagcgtgtccccaggcgaaagagctaccctg
agctgcaaggccagccagagcgtggaaagcaacgtggcctggtatcagcagaag
cccggacaggctcctcgggccctgatctacagcgccagcctgagattcagcggc
atccccgccaggtttagcggctctggcagcggcaccgagttcaccctgacaatc
agcagcctgcagagcgaggactttgccgtgtattactgccagcagtacaacaac
taccccctgaccttcggagccggcaccaagctggagctgaagcctgccgagcct
aagagccccgacaagacccacacctgtcccccttgtcctgcccctccagtggct
ggccctagcgtgttcctgttccccccaaagcccaaggataccctgatgatcgcc
cggacccccgaagtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgag
gtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaag
ccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtc
ctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaa
gccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccga
gaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagctgaccaagaaccag
gtgtccctgacctgcctcgtgaagggcttctacccctccgatatcgccgtggaa
tgggagagcaatggccagcccgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctg
gacagcgacggctcattcttcctgtacagcaagctgacagtggacaagagccgg
tggcagcagggcaacgtgttcagctgcagcgtgatgcacgaggctctgcacaac
cactacacccagaagtccctgagcagcctgagcccaggcaagaagatctacatc
tgggcccctctggccggcacctgtggcgtgctgctgctgtctctcgtgatcaca
ctgtactgcaagcggggcagaaagaagctgctgtacatcttcaagcagcccttc
atgcggcccgtgcagaccacccaggaagaggacggctgctcctgcagattcccc
gaggaagaagaaggcggctgcgagctgctgcgcgtgaagttttctagaagcgcc
gacgcccctgcctaccagcagggccagaaccagctgtacaacgagctgaacctg
ggcagacgggaagagtacgacgtgctggataagcggagaggccgggaccctgag
atgggcggcaagcctagaagaaagaacccccaggaaggcctgtataacgaactg
cagaaagacaagatggccgaggcctacagcgagatcggaatgaagggcgagcgg
agaagaggcaagggccacgatggactgtaccagggcctgagcaccgccaccaag
gacacctatgacgccctgcacatgcaggctctgccccccaga

구조물  XVXV_MP71-
hBCMA-VH-WL-
VL_IgGdelta_CD8_

4-1BB_CD3z
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93 atggatttccaggtgcagatcttcagcttcctgctgatctccgccagcgtgatc
atgagccgcgagatcgtgatgacacagagccctgccaccctgagcgtgtcccca
ggcgaaagagctaccctgagctgcaaggccagccagagcgtggaaagcaacgtg
gcctggtatcagcagaagcccggacaggctcctcgggccctgatctacagcgcc
agcctgagattcagcggcatccccgccaggtttagcggctctggcagcggcacc
gagttcaccctgacaatcagcagcctgcagagcgaggactttgccgtgtattac
tgccagcagtacaacaactaccccctgaccttcggagccggcaccaagctggag
ctgaagggcagcaccagcggctccggcaagcctggctctggcgagggcagcaca
aagggagaggtgcagctggtggaatctggcggaggactggtgcagcctggcggc
tctctgagactgtcttgtgccgccagcggcttcaccttcagccggtactggttt
agctgggtgcgccaggcccctggcaagggactcgtgtgggtgggagagatcaac
cccagcagcagcaccatcaactacgcccccagcctgaaggacaagttcaccatc
agcagagacaacgccaagaacaccctgtacctgcagatgaacagcctgcgggcc
gaggacaccgccgtgtactattgtgccagcctgtactacgactacggcgacgcc
tacgattactggggccagggcacactggtgactgttagctcccctgccgagcct
aagagccccgacaagacccacacctgtcccccttgtcctgcccctccagtggct
ggccctagcgtgttcctgttccccccaaagcccaaggataccctgatgatcgcc
cggacccccgaagtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgag
gtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaag
ccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtc
ctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaa
gccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccga
gaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagctgaccaagaaccag
gtgtccctgacctgcctcgtgaagggcttctacccctccgatatcgccgtggaa
tgggagagcaatggccagcccgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctg
gacagcgacggctcattcttcctgtacagcaagctgacagtggacaagagccgg
tggcagcagggcaacgtgttcagctgcagcgtgatgcacgaggctctgcacaac
cactacacccagaagtccctgagcagcctgagcccaggcaagaagatctacatc
tgggcccctctggccggcacctgtggcgtgctgctgctgtctctcgtgatcaca
ctgtactgcaagcggggcagaaagaagctgctgtacatcttcaagcagcccttc
atgcggcccgtgcagaccacccaggaagaggacggctgctcctgcagattcccc
gaggaagaagaaggcggctgcgagctgctgcgcgtgaagttttctagaagcgcc
gacgcccctgcctaccagcagggccagaaccagctgtacaacgagctgaacctg
ggcagacgggaagagtacgacgtgctggataagcggagaggccgggaccctgag
atgggcggcaagcctagaagaaagaacccccaggaaggcctgtataacgaactg
cagaaagacaagatggccgaggcctacagcgagatcggaatgaagggcgagcgg
agaagaggcaagggccacgatggactgtaccagggcctgagcaccgccaccaag
gacacctatgacgccctgcacatgcaggctctgccccccaga

구조물  XVIXVI_MP71-
hBCMA-VL-WL-
VH_IgGdelta_CD8_

4-1BB_CD3z

등록특허 10-2497013

- 33 -



94 atggatttccaggtgcagatcttcagcttcctgctgatctccgccagcgtgatc
atgagccgcgaagtgcagctggtcgaatctggaggaggcctggttcagcctggt
ggcagccttaggctctcttgtgcagcctctggctttaccttctcacggtattgg
ttcagctgggtgagacaggctccagggaaaggtctggtgtgggtaggggagata
aaccccagcagcagcacgatcaactatgctccgtcactgaaagacaagttcacc
atttcccgcgataatgccaagaacactctctacttgcagatgaattcccttcga
gccgaggatacagcggtgtactactgcgccagtctgtactacgactatggggac
gcatacgactattggggacaaggcacactggtgactgttagctccggcagcacc
agcggctccggcaagcctggctctggcgagggcagcacaaagggagagatcgtg
atgacccagtctcctgctaccctgagcgtttctcccggtgaaagggccacactc
agctgcaaagcctctcaaagcgtggagagcaatgtcgcctggtatcagcagaaa
cctggccaagctccgagagcactgatctattccgcgtcattgcgcttttccggc
ataccagcacggtttagtggctcagggagtgggactgagttcactctgacgatt
agctcccttcagtcagaggatttcgccgtgtactactgtcagcagtacaacaac
tatcccctcacattcggagctggaaccaagctggaactgaagcctgccgagcct
aagagccccgacaagacccacacctgtcccccttgtcctgcccctccagtggct
ggccctagcgtgttcctgttccccccaaagcccaaggataccctgatgatcgcc
cggacccccgaagtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgag
gtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaag
ccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtc
ctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaa
gccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccga
gaaccacaggtgtacaccctgcccccatcccgggatgagctgaccaagaaccag
gtgtccctgacctgcctcgtgaagggcttctacccctccgatatcgccgtggaa
tgggagagcaatggccagcccgagaacaactacaagaccaccccccctgtgctg
gacagcgacggctcattcttcctgtacagcaagctgacagtggacaagagccgg
tggcagcagggcaacgtgttcagctgcagcgtgatgcacgaggctctgcacaac
cactacacccagaagtccctgagcagcctgagcccaggcaagaagatctacatc
tgggcccctctggccggcacctgtggcgtgctgctgctgtctctcgtgatcaca
ctgtactgcaagcggggcagaaagaagctgctgtacatcttcaagcagcccttc
atgcggcccgtgcagaccacccaggaagaggacggctgctcctgcagattcccc
gaggaagaagaaggcggctgcgagctgctgcgcgtgaagttttctagaagcgcc
gacgcccctgcctaccagcagggccagaaccagctgtacaacgagctgaacctg
ggcagacgggaagagtacgacgtgctggataagcggagaggccgggaccctgag
atgggcggcaagcctagaagaaagaacccccaggaaggcctgtataacgaactg
cagaaagacaagatggccgaggcctacagcgagatcggaatgaagggcgagcgg
agaagaggcaagggccacgatggactgtaccagggcctgagcaccgccaccaag
gacacctatgacgccctgcacatgcaggctctgccccccaga

구조물  XVIIXVII_MP71-
hBCMA-VH-WL-
VL_IgGdelta_CD8_4-
1BB_CD3z_no_opt

본 발명의 추가 양태는 본원에 기술된 바와 같은 핵산 분자, 바람직하게는 바이러스 벡터, 보다 바람직하게는[0270]

감마 레트로바이러스 벡터를 포함하는 벡터에 관한 것이다.

본 발명의 추가 양태는 본원에 기술된 바와 같은 핵산 분자 또는 벡터를 포함하는 및/또는 본원에 기재된 바와[0271]

같은 CAR을 발현하는 유전적으로 변형된 면역 세포에 관한 것으로, 상기 면역 세포는 T 림프구 또는 NK 세포,

보다 바람직하게는 세포 독성 T 림프구(cytotoxic T lymphocyte)로 이루어진 군으로부터 선택되는 것이 바람직

하다.

바람직한 실시예에서 본원에 기술된 바와 같은 핵산 분자 또는 벡터를 포함하는 및/또는 본원에 기재된 바와 같[0272]

은 CAR을 발현하는 상기 유전적으로 변형된 면역세포는 CD4+ 및/또는 CD8+ T 세포, 바람직하게는 CD4+ 및 CD8+

T 세포의 혼합물인 것을 특징으로 한다. 이러한 T 세포 집단 및 바람직하게는 CD4+ 및 CD8+ 형질 전환 세포를

모두 포함하는 조성물은 다중 골수종 및 B-NHL과 같은 다양한 악성 B 세포에 대해, 바람직하게는 본원에 기재된

그러한 세포 및/또는 관련된 의학적 증상에 대해 특히 효과적인 세포 용해 활성을 나타낸다.

본 발명의 추가 양태는 형질 세포, 기억 B 세포 및/또는 성숙 B 세포, 특히 다발성 골수종 또는 비-호지킨 림프[0273]

종과 같은, 병원성 B 세포의 존재와 관련된 의학적 장애의 치료에서의 의약으로서 사용하기 위한, 본원에 기술

된 바와 같은 핵산 분자 또는 벡터를 포함하는 및/또는 본원에 기재된 바와 같은 CAR을 발현하는 유전적으로 변

형된 면역 세포에 관한 것이다. 

일 실시 예에서, 상기 면역 세포의 의학적 용도는 치료될 의학적 장애가 다발성 골수종인 것을 특징으로 한다.[0274]

일 실시 예에서, 상기 면역 세포의 의학적 용도는 치료될 의학적 장애가 비-호지킨 림프종인 것을 특징으로 한[0275]

다.

실시 예에서, 상기 면역 세포의 의학적 용도는 치료될 의학적 장애가 병원성 성숙한 B 세포와 관련되어 있는 것[0276]
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을 특징으로 한다. 발명자의 지식에 따라, 본원에 기술된 바와 같이, 당업계에서 그러한 성숙한 B 세포가 BCMA

CAR-T에 의해 효과적으로 표적화될 수 있음을 개시하는 것은 명백하게 없다. 아래의 실시 예에서 입증된 일부

테스트된 종양 세포주는 성숙한 B 세포와 관련이 있으며 반드시 기억 유형이 아니다.　이에 비해 미성숙 B 세포

는 급성 림프성 백혈병을 일으키는 세포이다. 따라서, 본 발명은 치료를 필요로하는 대상에게 본 발명의 CAR을

포함하는 치료적 유효량의 CAR 또는 치료제를 투여하는 것을 포함하여, 본원에 개시된 의학적 장애에 대한 치료

방법을 포함한다. 

본 발명의 추가의 양태는 약학적으로 허용 가능한 담체와 함께 CAR 또는 본원에 기재된 CAR을 포함하는 치료제[0277]

를 포함하는 약학적 조성물에 관한 것이다.

도면의 간단한 설명

본 발명은 본 명세서에 개시된 실시예 및 도면에 의해 실시예로서 설명된다. 본 명세서에 제공된 도면은 본 발[0278]

명의 특정 실시예를 나타내며 본 발명의 범위를 제한하지 않는다. 도면들은 하나 이상의 비 한정적인 실시예들

의 기술적인 지지를 향상시키는 가능한 및 잠재적으로 가능한 실시예들의 추가 설명을 제공하는 것으로 간주되

어야한다.

도 1: 바람직한 CAR 구조의 개략도.

도 2: 바람직한 CAR 구조체 IX, X; XI, XV, XVI, XVII의 개략도.

도 3: 본원에 설명된 상기 CAR의 다양한 구조 요소의 바람직한 구성 및 잠재 조합 목록.

도 4: mAb 결합 영역과 본 발명의 CAR에서 사용된 바람직한 인간화 서열 사이의 서열 비교.

도 5: BCMA-CAR 서열을 갖는 GeneArt
TM
 플라스미드.

도 6: 제한(restriction) 후 구조 및 벡터의 겔 전기 영동.

도 7: 레트로바이러스 형질 도입 후의 인간 T 세포상의 BCMA CAR-발현 확인: CAR 발현, 구조물 IX-XII, CD19,

SP6.

도 8: 상이한 표적 세포주를 갖는 CAR-형질 감염된 인간 T 세포의 공생-배양은 별개의 BCMA
+
 다발성 골수종(MM)

및 B-NHL 세포주에 의한 특이적 T 세포 활성화를 나타낸다. 기능적 시험관 공생-배양 및 IFN-감마 ELISA.

도 9: 다발성 골수종 세포와 함께 공생-배양된 CAR-T 세포의 CD107a(LAMP1) 염색: 유동 세포 계측법에 의한 항

원 특이적(BCMA) 자극시 활성화된 탈과립 CD8
+
 T 세포의 검출. FACS에 의해 결정된, 기능적 시험 관내 공생-배

양 및 LAMP1 검출.

도 10: 세포 독성 분석은 BCMA-선행 세포주의 선택적 사멸을 나타낸다; 본질적으로 BCMA-음성 세포주에서는 사

멸이 관찰되지 않았다. 기능적인 시험관 공생-배양 및 51Cr 방출 분석.

도 11: 기능적 분석(functional assay)에서 평가된 세포 유형에 대한 BCMA 및 CD19 발현. 항-BCMA 및 항-CD19

염색과 함께 PBMCs로부터의 MACS-기반 B- 세포 단리 결과가 또한 제시된다.

도 12: CAR의 scFV와 BCMA 에피토프 간의 결합 상호 작용의 개략도.

도 13: J22.9-xi와 비교된 HC의 바람직한 인간화된 서열의 서열 정렬.

도 14: J22.9-xi와 비교된 LC의 바람직한 인간화된 서열의 서열 정렬.

도  15:  BCMA  재지향된  CAR-T  세포는  이종  이식된(xenografted)  NSG  마우스  모델에서  MM  종양에  대해

효과적이다. (A) 이종 이식된 NSG 마우스 모델에서 MM 종양의 생착(Engraftment). 마우스는 MM.1S 세포의 i.v.

이식에 의하여 도전되었다. 종양 접종 후 8일째 종양 세포 성장을 IVIS  영상으로 시각화 하였다. 종양 부담

(tumor burden)을 측정하기 위해 영상을 300초(day -1)로 연장했다. (B) 치료 효능을 지켜보고 더 나은 설명을

위한 생물 발광 강도를 줄이기 위해 (A)에서와 같은 마우스를 다시 day -1에서 30초 동안 이미지화했다. CAR-T

세포 전달, 대조군 SP6 CAR-T 세포(n = 4) 및 BCMA CAR-T 세포(n = 6) 이후의 후속 IVIS 노출은 day -1과 가장

높은 강도를 갖는 day 17 사이의 더 나은 비교를 가능하게하기 위해 30초동안 수행되었다. 화이트 크로스, 동물

은 선진 질병 및 동물 보호법 때문에 희생되었다. (C) 각 마우스의 전체 몸을 포함하는 관심 영역으로부터 얻어
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진 생물 발광 신호 강도의 평균값이 각각의 시점에서 각 그룹에 대해 플롯된다.

도 16: BCMA 재지향된 CAR-T 세포는 이종 이식된 NSG 마우스 모델에서 B-NHL 종양에 대해 효과적이다. (A) 이종

이식된 NSG 마우스 모델에서 맨틀 세포 림프종의 생착. 마우스는 6x10
5
 JeKo-1 세포의 i.v.이식에 의해 도전되

었다. 종양 접종 후 7일째에 종양 세포 성장을 IVIS 영상화로 시각화 하였다. IVIS 노출, 120초. (B) 치료 효능

지켜보고 더 나은 설명을 위한 생물발광(bioluminescence) 세기를 스케일 다운하기 위해, (A)에서와 같은 마우

스를 다시 0일째에 30초 동안 이미지화하였다. CAR-T 세포 전달, 대조군 SP6 CAR-T 세포(n = 7) 및 BCMA CAR-T

세포(n = 7)이후의 후속 IVIS 노출을 day 0 및 가장 높은 강도를 갖는  day 16 사이의 더 나은 비교를 가능하게

하기 위해 30초동안 수행하였다. (C) 각 마우스의 전체 몸을 포함하는 관심 영역으로부터 얻어진 생물 발광 신

호 강도의 평균값이 각각의 시점에서 각 그룹에 대해 플롯된다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

형질세포종(plasmocytoma)이라고도 불리는 다발성 골수종(multiple myeloma)은 악성(malignantly) 형질전환 플[0279]

라스마 세포 클론으로부터 유래된 현재는 치료가 불가능한 B 세포 림프종이다. 이 질환은 뼈와 골수의 가장 빈

번한 종양을 구성하고 평균 기대 수명이 7년이며 암으로 인한 연간 사망의 2%를 담당한다. 악성 형질전환은 B

세포가 VDJ-재배열 및 이소타입 스위칭을 완료한 발달 단계에서 2차 림프 기관의 배중심(germinal center)에서

발생하는 것으로 여겨진다. 진단시 평균 연령은 70세이며 많은 환자에서 집중 및 장기간의 화학- 또는 방사선

치료를 배제하는 공존질환(co-morbidities)이 존재함을 나타낸다. 또한, 동종(allogeneic) 골수 이식은 대개 이

환자 집단에서 제외된다. 이 질환은 골용해 병변(osteolytic lesion), 고칼슘혈증(Hypercalcemia), 조혈 기능

부전(hematopoietic  insufficiency),  아밀로이드 침착(amyloid  deposition),  신부전(renal  failure),  과도한

항체 중쇄 및/또는 경쇄 생산, 고점도(hyperviscosity), 감염, 출혈 질환으로 특징지어진다. 치료 기준은 단독

또는  자가  줄기세포  이식과  조합된  화학  요법,  IMIDs(immunomodulatory  drugs),  국부  조사(local

irradiation), 프로테아좀 억제제(proteasome inhibitor)와 같은 면역 조절제, 및 몇몇 환자에게 동종이계 줄

기세포 이식이 있다. 앞서 언급한 양식으로 집중 치료에도 불구하고, 상기 질병은 일반적으로 재발하고 치료법

의 다중 라인(multiple line) 이후에 1차 및 2차 저항이 발생한다. 

B 세포 성숙화 항원(BCMA)을 표적으로 하는 본원에서 기술된 입양(adoptive) 키메라 항원 수용체(CAR)-T 세포[0280]

치료법은 다발성 골수종에서 이러한 한계를 극복할 수 있다. 왜냐하면, B CMA는 다발성 골수종 종양 세포에서

높게 발현되지만 정상 B 세포 또는 전구체 B 세포에서는 그렇지 않기 때문이다. 두 번째로 항-CD19 항체 또는

항-CD19 CAR-T 세포 치료법은 B 세포 비-호지킨 림프종(B cell non-Hodgkin lymphoma, B-NHL)에 대한 저항성이

항원 소실로 인해 발생한다. 치료 저항성은 이러한 B-NHL에서 다중 라인의 화학-/면역 요법 후에 발생하기 때문

에 대체 표적 구조가 보장된다. 성숙한 B-NHL의 경우, BCMA가 적절한 표적이며 따라서 높은 친화도를 갖는 항-

BCMA CAR-T 세포는 하기에 명시된 바와 같이 B-NHL에서도 치료학적으로 사용될 수 있다.

BCMA CAR-T 세포 전달은 종양 관련 항원 BCMA에 대해 선택적이며, 고령자 및 다중약물 내성이 나타난 후에도 적[0281]

용 가능하고 효과적이다. 그들은 예측 가능하고, 용납될 수 있고 다루기 쉬운 부작용을 갖는다. 항-BCMA CAR을

포함하는 자가(Autologous) T 세포는 높은 친화도 및 결합력을 가지며 T 세포, B 세포 및 골수 전구체와 같은

정상적인 조혈 세포를 보존하면서 다발성 골수종 세포를 인식하고 파괴한다; 모든 골수성 세포(myeloid cell)

및 NK 세포는 마찬가지로 절약된다. T 세포의 자가 전달로 인해 이식 편대 숙주 질환이 발생할 수 없다. 재발

예방에 중요한 기억 T 세포가 형성될 수 있다. 항-BCMA CAR-T 세포의 높은 친화도 및 결합력으로 인해, 심지어

낮은 BCMA-발현 성숙 B 세포 NHL이 인지될 수 있고, T 세포 활성화 및 종양 세포 사멸을 허용할 수 있다. 그러

한 성숙한 B-NHL  개체(entities)는 소포성 림프종(follicular  lymphoma),  광범위 큰 B-세포 림프종(diffuse

large  B-cell  lymphoma),  외투  세포  림프종(Mantle  cell  lymphoma)  및  만성  림프구성  백혈병(chronic

lymphocytic leukemia)의 특정 단계를 포함한다.

본원에 기재된 항-BCMA CAR-T 세포는 일부 실시 양태에서 다른 치료법에 적합하지 않은 다발성 골수종 및 B-NHL[0282]

환자에게 적용 가능하다. 더 구체적으로: i) 다중약물 저항성 환자, ii) 동종이계(allogeneic) 줄기세포 이식에

적합하지 않은 환자, iii) 추가 화학 요법을 배제하는 공존질환(co-morbidities)이 있는 환자, iv) 화학 요법을

견디지 못하는 노인 환자, v) 상기 CAR은 진행성 질환과 기타 표준 치료 요법의 다중 라인이 실패한 후에도 구

제 요법으로 적용 가능하며, vi) 항체가 실패할 수 있는 표적 종양 세포에서 매우 낮은 항원 밀도에서도 적용

가능하며, vii) 거의 원자 해상(near atomic resolution) BCMA와 복합된 기원 항체(source antibody)의 구조가

다른 항-BCMA CAR-T 세포에는 나타나지 않는 정교한 특수성(exquisite specificity), 생물 안전성 특징을 검증
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하고 및/또는 vii) 항체의 경우가 아닌 단일 요법으로 적용 가능하다.

당해 기술 분야에 기재된 다른 항-BCMA CAR-T 세포에 대하여, 이들의 반응성은 다중 골수종 세포 및 환자에게만[0283]

나타났다; 대조적으로, 우리의 항-BCMA CAR는 낮은 BCMA 발현 B-NHL 세포주에 대해조차도 예기치 않게 높은 민

감도(sensitivity)를 갖는다. 우리의 항-BCMA CAR는 항종양 효능에 필요한 T 세포에 매우 높은 결합력을 부여한

다.  성숙한  B-NHL,  소포성  림프종(follicular  lymphoma),  광범위  큰  B-세포  림프종(diffuse  large  B-cell

lymphoma), 외투 세포 림프종(Mantle cell lymphoma) 및 만성 림프구성 백혈병(chronic lymphocytic leukemi

a)의 정의된 단계에 대해 반응하는 다른 항-BCMA CAR은 보고된 바 없다. 본 발명은 우리의 항-BCMA CAR이 생리

학적 B 세포, T 세포, NK 세포, 내피세포, 모든 골수 세포 계통 및 이들의 전구체에 대해 T 세포-반응성을 부여

하지 않음을 입증한다. 따라서, 본 발명은 다른 조혈 조직에 대한 전례 없는 낮은 오프-타겟 반응성(low off-

target reactivity)을 갖는다. 항-CD38 CAR-T 세포와 달리 우리의 항-BCMA CAR는 골수 세포 전구체에 대한 원

치 않는 반응성을 가지고 있지 않는다.

 WO/2015/166073 및 WO/2014/068079에서 이전에 기술된 바와 같은 scFV 단편의 아미노산 서열은 i) 트랜스 멤[0284]

브레인 수용체 구조와 관련하여 폴딩 및 발현을 가능하게 하기 위하여 변형되었다; ii) 경쇄 및 중쇄 단편의 순

서가 역전되고, iii) 중쇄와 경쇄 사이의 링커 서열이 길어졌다. 변형은 T 세포에 충분한 표면 발현을 가능하게

하고 적절한 항원 결합을 유지한다.

CAR-T 세포 구조물의 scFv 부분에 대한 항체 주형인 원래 FSY IgG의 낮은 나노 몰 친화력으로 인해, 본 발명은[0285]

바람직한 실시 양태에서 특이적으로 높은 친화성을 가지며 T 세포에 매우 높은 특이성 및 결합력을 부여한다는

점에 특징이 있다. 높은 친화도 및 높은 결합력으로 인해 CAR-T 세포가 i) 인식, ii) 활성화될 수 있으며, iii)

BCMA 표면 발현이 높은 중간, 낮은 종양 표적 세포를 죽일 수 있다. 선행 기술의 전술한 항-BCMA CAR 중 어느

것도 다발성 골수종 세포 이외의 B-NHL에 대한 반응성이 입증되지 않았다. 따라서, 본 발명의 항-BCMA CAR은 낮

은 수준/수의 BCMA 분자를 갖는 B-NHL의 전례 없는 다양성에 대항하는 특이적이며 매우 활성인 시약이다.

레트로바이러스 벡터, 바람직하게는 MP71-벡터 및 감마-레트로바이러스 발현 시스템과 조합하여, 인간 T 세포에[0286]

대한 비정상적으로 높은 형질 도입률이 달성될 수 있다.

본 발명의 또 다른 뚜렷한 이점은 CAR의 scFv 단편에 의해 인식되는 BCMA 에피토프에 대한 상세한 지식이다. 지[0287]

금까지 BCMA 에피토프를 확인한 다른 항체 기반의 발명이나 공개는 없었다. 따라서, 본원에 기재된 바와 같은

항-BCMA CAR은 생체 내 및 시험관 내에서 실질적으로 보다 높은 바이오 안전성 프로파일을 나타내고 및 공지된

오프-타겟 반응성을 나타내지 않는다.

또한, 본 발명자는 임상적으로 적용 가능한 항-BCMA CAR의 모듈 조성물(modular composition)을 허용하는 쉬운[0288]

3단계 클로닝에서 CAR 구조체의 신호전달 구성요소(signaling component)를 교환하였다.

시험관 내 공동 배양 시스템에서, 본 발명의 항-BCMA CAR-T 세포는 BCMA-발현 인간 B-NHL 및 다발성 골수종 종[0289]

양 세포주에 노출시 활성화된다. 이 T 세포는 세포 독성 활성을 예측하는 표현형인 IFN-감마를 높은 수준으로

분비하는 이펙터 표현형(effector phenotype)을 생성한다.

전임상 평가는 i) 환자의 적절한 B-NHL 세포주 및 1차 골수종 세포(primary myeloma cell)에 대한 시험관 내 세[0290]

포 독성 시험, ii) 이종이식된(xenotransplanted) B-NHL 및 다발성 골수종 세포주에 대한 항-BCMA CAR 활성의

생체 내 시험을 포함한다. 

생체 내에서의 인간 환경에서, 다음의 특징을 갖는 골수종 환자는 임상 1상 시험을 통해 평가된다: i) 다중약물[0291]

저항성 환자, ii) 동종이계(allogeneic) 줄기세포 이식에 적합하지 않은 환자, iii) 추가 화학 요법을 배제하는

공존질환(co-morbidities)이  있는  환자,  iv)  화학  요법을  견디지  못하는  노인  환자,  v)  진행성  질환

(progressive disease)이 나타난 후 구제 요법을 위한 환자, vi) 기타 치료 요법의 다중 라인이 실패한 환자,

vii) 자가 줄기세포 이식 후 진행성 질환이 있는 환자, viii) 동종이계 줄기세포 이식 후 진행성 질환이 있는

환자, ix) 동종이계 줄기세포 이식 전에 교락 요법(bridging therapy)으로서.

또한, 인간의 환경에서 다음과 같은 특징을 가진 소포성 림프종(follicular lymphoma), 광범위 큰 B-세포 림프[0292]

종(diffuse  large  B-cell  lymphoma),  외투  세포  림프종(Mantle  cell  lymphoma)  및  만성  림프구성  백혈병

(chronic lymphocytic leukemia) B-NHL 환자는 임상 1상 연구에서 평가된다; i) 다중약물 저항성 환자, ii) 동

종이계(allogeneic)  줄기세포  이식에  적합하지  않은  환자,  iii)  추가  화학  요법을  배제하는  공존질환(co-

morbidities)이 있는 환자, iv) 화학 요법을 견디지 못하는 노인 환자, v) 진행성 질환이 나타나고 여러 표준

치료 요법이 실패한 후 구제 요법을 위한 환자, vi) 자가 줄기세포 이식 후 진행성 질환이 있는 환자, vii) 동
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종이계 줄기세포 이식 후 진행성 질환이 있는 환자, viii) 동종이계 줄기세포 이식 전에 교락 요법(bridging

therapy)으로서, ix) 종양 세포에서 CD19 및/또는 CD20의 회피 변이체(escape variant) 또는 돌연변이체를 나

타내는 환자, 현재의 항체 요법(항 CD20, 리툭시맙, 항 CD19, 올레투주맙(Oletuzumab), BITE CD19/CD3, 블리마

투모맙(Blimatumomab)) 또는 항 CD19 CAR 치료법은 그들의 표적 구조를 상실/하향 조절하여 효과적이지 않게 한

다.

본 발명의 또 다른 놀라운 측면은 본원에 개시된 CAR의 개선된 안정성이다. CAR 폴리펩티드는 결합 친화도의 손[0293]

실 없이 적절한 조건하에서 장시간 동안 쉽게 저장될 수 있다.

키메라 항원 수용체(Chimeric Antigen Receptors):[0294]

CAR은 항체로부터 유래된 세포외 엑토도메인(extracellular ectodomain) 및 T 세포 신호 전달 단백질로부터 유[0295]

도된 신호 전달 모듈을 포함하는 엔도도메인(endodomain)으로 구성된다. 바람직한 실시 예에서, 엑토도메인은

바람직하게는  단일-쇄  가변  단편(scFv)으로  구성된  면역글로불린의  중쇄  및  경쇄로부터의  가변  영역을

포함한다. scFv는 유연성(flexibility)을 제공하고 고정 막 횡단 모이어티(anchoring transmembrane moiety)를

통해 세포 내 신호 전달 도메인으로 신호를 전달하는 힌지 영역에 부착되는 것이 바람직하다. 막 횡단 도메인은

바람직하게는  CD8α  또는  CD28로부터  유래한다.  CAR의  1세대에서  신호  도메인은  TCR  복합체의  제타쇄(zeta

chain)로 구성된다. "세대(generation)"란 용어는 세포 내 신호 전달 도메인의 구조를 의미한다. 2세대 CAR은

CD28  또는 4-1BB로부터 유래된 단일 보조 자극 도메인을 장착하고 있다. 3세대 CAR은 이미 2개의 보조자극

(costimulatory) 도메인, 예를 들어 CD28, 4-1BB, ICOS 또는 OX40, CD3 제타를 포함한다. 본 발명은 바람직하

게는 제2 또는 제3세대 CAR에 관한 것이다.

다양한 실시 예에서, B 세포를 향한 면역 이펙터 세포(effector cell)의 세포 독성을 재지향(redirect)하는 유[0296]

전 공학 수용체가 제공된다. 유전 공학 수용체는 본원에서 키메라 항원 수용체(CAR)로 지칭된다. CAR은 특정 항

-BCMA 세포 면역 활성을 나타내는 키메라 단백질을 생성하기 위하여 원하는 항원(예: BCMA)에 대한 항체-기반

특이성(specificity)을 T 세포 수용체-활성화 세포 내 도메인과 결합시키는 분자이다. 본원에서 사용된 바와 같

이, 용어 "키메라"는 상이한 기원의 상이한 단백질 또는 DNA의 부분으로 구성되는 것을 기술한다.

본원에서 고려되는 CAR은 BCMA에 결합하는 세포 외 도메인(결합 도메인 또는 항원-결합 도메인으로도 지칭 됨),[0297]

막 횡단 도메인, 및 세포 내 도메인, 또는 세포 내 신호전달 도메인을 포함한다. 표적 세포의 표면상의 BCMA와

상기 CAR의 항-BCMA 항원 결합 도메인의 결합은 CAR의 클러스터링을 초래하고 CAR-함유 세포에 활성화 자극을

전달한다. CAR의 주요 특징은 면역 효과 세포 특이성을 재지향(redirect)하는 능력으로, 따라서 증식, 사이토카

인 생산, 식세포 작용 또는 주요 조직적합성(MHC)에 독립적인 방식으로 표적 항원 발현 세포의 세포 사멸을 중

재할  수  있는  분자의  생산을  촉진하고,  단일클론  항체,  가용성  리간드  또는  세포  특이적  공동  수용체(co-

receptor)의 세포 특이적 표적화 능력을 이용한다.

다양한 실시 예에서, CAR은 인간화된 BCMA-특이적 결합 도메인을 포함하는 세포 외 결합 도메인; 막 횡단 도메[0298]

인; 하나 이상의 세포 내 신호전달 도메인을 포함한다. 특정 실시 예에서, CAR은 인간화된 항-BCMA 항원 결합

단편을 포함하는 세포 외 결합 도메인; 하나 이상의 스페이서 도메인; 막 횡단 도메인; 하나 이상의 세포 내 신

호전달 도메인을 포함한다.

"세포 외 항원-결합 도메인" 또는 "세포 외 결합 도메인"은 상호 교환 가능하게 사용되며, 관심 표적 항원인[0299]

BCMA에 특이적으로 결합하는 능력을 CAR에 제공한다. 결합 도메인은 천연, 합성, 반-합성 또는 재조합원으로부

터 유래할 수 있다. ScFV 도메인이 선호된다.

 "특이적 결합"은 당업자를 통해 이해되며, 이에 의해 통상의 기술자는 결합 및 결합 특이성을 시험하는데 사용[0300]

될 수 있는 다양한 실험 절차를 명확하게 알고 있다. 평형 결합(equilibrium association) 또는 평형 해리 상수

를 결정하는 방법은 당업계에 공지되어 있다. 일부 교차-반응 또는 배경 결합(background binding)은 많은 단백

질-단백질 상호 작용에서 불가피할 수 있다; 이것은 CAR과 에피토프 사이의 결합의 "특이성"을 손상시키지 않는

다. "특이적 결합"은 배경 결합보다 큰 결합 친화도에서 BCMA에 항-BCMA 항체 또는 그의 항원 결합 단편(또는

이를 포함하는 CAR)의 결합을 기술한다. "~대해 유도된(directed against)"이라는 용어는 항체와 에피토프 간의

상호 작용을 이해하는데 "특이성"이라는 용어를 고려할 때도 적용 가능하다.

 "항원(Ag)"은  동물에서  항체  또는  T  세포  반응의  생성을  자극할  수  있는  화합물,  조성물  또는  물질을[0301]

의미한다. 특정 실시 예에서, 상기 표적 항원은 BCMA 폴리펩티드의 에피토프이다. "에피토프"는 결합제가 결합

하는 항원의 영역을 나타낸다. 에피토프는 인접한 아미노산 또는 단백질의 3차 접힘에 의해 병치된(juxtaposed)
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인접하지 않은 아미노산 둘 모두로부터 형성될 수 있다.

"단일-쇄 Fv" 또는 "scFv" 항체 단편은 항체의 VH 및 VL 도메인을 포함하며, 이들 도메인은 단일 폴리펩티드 쇄[0302]

및 임의의 배향(예를 들어, VL-VH 또는 VH-VL)으로 존재한다. 일반적으로, scFv 폴리펩티드는 scFv가 항원 결합

을 위한 원하는 구조를 형성할 수 있게 하는 VH 및 VL 도메인 사이의 폴리펩티드 링커를 추가로 포함한다. 바람

직한 실시 예에서, 본원에서 고려된 CAR은 scFv인 항원 특이적 결합 도메인을 포함하고, 쥐, 인간 또는 인간화

된 scFv일 수 있다. 단일 사슬 항체는 원하는 표적에 특이적인 하이브리도마의 V 영역 유전자로부터 클로닝 될

수 있다. 특정 실시 양태에서, 인간 BCMA 폴리펩티드를 결합하는 인간화된 scFv인 항원 특이적 결합 도메인. 본

원에서 고려되는 항-BCMA CAR을 구성하는데 적합한 가변 중쇄의 예로는, SEQ ID NO. 11에 기재된 아미노산 서열

을 포함하지만 이에 한정되지는 않는다. 본원에서 고려되는 항-BCMA CAR을 구성하는데 적합한 가변 경쇄의 예시

는 SEQ ID NO. 12에 기재된 아미노산 서열을 포함하지만 이에 한정되지는 않는다.

항체 및 항체 단편(Antibodies and antibody fragments):[0303]

상기 CAR은 B 세포 성숙화 항원(BCMA) 폴리펩티드에 결합하는 항체 또는 항체 단편을 포함하는 세포 외 항원-결[0304]

합 도메인을 포함한다. 따라서, 본 발명의 항체 또는 항체 단편은 이들이 본원에 기재된 CAR의 유사한 결합 특

성을 보유하는 폴리클로날, 모노클론날, 이중 특이성, 인간, 인간화 또는 키메라 항체, 단일 사슬 단편(single

chain fragments, scFv), 단일 가변 단편(single variable fragments, ssFv), 단일 도메인 항체(나노 바디로부

터의 VHH 단편과 같은), Fab 단편, F(ab')2 단편, Fab 발현 라이브러리에 의해 생성된 단편, 항-이디오타입 항

체 및 상기 항체의 에피토프-결합 단편 또는 이들의 조합물을 포함하지만, 이에 제한되지 않으며, 바람직하게는

본원에 기재된 상응하는 CDR, 또는 VH 및 VL 영역을 포함한다. 또한, 미니-항체 및 디아바디(diabodies), 트리

아바디(triabody), 4가 항체 및 펩티드와 같은 다가 항체가 본 발명의 방법에 사용될 수 있다. 본 발명의 면역

글로불린 분자는 면역 글로불린 분자의 임의의 클래스(즉, IgG, IgE, IgM, IgD 및 IgA) 또는 서브 클래스일 수

있다. 따라서, 항체라는 용어는 또한 전체 항체의 변형에 의해 생성되거나 재조합 DNA 방법론을 사용하여 새롭

게 합성된 본 발명의 CAR에 포함되는 항체 및 항체 단편을 포함한다.

본원에 사용된 바와 같이, "항체"는 일반적으로 면역글로불린 유전자 또는 면역글로불린 유전자의 단편에 의해[0305]

실질적으로 코딩되는 하나 이상의 폴리펩티드로 구성된 단백질을 지칭한다. 용어 "항체"가 사용되는 경우, 또한

"항체 단편"이라는 용어가 언급된 것으로 간주될 수 있다. 인식된 면역글로불린 유전자는 무수한 면역글로불린

가변 영역 유전자뿐만 아니라 카파, 람다, 알파, 감마, 델타, 엡실론 및 뮤 불변 영역 유전자를 포함한다. 경쇄

는 카파 또는 람다로 분류된다. 중쇄는 감마, 뮤, 알파, 델타 또는 엡실론으로 분류되며, 차례로 면역 글로불린

클래스인  IgG,  IgM,  IgA,  IgD  및  IgE를  각각  정의한다.  기본  면역  글로불린(항체)  구조  단위는  사합체

(tetramer) 또는 이합체(dimer)를 포함하는 것으로 알려져 있다. 각각의 사합체는 2개의 동일한 폴리펩티드 사

슬 쌍으로 구성되며, 각 사슬은 하나의 "경"(L)(약 25kD) 및 하나의 "중"(H) 쇄(약 50-70kD)을 갖는다. 각 사슬

의 N-말단은 주로 항원 인식을 담당하는 약 100 내지 110개 이상의 아미노산의 가변 영역을 한정한다. "가변 경

쇄 "및 "가변 중쇄"라는 용어는 각각 경쇄 및 중쇄의 이들 가변 영역을 지칭한다. 선택적으로 항체 또는 항체의

면역학적 부분은 다른 단백질과의 융합 단백질과 화학적으로 접합 되거나 발현될 수 있다.

본 발명의 CAR은 포유동물, 특히 인간의 단백질 표적에 대해 결합하기 위한 것이다. 단백질 이름의 사용은 마우[0306]

스 또는 인간 버전의 단백질에 해당할 수 있다. 

본  발명에  따른  결합  도메인  폴리펩티드  및  CAR  단백질의  친화도는  통상적인  기술,  예를  들어  경쟁적[0307]

ELISA(enzyme-linked immunosorbent assay), 또는 결합 회합(binding association), 또는 표지된 리간드를 사

용하는 변위 분석(displacement assay), 또는 Biacore와 같은 표면 플라스몬 공명 장치를 사용하여 용이하게 결

정될 수 있다.

본 발명의 항체의 하나 이상의 CDR 또는 상기 항체로부터 유래된 하나 이상의 CDR을 포함하는 인간화 항체는 당[0308]

업계에 공지된 임의의 방법을 사용하여 제조될 수 있다. 예를 들어, 모노클로날 항체를 인간화하기 위해 4개의

일반적 단계가 사용될 수 있다. 이것은: (1) 출발 항체 경쇄 및 중쇄 가변 도메인의 뉴클레오티드 및 예측된 아

미노산 서열을 결정하는 단계 (2) 인간화 항체를 디자인하는 것, 즉 인간화 과정 중에 어느 항체 프레임워크 부

위를 사용할 것인가를 결정하는 것 (3) 실제 방법론/기술 인간화 및 (4) 인간화 항체의 형질 감염 및 발현이다.

예를 들어 U.S. Pat. Nos. 4,816,567; 5,807,715; 5,866,692; 6,331,415; 5,530,101; 5,693,761; 5,693,762;

5,585,089; 6,180,370; 5,225,539; 6,548,640.를 참조하라. 

인간화 항체라는 용어는 면역 글로불린의 프레임 워크 영역의 적어도 일부 및 선택적으로 CDR 영역의 일부 또는[0309]
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결합에 관여하는 다른 영역이 인간 면역 글로불린 서열로부터 유도되거나 조절됨을 의미한다. 마우스 모노클로

날 항체의 인간화된, 키메라화된 또는 부분적으로 인간화된 버전은 예를 들어, H 및 L 쇄를 코딩하는 마우스 및

/또는 인간 게놈 DNA 서열로부터 출발하는 재조합 DNA 기술에 의해 제조될 수 있다. 인간 항체의 인간화된 형태

는 재조합 DNA 기술에 의해 비-인간 항체의 CDR 영역을 인간 불변 영역에 연결시킴으로써 생성될 수 있다(Queen

et al., 1989; WO 90/07861). 대안적으로, 본 발명의 방법에서 사용되는 모노클로날 항체는 인간 모노클로 날

항체일 수 있다. 인간 항체는 예를 들어, 파지-디스플레이 방법을 사용하여 수득할 수 있다(WO 91/17271; WO

92/01047).

본 명세서에 사용된 바와 같이, 인간화된 항체는 또한 비-인간 면역 글로불린으로부터 유래된 최소 서열을 포함[0310]

하는 특정 키메라 면역 글로불린, 면역 글로불린 쇄 또는 이의 단편(예를 들어, Fv, Fab, Fab', F(ab')2 또는

항체의 다른 항원-결합 서브 서열)인 비-인간(예: 쥐 고양이, 낙타, 라마, 상어) 항체의 형태를 지칭한다.

본 명세서에 사용된 바와 같이, 인간 또는 인간화 항체 또는 항체 단편은 인간에 의해 생성된 항체의 아미노산[0311]

서열에 상응하는 아미노산 서열을 갖는 항체를 의미하고 및/또는 당 업계에 공지되거나 본원에 개시된 인간 항

체 제조 기술 중 임의의 것을 사용하여 제조된다. 인간 항체 또는 그의 단편은 특정 마우스 항체와 동일한 에피

토프 특이성을 가지도록 경쟁적 결합 실험에 의해 또는 다른 방법으로 선택될 수 있다. 본 발명의 인간화 항체

는 놀랍게도 마우스 항체의 유용한 기능적 특성을 크게 공유한다. 　인간 폴리클로날 항체는 또한 면역원성 물

질로 면역화된 인간의 혈청 형태로 제공될 수 있다. 선택적으로, 이러한 폴리클로날 항체는 친화성 시약으로서

아밀로이드  섬유소  및/또는  비-섬유소  폴리펩티드  또는  이의  단편을  사용하는  친화성  정제(affinity

purification)에 의해 농축될 수 있다. 모노클로 날 항체는 WO 99/60846에 기술된 기술에 따라 혈청으로부터 수

득할 수 있다.

가변 영역 및 CDR(Variable Regions and CDRs)[0312]

항체의 가변 영역은 항체 경쇄의 가변 영역 또는 항체 중쇄의 가변 영역을 단독으로 또는 조합하여 지칭한다.[0313]

중쇄 및 경쇄의 가변 영역은 각각 초가변 영역(hypervariable  region)으로 알려진 3개의 상보성 결정 영역

(CDRs)에 의해 연결된 4개의 프레임 워크 영역(FR)으로 구성된다. 각 사슬 내의 CDR은 FR에 의해 근접하여 함께

유지되고, 다른 쇄의 CDR과 함께 항체의 항원-결합 부위의 형성에 기여한다.

교차 종(cross-species)  서열 다양성에 기반한 접근법(예를 들어, Kabat  et  al.  Sequences  of  Proteins  of[0314]

Immunological Interest, (5th ed., 1991, National Institutes of Health, Bethesda Md.)); 및 항원 - 항체

복합체의 결정 학적 연구에 기초한 접근법(Al-lazikani 등 (1997) J. Molec. Biol. 273 : 927-948)과 같이 CDR

을 결정하는 데 사용할 수 있는 여러 기술이 있다. 다른 방법으로는 IMGT  국제 ImMunoGeneTics  정보 시스템

(Marie-Paule  Lefranc)이 있다. Kabat  정의는 서열 다양성에 기반하며 가장 보편적으로 사용되는 방법이다.

Chothia 정의는 구조 루프 영역의 위치를 기반으로 하며, AbM 정의는 Oxford Molecular의 AbM 항체 모델링 소프

트웨어(www.bioinf.org.uk : Dr. Andrew C.R. Martin 's Group)가 사용하는 두 가지 기능의 절충안이다. 본원

에서 사용된 바와 같이, CDR은 하나 이상의 접근법 또는 이들 접근법의 조합에 의해 정의된 CDR을 지칭할 수 있

다.

일부 실시 예에서, 본 발명은 CAR에 혼입된 항체 또는 그의 단편을 제공하며, 상기 항체 또는 이의 단편은 본[0315]

발명의 항체의 적어도 하나의 CDR, 적어도 두 개, 적어도 세 개 또는 그 이상의 CDR과 실질적으로 동일한 적어

도 하나의 CDR, 적어도 두 개, 적어도 세 개 또는 그 이상의 CDR을 포함한다. 다른 실시 예는 본 발명의 항체의

또는 본 발명의 항체로부터 유래된 2개, 3개, 4개, 5개 또는 6개의 CDR과 실질적으로 동일한 2개, 3개, 4개, 5

개 또는 6개의 CDR을 포함하는 항체를 포함한다. 일부 실시 예에서, 적어도 1개, 2개, 3개, 4개, 5개 또는 6개

의 CDR은 본 발명의 항체의 적어도 1개, 2개 또는 3개의 CDR과 적어도 약 70%, 75%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,

95%, 96%, 97%, 98% 또는 99% 동일하다. 본 발명의 목적상, 결합 특이성 및/또는 전체 활성이 일반적으로 유지

되지만, 활성의 정도는 상기 항체와 비교하여 다를 수 있음이 이해된다(크거나 작을 수 있음).

CAR의 추가 구성요소(Additional components of the CAR)[0316]

특정 실시 예에서, 본원에서 고려되는 CAR은 결과적으로 폴리펩티드는 동일한 경쇄 및 중쇄 가변 영역을 포함하[0317]

는 항체와 동일한 표적 분자에 대한 특이적 결합 친화력을 보유할 수 있도록 분자의 적절한 간격 및 형태를 위

해 첨가된 다양한 도메인 사이의 링커, 예를 들어 VH 및 VL 도메인을 연결하고 2개의 서브-결합 도메인의 상호

작용과 양립 가능한 스페이서 기능을 제공하는 아미노산 서열을 포함하는 링커를 포함할 수 있다. 본원에서 고

려되는 CAR은 1개, 2개, 3개, 4개 또는 5개 이상의 링커를 포함할 수 있다. 특정 실시 예에서, 상기 링커의 길
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이는 약 1 내지 약 25개의 아미노산, 약 5 내지 약 20개의 아미노산, 또는 약 10 내지 약 20개의 아미노산, 또

는 임의의 중간 길이의 아미노산이다.

링커의 예는 글리신 중합체; 글리신-세린 중합체; 글리신-알라닌 중합체; 알라닌-세린 중합체; 및 Whitlow 링커[0318]

와 같은 당업계에 공지된 다른 가요성 링커를 포함한다. 글리신 및 글리신-세린 중합체는 비교적 비구조적이며,

따라서 본원에 기재된 CAR과 같은 융합 단백질 도메인 사이의 중성 테더(tether) 역할을 할 수 있다.

특정 실시 예에서, 상기 CAR의 결합 도메인 다음에 하나 이상의 "스페이서" 또는 "스페이서 폴리펩티드"가 있으[0319]

며, 이는 적절한 세포/세포 접촉, 항원 결합 및 활성화를 가능하게 하기 위해 항원 결합 영역을 이펙터 세포

(effector cell) 표면으로부터 멀리 이동시키는 영역을 지칭한다. 특정 실시 예에서, 스페이서 도메인은 하나

이상의 중쇄 불변 영역, 예를 들어, CH2 및 CH3를 포함 하나, 이에 한정되지 않는 면역 글로불린의 일부이다.

스페이서 도메인은 자연 발생 면역 글로불린 힌지 영역 또는 변경된 면역 글로불린 힌지 영역의 아미노산 서열

을 포함할 수 있다. 일 실시 예에서, 스페이서 도메인은 IgG1 또는 IgG4의 CH2 및 CH3 도메인을 포함한다.

일부 실시 예에서 상기 CAR의 결합 도메인은 하나 이상의 "힌지 도메인"이 뒤따를 수 있으며, 이는 적절한 세포[0320]

/세포 접촉, 항원 결합 및 활성화를 가능하게 하기 위해 항원 결합 영역을 이펙터 세포(effector cell) 표면으

로부터 멀리 위치시키는 역할을 한다. CAR은 결합 도메인과 막 횡단 도메인(TM) 사이에 하나 이상의 힌지 도메

인을 포함할 수 있다. 힌지 도메인은 천연, 합성, 반-합성 또는 재조합 공급원으로부터 유도될 수 있다. 힌지

도메인은 자연 발생 면역 글로불린 힌지 영역 또는 변경된 면역 글로불린 힌지 영역의 아미노산 서열을 포함할

수 있다. 본원에 기재된 CAR에서의 사용에 적합한 예시적인 힌지 도메인은 야생형 힌지 영역일 수 있는 CD8 알

파, CD4, CD28, PD1, CD152 및 CD7과 같은 타입 1 막단백질의 세포 외 영역으로부터 유래된 힌지 영역을 포함한

다. 또 다른 실시 양태에서, 힌지 도메인은 PD1, CD 152 또는 CD8 알파 힌지 영역을 포함한다.

"막 횡단 도메인(transmembrane domain)"은 세포 외 결합 부분과 세포 내 신호 전달 영역을 융합시키고 CAR을[0321]

면역 이펙터 세포의 원형질막에 고정시키는 CAR 부분이다. 상기 TM 도메인은 천연, 합성, 반-합성 또는 재조합

원으로부터 유래될 수 있다. TM 도메인은 T- 세포 수용체, CD3ε, CD3ζ, CD4, CD5, CD8 alpha, CD9, CD 16,

CD22, CD27, CD28, CD33, CD37, CD45, CD64, CD80, CD86, CD 134, CD 137, CD 152, CD 154, 및 PD1의 알파,

베타 또는 제타 쇄로부터 유도될 수 있다. 일 실시 예에서, 본원에서 고려되는 CAR은 CD8 알파 또는 CD28로부터

유도된 TM 도메인을 포함한다. 

특정 실시 예에서, 본원에서 고려되는 CAR은 세포 내 신호 전달 도메인을 포함한다. "세포 내 신호전달 도메[0322]

인"은 이펙터 세포 기능, 예를 들어 세포 독성 인자의 CAR-결합된 표적 세포로의 방출 또는 세포 외 CAR 도메인

에 항원 결합으로 유도된 다른 세포 반응을 포함하여 활성화, 사이토카인 생산, 증식 및 세포독성 활성을 유도

하기 위해 면역 이펙터 세포의 내부로 인간 BCMA 폴리펩티드에 효과적인 항-BCMA CAR 결합의 메시지를 전달하는

데 관여하는 CAR의 부분을 의미한다. "이펙터 기능"이라는 용어는 면역 이펙터 세포의 특화된 기능을 가리킨다.

예를 들어, T 세포의 작용 인자 기능은 세포 용해 활성 또는 사이토카인 분비를 포함하는 도움 또는 활성일 수

있다. 따라서, 용어 "세포 내 신호 전달 도메인"은 이펙터 기능 신호를 전달하고 세포에 특화된 기능을 수행하

도록 지시하는 단백질 부분을 지칭한다.

본원에서 고려되는 CAR은 CAR 수용체를 발현하는 T 세포의 효능, 확장 및/또는 기억 형성을 향상시키기 위한 하[0323]

나 이상의 보조-자극 신호 도메인을 포함한다. 본원에 사용된 바와 같이, 용어 "보조-자극 신호 도메인"은 보조

자극 분자의 세포 내 신호 도메인을 의미한다. 보조-자극 분자는 항원 수용체 또는 Fc 수용체 이외의 세포 표면

분자로서 항원 결합시 T 림프구의 효율적인 활성화 및 기능에 필요한 제2신호를 제공한다.

폴리펩티드(Polypeptides)[0324]

"펩티드" "폴리펩티드", "폴리펩티드 단편" 및 "단백질"은 달리 명시되지 않는 한, 통상적인 의미, 즉 아미노산[0325]

서열로서 상호 교환적으로 사용된다. 폴리펩티드는 특정 길이로 제한되지 않고, 예를 들어, 이들은 전장(full

length) 단백질 서열 또는 전장 단백질 단편을 포함할 수 있으며, 폴리펩티드의 번역 후 변형, 예를 들어 글리

코실화, 아세틸화, 인산화 등뿐만 아니라 당업계에 공지된 자연 발생 및 비-자연 발생의 다른 변형을 포함할 수

있다.

다양한  실시  예에서,  본원에서  고려되는  CAR  폴리펩티드는  단백질의  N-말단에  신호(또는  리더)  서열을[0326]

포함하고, 이 단백질은 동시 번역 또는 후-번역에 의한 전달을 지시한다. 폴리펩티드는 다양한 잘 알려진 재조

합 및/또는 합성 기술을 사용하여 제조할 수 있다. 본원에서 고려되는 폴리펩티드는 본원의 CAR, 또는 본원에

개시된 바와 같은 CAR의 하나 이상의 아미노산의 결실, 부가 및/또는 치환을 갖는 서열을 구체적으로 포함한다.
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본원에서 사용되는 "분리된 펩티드" 또는 "분리된 폴리펩티드" 등은 세포 환경으로부터 및 세포의 다른 성분과[0327]

의 회합으로부터 펩티드 또는 폴리펩티드 분자의 시험관 내 단리, 합성 및/또는 정제를 지칭하고, 즉 이는 생체

내 물질과 현저하게 회합하지 않는다. 유사하게, "분리된 세포"는 생체 내 조직 또는 기관으로부터 얻어지며 실

질적으로 세포 외 기질이 없는 세포를 말한다.

핵산(Nucleic acids)[0328]

본원에  사용된  바와  같이,  "폴리뉴클레오티드"  또는  "핵산  분자"라는  용어는  messenger  RNA(mRNA),  RNA,[0329]

genomic  RNA(gRNA),  플러스  가닥  RNA(RNA(+)),  마이너스  가닥  RNA(RNA(-)),  genomic  DNA(gDNA),  상보적

DNA(cDNA) 또는 재조합 DNA를 포함한다. 폴리뉴클레오티드는 단일 및 이중 가닥 폴리뉴클레오티드를 포함한다.

바람직하게는, 본 발명의 폴리 뉴클레오티드는 본원에 기재된 임의의 참조 서열과 적어도 약 50%, 55%, 60%,

65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% 98%, 99% 또는 100% 서열 동일성을 갖는 폴리뉴클레오티드 또는

변이체를 포함하고, 전형적으로 상기 변이체는 상기 참조 서열의 적어도 하나의 생물학적 활성을 유지한다. 다

양한 예시적인 실시 예에서, 본 발명은 부분적으로 발현 벡터, 바이러스 벡터 및 전달 플라스미드를 포함하는

폴리 뉴클레오티드, 및 이를 포함하는 조성물 및 세포를 포함한다.

폴리뉴클레오티드는 당해 기술분야에 공지되고 이용가능한 임의의 다양한 잘 확립된 기술을 사용하여 제조, 조[0330]

작 및/또는 발현시킬 수 있다. 원하는 폴리펩티드를 발현시키기 위해, 폴리펩티드를 코딩하는 뉴클레오티드 서

열을 적절한 벡터에 삽입할 수 있다. 벡터의 예는 플라스미드, 자가 복제 서열 및 전이 요소이다. 추가의 예시

적 벡터는, 제한 없이, 플라스미드, 파게미드, 코스미드, 인공 염색체, 예를 들면, 효모 인공 염색체(YAC), 세

균 인공 염색체(BAC), 또는 P1-유래된 인공 염색체(PAC), 박테리오파지, 예를 들면, 람다 파지 또는 M13 파지

및 동물 바이러스를 포함한다. 벡터로서 유용한 동물 바이러스 범주의 예는, 제한 없이, 레트로바이러스(렌티

바이러스 포함), 아데노바이러스, 아데노-연관 바이러스, 헤르페스바이러스(예: 헤르페스 심플렉스 바이러스),

폭스바이러스, 바쿨로바이러스, 파필로마바이러스 및 파보바바이러스(예: SV40)를 포함한다. 발현 벡터의 예는

포유동물 세포에서 발현시키기 위한 pClneo 벡터(Promega); 포유동물 세포에서 렌티 바이러스-매개된 유전자 전

이 및 발현을 위한 pLenti4/V5-DEST
TM
,  pLenti6/V5-DEST

TM
 및 pLenti6.2/V5-GW/lacZ(Invitrogen)를 포함한다.

발현 벡터에 존재하는 "조절 요소" 또는 "조절 서열"은, 전사 및 번역을 수행하기 위해 숙주 세포 단백질과 상

호작용하는  벡터의  비-번역된  영역(복제  기원,  선별  카세트,  프로모터,  인핸서,  번역  개시  시그날(Shine

Dalgarno 서열 또는 Kozak 서열) 인트론, 폴리아데닐화 서열, 5' 및 3' 비번역된 영역)이다. 이러한 요소는 이

들의 강도 및 특이성이 상이할 수 있다. 사용된 벡터 시스템 및 숙주에 따라, 편재성 프로모터 및 유도 가능한

프로모터를 포함하는 임의 수의 적합한 전사 및 번역 요소가 사용될 수 있다.

벡터(Vectors)[0331]

특정 실시 예에서,  세포(예를 들어,  T  세포와 같은 면역 이펙터 세포)는 CAR을  인코딩하는 레트로바이러스[0332]

벡터, 예를 들어 렌티 바이러스 벡터로 형질 도입된다. 예를 들어, 면역 이펙터 세포는 트랜스 멤브레인 및 세

포 내 신호 전달 영역을 갖는 BCMA 폴리펩티드와 결합하는 인간화된 항-BCMA 항체 또는 항원 결합 단편을 포함

하는 CAR을 인코딩하는 벡터로 형질 도입된다. 이러한 형질 도입된 세포는 CAR-매개 세포 독성 반응을 유도할

수 있다.

레트로바이러스는 유전자 전달을 위한 일반적인 도구이다. 구체적인 실시 예에서, 레트로바이러스를 사용하여[0333]

키메라 항원 수용체(CAR)를 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 세포로 전달한다. 본 명세서에서 사용 시, 용어 "레트

로바이러스"는 이의 게놈 RNA를 선형 이중 가닥 DNA 카피로 역전사 시킨 후 이의 게놈 DNA를 숙주 게놈으로 공

유적으로 통합시키는 RNA 바이러스를 의미한다. 바이러스가 숙주 게놈에 통합되면, 이를 "프로바이러스"라고 한

다. 프로바이러스는 RNA 중합효소 II에 대한 주형으로서 제공되어 새로운 바이러스 입자를 생성하는데 필요한

구조 단백질 및 효소를 코딩하는 RNA 분자의 발현을 지정한다.

구체적인 실시형태에서 사용을 위해 적합한 예시적인 레트로바이러스는 제한 없이, 몰로니 쥣과 동물 백혈병 바[0334]

이러스(M-MuLV), 몰로니 쥣과 동물 육종 바이러스(MoMSV), 하비 쥣과 동물 육종 바이러스(HaMuSV), 쥣과 동물

유방 종양 바이러스(MuMTV), 기본 원숭이 백혈병 바이러스(GaLV), 고양이 백혈병 바이러스(FLV), 스푸마바이러

스, 프리엔드 쥣과 동물 백혈병 바이러스, 쥣과 동물 줄기세포 바이러스(MSCV) 및 라우스 육종 바이러스(RSV))

및 렌티 바이러스를 포함한다.

본 명세서에서 사용시, 용어 "렌티 바이러스"는 복합 레트로바이러스의 군(또는 속)을 의미한다. 예시적인 렌티[0335]

바이러스는 제한 없이, HIV(인간 면역결핍 바이러스; 1형 HIV, 및 2형 HIV 포함); 비스나-매디 바이러스(VMV)
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바이러스; 염소 관절염-뇌염 바이러스(CAEV); 말 전염성 빈혈 바이러스(EIAV); 고양이 면역결핍 바이러스(FIV);

소 면역결핍 바이러스(BIV); 및 원숭이 면역결핍 바이러스(SIV)를 포함한다. 일 실시 예에서, HIV 기반 벡터 골

격(즉, HIV 시스 작용성 서열 성분)이 바람직하다. 구체적인 실시 예에서, 렌티 바이러스는 CAR을 포함하는 폴

리뉴클레오티드를 세포로 전달하는데 사용된다.

용어 "벡터"는 다른 핵산 분자를 전달 또는 수송할 수 있는 핵산 분자를 의미하고자 본 명세서에서 사용된다.[0336]

전달되는 핵산은 일반적으로 벡터 핵산 분자에 연결되고, 예를 들어 삽입된다. 벡터는 세포에서 자체 복제를 지

정하는 서열을 포함할 수 있거나, 또는 숙주 세포 DNA에 통합가능하도록 충분한 서열을 포함할 수 있다. 유용한

벡터는 예를 들어, 플라스미드(예를 들어, DNA 플라스미드 또는 RNA 플라스미드), 트랜스포존, 코스미드, 박테

리아 인공 염색체, 및 바이러스 벡터를 포함한다. 유용한 바이러스 벡터는 예를 들어, 복제 결함 레트로바이러

스 및 렌티 바이러스를 포함한다.

당업자에게 명백한 바와 같이, 용어 "바이러스 벡터"는 전형적으로 핵산 분자의 전달 또는 세포의 게놈으로의[0337]

통합을 용이하게 하는 바이러스 유도된 핵산 분자를 포함하는 핵산 분자(예를 들어, 전달 플라스미드) 또는 핵

산 전달을 매개하는 바이러스 입자를 의미하는데 광범위하게 사용된다. 바이러스 입자는 전형적으로 다양한 바

이러스 성분을 포함하게 될 것이고 때때로, 또한 핵산(들)이외에도 숙주 세포 성분을 포함하게 될 것이다. 용어

바이러스 벡터는 세포로 핵산을 전달할 수 있는 바이러스 또는 바이러스 입자이거나 또는 전달되는 핵산 그 자

체를 의미할 수 있다. 바이러스 벡터 및 전달 플라스미드는 주로 바이러스로부터 유도된 구조적 및/또는 기능적

유전자 성분을 함유한다. 용어 "레트로바이러스 벡터"는 주로 레트로바이러스로부터 유도된, 구조적 및 기능적

유전자 성분을 함유하는 바이러스 벡터 또는 플라스미드를 의미한다. 

따라서, 바람직한 실시 예에서, 본 발명은 CAR을 인코딩하는 발현 벡터로 세포를 형질 감염시키는 방법에 관한[0338]

것이다.  예를  들어,  일부  실시  예에서,  상기  벡터는  CAR의  발현을  촉진시키는  서열,  예를들어  프로모터,

인핸서, 폴리-A 신호 및/또는 하나 이상의 인트론과 같은 추가 서열을 포함한다. 바람직한 실시 예에서, CAR-인

코딩 서열은 트랜스포존 서열의 옆에 위치하며, 트랜스포존의 존재는 인코딩 서열이 형질 전환된 세포의 게놈에

통합되는 것을 허용한다. 

일부 실시 예에서, 세포는 형질감염된 세포의 유전체 내로 CAR 코딩 서열의 통합을 용이하게 하는 유전자전위효[0339]

소(transposase)로 추가로 형질감염된다. 일부 실시 예에서, 유전자전위효소는 DNA 발현 벡터로서 제공된다. 하

지만, 바람직한 실시 예에서, 유전자전위효소는 유전자전위효소의 장기간 발현이 유전자도입 세포에서 발생하지

않도록 발현가능 RNA 또는 단백질로서 제공된다. 가령, 일부 실시 예에서, 유전자전위효소는 mRNA(가령, 캡 및

폴리-A 꼬리를 포함하는 mRNA)로서 제공된다. 임의의 유전자전위효소 시스템이 구체예에 따라 이용될 수 있다.

하지만, 일부 실시 예에서, 유전자전위효소는 연어과-유형 Tc1-유사 유전자전위효소(SB)이다. 가령, 유전자전위

효소는 이른바 "잠자는 미녀" 유전자전위효소일 수 있고, 예로서 본원에 참조로서 편입된 U.S. 특허 6,489,458

을 참조한다. 일정한 실시 예에서, 유전자전위효소는 증가된 효소적 활성을 갖는 가공된 효소이다. 유전자전위

효소의 일부 특정한 실시 예는 제한 없이, SB10, SB11 또는 SB100x 유전자전위효소를 포함한다(가령, 본원에 참

조로서 편입된 Mates et al., 2009를 참조한다). 가령, 방법은 SB10, SB11 또는 SB100x 유전자전위효소를 인코

딩하는 mRNA로 세포의 전기천공을 수반할 수 있다.

서열 변이체(Sequence Variants):[0340]

본 발명의 유사한 결합 특성을 유지하는, 청구된 핵산, 단백질, 항체, 항체 단편 및/또는 CAR의 서열 변이체,[0341]

예를 들어 % 서열 동일성으로 정의된 서열 변이체 또한 본 발명의 범위에 포함된다. 제공된 특정 서열이 기능적

유사체로서 또는 기능적으로 유사하기 때문에, 이러한 변이체는 대체 서열을 나타내지만, 표적 특이성과 같은

본질적으로 동일한 결합 특성을 유지한다. 서열 동일성은 서열 정렬을 수행할 때 동일한 뉴클레오티드 또는 아

미노산의 백분율과 관련된다.

인용 "서열 동일성" 또는, 예를 들면, "와 50% 동일한 서열"은, 본원에 사용된 바와 같이, 서열이 비교 윈도우[0342]

에 걸쳐 뉴클레오티드 단위끼리 또는 아미노산 단위끼리 동일한 정도를 지칭한다. 따라서, "서열 동일성의 퍼센

트"는, 비교 윈도우에 걸쳐 2개의 최적으로 정렬된 서열을 비교하고, 동일한 핵산 염기(예: A, T, C, G, I) 또

는 동일한 아미노산 잔기(예: Ala, Pro, Ser, Thr, Gly, Val, Leu, Ile, Phe, Tyr, Trp, Lys, Arg, His, Asp,

Glu, Asn, Gln, Cys 및 Met)이 두 서열에서 발생하는 위치의 수를 측정하여 정합된 위치의 수를 수득하고, 정합

된 위치의 수를 비교 윈도우(예: 윈도우 크기)에서 전체 위치 수로 나누고, 그 결과에 100을 곱하여 서열 동일

성의 퍼센트를 수득함으로써 계산할 수 있다. 전형적으로, 폴리펩티드 변이체가 참조 폴리펩티드의 적어도 하나

의 생물학적 활성을 유지하는 경우, 본원에 기재된 임의의 참조 서열 중의 어느 하나에 적어도 약 50%, 55%,
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60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 서열 동일성을 갖는 뉴클레오티드 및

폴리펩티드가 포함된다.

유전자 암호의 축퇴성의 결과로서, 본 명세서에 기술된 바와 같은 폴리펩티드를 코딩하는 다수의 뉴클레오티드[0343]

서열이 존재한다는 것은 당업자에게 이해될 것이다. 이들 폴리뉴클레오티드 중 일부는 임의의 천연 유전자의 뉴

클레오티드 서열과 최소의 상동성 또는 서열 동일성을 갖는다. 그럼에도 불구하고 코돈 사용의 차이로 인해 달

라지는 폴리뉴클레오티드는 본 발명에 의해 구체적으로 고려된다. 또한, 기술된 서열 동일성의 영향을 받는 서

열의 결실, 치환 및 다른 변화는 본 발명에 포함된다. 또한, 치환을 통해 발생할 수 있는 단백질 서열 변형은

본 발명의 범위 내에 포함된다. 본 명세서에 정의된 바와 같은 치환은 단백질의 아미노산 서열에 대해 행해지는

변형으로, 하나 이상의 아미노산이 동일한 수의 (상이한) 아미노산으로 치환되어, 일차 단백질과 상이한 아미노

산 서열을 함유하는 단백질을 생성하고, 바람직하게는 단백질의 기능을 현저히 변화시키지 않는 것이다. 추가와

마찬가지로 치환은 자연적이거나 인공적일 수 있다. 아미노산 치환이 단백질의 기능을 현저하게 변화시키지 않

고 이루어질 수 있다는 것은 당업계에 공지되어있다. 이는 변형이 하나의 아미노산을 유사한 기능의 다른 아미

노산으로 치환하는 "보존적인(conservative)" 아미노산 치환과 관련이 있는 경우 특히 그렇다. 이러한 "보존된

"아미노산은 크기, 전하, 극성 및 형태가 단백질의 구조 및 기능에 큰 영향을 미치지 않으면서 치환될 수 있는

천연 또는 합성 아미노산일 수 있다. 종종, 많은 아미노산은 단백질의 기능에 해로운 영향을 끼치지 않으면서

보존적 아미노산으로 치환될 수 있다. 

일반적으로, 비-극성 아미노산 Gly, Ala, Val, Ile 및 Leu; 비-극성 방향족 아미노산 Phe, Trp 및 Tyr; 중성[0344]

극성 아미노산 Ser, Thr, Cys, Gln, Asn 및 Met; 양전하를 띤 아미노산 Lys, Arg 및 His; 음전하를 띤 아미노

산 Asp 및 Glu는 보존적 아미노산의 그룹을 나타낸다. 이 목록은 완전한 것이 아니다. 예를 들어, Ala, Gly,

Ser 및 때때로 Cys는 상이한 그룹에 속하더라도 서로를 대체할 수 있다는 것이 잘 알려져 있다.

치환 변이체는 항체 분자에서 적어도 하나의 아미노산 잔기가 제거되고 및 그 자리에 삽입된 상이한 잔기를 갖[0345]

는다. 치환 돌연변이 유발에 대한 가장 큰 목적 부위는 초가변 영역을 포함하나, FR 변형 또한 고려된다. 이러

한 치환이 생물학적 활성의 변화를 가져오는 경우, 바로 아래의 표에서 "예시적인 치환"으로 명명되거나, 아미

노산 부류와 관련하여 하기에서 추가적으로 기술되는 바와 같이 보다 실질적인 변화를 도입하고 생성물을 스크

리닝할 수 있다.

표 3

본래 잔기[0346] 바람직한 보존성 치환 예시적인 치환의 예

Ala (A) Val Val; Leu; Ile

Asg (R) Lys Lys; Gln; Asn

Asn (N) Gln Gln; His; Asp, Lys; Arg

Asp (D) Glu Glu; Asn

Cys (C) Ser Ser; Ala

Gln (Q) Asn Asn, Glu

Glu (E) Asp Asp; Gln

Gly (G) Ala Ala

His (H) Arg Asn; Gln; Lys; Arg

Ile (I) Leu Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucine

Leu (L) Ile Norleucine; Ile; Val; Met; Ala; Phe

Lys (K) Arg Arg; Gln; Asn

Met (M) Leu Leu; Phe; Ile

Phe (F) Tyr Leu; Val; Ile; Ala; Tyr

Pro (P) Ala Ala

Ser (S) Thr Thr

Thr (T) Ser Ser

Trp (W) Tyr Tyr; Phe

Tyr (Y) Phe Trp; Phe; Thr; Ser

Val (V) Leu Ile; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucine

항체의 생물학적 성질에 대한 실질적인 변형은 (a) 치환 영역에서 폴리펩티드 백본의 구조, 예를 들어 시트 또[0347]

는 나선형 형태 (b) 표적 부위에서 분자의 전하 또는 소수성, 또는 (c) 측쇄의 벌크를 유지하는 것에 대한 효과
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가 현저하게 다른 치환을 선택함으로써 달성된다.

보존적 아미노산 치환은 천연 아미노산에 한정되지 않고 합성 아미노산도 포함한다. 일반적으로 사용되는 합성[0348]

아미노산은 다양한 쇄 길이의 오메가 아미노산과 중성 비-극성 유사체인 시클로헥실 알라닌; 중성 비-극성 유사

체(analog)인 시트룰린 및 메티오닌 술폭시드, 방향족 중성 유사체인 페닐글리신; 음전하를 띤 유사체인 시스테

인 산 및 양전하를 띤 아미노산 유사체인 오르니틴이다. 자연적으로 발생하는 아미노산과 마찬가지로, 이 목록

은 포괄적인 것이 아니라, 당업계에 공지된 치환의 예시일 뿐이다. 

유전자 변형된 세포 및 면역 세포(Genetically modified cells and Immune cells)[0349]

특정 실시 예에서, 본 발명은 B 세포와 관련된 상태의 치료에 사용을 위해, 본 명세서에서 고려되는 CAR을 발현[0350]

하도록 유전자 변형된 세포가 제공된다. 본 명세서에서 사용되는, 용어 "유전자 조작된" 또는 "유전자 변형된"

은 세포의 전체 유전자 물질에 DNA 또는 RNA 형태의 추가의 유전자 물질의 첨가를 의미한다. 용어 "유전자 변형

된 세포", "변형된 세포" 및 "재지정된 세포"는 상호교환적으로 사용된다. 본 명세서에서 사용 시, 용어 "유전

자 요법"은 치료적 폴리펩티드, 예를 들어 CAR을 발현시키는 목적을 위해, 또는 유전자의 발현을 복원, 교정,

또는 변형하는 세포내 전체 유전자 물질에 DNA 또는 RNA 형태의 추가의 유전자 물질의 도입을 의미한다. 특정

실시 예에서, 본원에서 고려되는 CAR은 관심 대상 표적 항원, 예를 들어 BCMA 폴리펩티드에 그들의 특이성을 재

지향(redirect)시키기 위해 면역 이펙터 세포에 도입되고 발현된다. "면역 세포" 또는 "면역 효과기 세포"는 하

나 이상의 이펙터 기능(예를 들어, 세포독성 세포 사멸 활성, 사이토카인의 분비, ADCC 및/또는 CDC의 유도)을

갖는 면역계의 임의 세포이다.

면역 효과기 세포는 자기/자생적("자기") 또는 비자가("비자기", 예를 들어 동종이계, 동계 또는 이종 발생)일[0351]

수 있다. 본 명세서에서 사용된 "자기(Autologous)"는 동일 대상체에서 유래된 세포를 의미하고, 본 발명의 바

람직한 실시 예를 나타낸다. 본 명세서에서 사용된 "동종이계(Allogeneic)"는 비교시 세포와 유전적으로 상이한

동일종의 세포를 의미한다. 본 명세서에서 사용된 "동계(Syngeneic)"는 비교시 세포와 유전적으로 동일한 상이

한 대상체의 세포를 의미한다. 본 명세서에서 사용된 "이종발생(Xenogeneic)"은 비교시 세포에 대해 상이한 종

의 세포를 의미한다. 바람직한 실시 예에서, 본 발명의 세포는 자가 또는 동종이계이다.

본 명세서에서 고려되는 CAR과 사용되는 예시적인 면역 효과기 세포는 T 림프구를 포함한다. 용어 "T 세포" 또[0352]

는 "T 림프구"는 당업계에서 인식되며 흉선세포, 미성숙 T 림프구, 성숙한 T 림프구, 휴지 T 림프구, 또는 활성

화된 T 림프구를 포함하고자 한다. T 세포는 T 헬퍼(Th) 세포, 예를 들어 T 헬퍼 1(Th1) 또는 T 헬퍼 2(Th2) 세

포일 수 있다. T 세포는 헬퍼 T 세포(HTL; CD4+ T 세포) CD4+ T 세포, 세포독성 T 세포(CTL; CD8+ T 세포),

CD4+ CD8+ T 세포, CD4- CD8- T 세포, 또는 T 세포의 임의의 다른 서브셋일 수 있다. 구체적인 실시 예에서 사

용하기 적합한 T 세포의 다른 예시적인 개체군은 나이브 T 세포 및 기억 T 세포를 포함한다. 예를 들어, 자가

세포 이식 후 환자에게 다시 도입될 때, 본원에 기재된 본 발명의 CAR로 변형된 T 세포는 종양 세포를 인식하고

죽일 수 있다. CIK 세포는 다른 T 세포와 비교하여 향상된 세포 독성 활성을 가질 수 있으며, 따라서 본 발명의

면역 세포의 바람직한 구체 예를 나타낸다.

당업자가 이해하는 바와 같이, 다른 세포가 또한 본 명세서에 기술된 바와 같은 CAR를 포함하는 면역 이펙터 세[0353]

포로서 사용될 수 있다. 구체적으로, 면역 이펙터 세포는 또한 NK 세포, NKT 세포, 호중구, 및 마크로파지를 포

함한다. 또한 면역 이펙터 세포는 이펙터 세포의 전구세포를 포함하고 이러한 전구 세포는 생체 내 또는 시험관

내에서 면역 이펙터 세포로 분화되도록 유도될 수 있다. 

본 발명은 본원에서 고려되는 CAR을 발현하는 면역 이펙터 세포를 제조하는 방법을 제공한다. 일 실시 예에서,[0354]

상기 방법은 면역 이펙터 세포가 본원에 기재된 바와 같은 하나 이상의 CAR을 발현하도록 개체로부터 분리된 면

역 이펙터 세포를 형질 감염 시키거나 형질 도입하는 것을 포함한다. 특정 실시 예에서, 상기 면역 이펙터 세포

는 개체로부터 분리되고 시험 관내에서 추가 조작 없이 유전적으로 변형된다. 상기 세포들은 그 개인에게 직접

재투여될 수 있다. 추가의 실시 예에서, 상기 면역 이펙터 세포는 먼저 CAR을 발현하도록 유전적으로 변형되기

전에 시험관 내에서 증식하도록 활성화되고 자극된다. 이와 관련하여, 면역 이펙터 세포는 유전적으로 변형(즉,

본원에서 고려되는 CAR을 발현하도록 형질 도입되거나 형질 감염)되기 전 및/또는 후에 배양될 수 있다.

특정 실시 예에서, 본원에 기재된 면역 이펙터 세포의 시험 관내 조작 또는 유전 적 변형 전에, 세포 공급원은[0355]

대상으로부터 수득된다.　특정 실시 예에서, CAR-변형 면역 이펙터 세포는 T 세포를 포함한다. T 세포는 제한

없이, 말초 혈액 단핵 세포, 골수, 림프절 조직, 제대혈, 흉선 조직, 감염 부위 유래 조직, 복수, 흉막 삼출액,

비장 조직, 및 종양을 포함하는, 수많은 공급원으로부터 획득될 수 있다. 특정 실시 예에서, T 세포는 당업자에
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게 공지된 임의의 많은 기술, 즉 침강법, 예를 들어 FICOLL
TM
 분리법, MACS

TM
 분리법(Miltenyi)과 같은 항체-결

합된 비드-기반 방법을 사용해서 대상체에서 채취된 혈액 단위로부터 획득될 수 있다. 일 실시 예에서, 개체의

순환 혈액 유래의 세포는 분리반출법(apheresis)에 의해 획득된다. 분리반출법 생성물은 전형적으로 T 세포, 단

핵구, 과립구, B 세포, 다른 유핵 백혈 세포, 적혈 세포, 및 혈소판을 포함한, 림프구를 함유한다. 일 실시 예

에서, 분리반출법으로 수집된 세포를 세척하여 혈장 분획을 제거하고 후속 과정을 위해 절절한 완충액 또는 배

지에 세포를 위치시킬 수 있다. 세포는 PBS 또는 칼슘, 마그네슘, 및 전부는 아니지만, 대부분의 2가 양이온이

결여된 다른 적합한 용액으로 세척될 수 있다. 당업자가 이해하게 되는 바와 같이, 세척 단계는 당분야에 공지

된 방법, 예컨대 반자동 통과액 원심분리를 사용해서 수행될 수 있다. 예를 들어, 코브(Cobe) 2991 세포 프로세

서, 백스터 사이토메이트(Baxter CytoMate) 등. 세척 후, 세포는 다양한 생물적합성 완충액 또는 완충액이 있거

나 없는 다른 염수 용액에 재현탁될 수 있다. 특정 실시 예에서, 분리반출 샘플의 바람직하지 않은 성분은 세포

직접 재현탁시킨 배양 배지에서 제거될 수 있다.

특정 실시 예에서, T 세포는 적혈구를 용해시키고 예를 들어 PERCOLL
TM
 구배를 통한 원심 분리로 단핵 세포를 고[0356]

갈시킴으로써 말초 혈액 단핵 세포(peripheral blood mononuclear cell, PBMC)로부터 분리된다. T 세포의 특정

계군(subpopulation)은 양성 또는 음성 선택 기술에 의해 추가로 분리될 수 있다. 본원에서 사용하기 위한 하나

의 방법은 음성적으로(negatively) 선택된 세포 상에 존재하는 세포 표면 마커에 대한 단일클론 항체의 칵테일

을 사용하는 음성 자기 면역부착(negative magnetic immunoadherence) 또는 유세포 계측법을 통한 세포 선별

및/또는 선택이다.

PBMC는 본원에서 고려된 방법을 사용하여 CAR을 발현하도록 직접 유전자 변형될 수 있다. 특정 실시 예에서,[0357]

PBMC의 단리 후, T 림프구는 추가로 단리되고, 특정 실시 예에서, 세포독성 및 헬퍼 T 림프구는 유전자 변형 및

/또는 확장 전 또는 후에 천연, 기억 및 이펙터 T 세포 아집단으로 분류될 수 있다. CD8+ 세포는 표준 방법을

사용하여 수득할 수 있다. 일부 실시 예에서, CD8+ 세포는, 이들 유형의 CD8+ 세포 각각과 연관되는 세포 표면

항원을 동정함으로써 천연, 중앙 기억 및 이펙터 세포로 추가로 분류된다.

T 세포 등의 면역 이펙터 세포는 공지된 방법을 사용한 단리 후에 유전적으로 변형될 수 있거나, 면역 이펙터[0358]

세포는 유전적으로 변형되기 전에 시험관 내에서 활성화 및 확장될 수 있다(또는 전구세포의 경우에 분화됨).

특정 실시 예에서, T 세포 등의 면역 이펙터 세포는 본원에서 고려되는 키메라 항원 수용체로 유전적으로 변형

되고(예를 들면, MND 프로모터를 포함하는 바이러스 벡터 및 CAR을 코딩하는 핵산으로 형질도입됨), 이어서 시

험관 내에서 활성화 및 확장된다. 다양한 실시 예에서, T 세포는, 예를 들어, 미국 특허 제6,352,694호; 제

6,534,055호; 제6,905,680호; 제6,692,964호; 제5,858,358호; 제6,887,466호; 제6,905,681호; 제7,144,575호;

제7,067,318호;  제7,172,869호;  제7,232,566호;  제7,175,843호;  제5,883,223호;  제6,905,874호;

제6,797,514호; 제6,867,041호; 및 미국 특허출원공보 제20060121005호에 기재된 바와 같은 방법을 사용하여

CAR을 발현하도록 유전자 변형 전 또는 후에 활성화 및 확장될 수 있다. 추가의 실시형태에서, 예를 들면, 1,

2, 3, 4, 5 또는 그 이상의 상이한 발현 벡터의 혼합물이 면역 이펙터 세포의 공여체 모집단을 유전적으로 변형

시키는데 사용될 수 있고, 여기서 각각의 벡터는 본원에서 의도된 상이한 키메라 항원 수용체 단백질을 코딩한

다. 수득되는 변형된 면역 이펙터 세포는 변형된 세포의 혼합된 모집단을 형성하고, 변형된 세포의 모집단은 하

나 이상의 상이한 CAR 단백질을 발현한다.

일 실시 예에서, 본 발명은, 세포가 해동시 생존 상태로 존재하도록 면역 이펙터 세포를 동결보존하는 것을 포[0359]

함하는, BCMA 단백질을 표적으로하는 면역 이펙터 세포를 발현하는 유전자 변형된 뮤린, 인간 또는 인간화 CAR

단백질을 저장하는 방법을 제공한다. CAR 단백질을 발현하는 면역 이펙터 세포의 분획은 B 세포 관련 질환을 앓

고 있는 환자의 장래의 치료를 위한 이러한 세포의 영구적 공급원을 제공하기 위해 당해 기술분야에 공지된 방

법에 의해 동결보존될 수 있다. 필요한 경우, 동결보존된 형질전환된 면역 이펙터 세포는 보다 많은 이러한 세

포를 위해 해동, 성장 및 확장시킬 수 있다.조성물 및 제형(Compositions and Formulations)

본원에서 의도된 조성물은, 본원에서 고려된 바와 같이, 하나 이상의 폴리펩티드, 폴리뉴클레오티드, 이를 포함[0360]

하는 벡터, 유전적으로 변형된 면역 이펙터 세포 등을 포함할 수 있다. 조성물은 약제학적 조성물을 포함하나

이에 제한되지 않는다. "약제학적 조성물"은, 단독으로 또는 하나 이상의 기타 양식의 요법과 조합하여, 세포

또는 동물에게 투여하기 위한 약제학적으로 허용되는 또는 생리학적으로 허용되는 용액에서 제형화된 조성물을

지칭한다. 또한, 필요한 경우, 본 발명의 조성물은 다른 제제, 예를 들면, 사이토카인, 성장 인자, 호르몬, 소

분자, 화학요법제, 프로-드러그, 약물, 약물 항체 또는 기타 다양한 약제학적 활성제와 조합하여 투여할 수 있

는 것으로 이해된다. 조성물에 또한 포함될 수 있는 다른 성분에는 실질적으로 제한이 없지만, 단 추가의 제제
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는 의도된 요법을 전달하는 조성물의 능력에 역으로 영향을 미치지 않아야 한다.

문구 "약제학적으로 허용되는"은, 건전한 의학적 판단의 범위 내에서, 합리적인 이익/위험 비에 비례하여, 과도[0361]

한 독성, 자극, 알레르기 반응 또는 기타 문제 또는 합병증 없이 인간 및 동물의 조직과 접촉하여 사용하기에

적합한 화합물, 물질, 조성물 및/또는 용량형을 지칭하기 위해 본원에서 사용된다.

본원에 사용된 바와 같이, "약제학적으로 허용되는 담체, 희석제 또는 부형제"는, 제한 없이, 인간 또는 가축[0362]

동물에서  사용하기  위해  허용되는  것으로  미국  식품의약청에  의해  승인된  임의의  보조제,  담체,  부형제,

활주제,  감미제,  보존제,  염료/착색제,  향미  증강제,  계면활성제,  습윤제,  분산제,  현탁제,  안정화제,

등장성제, 용매, 계면활성제 또는 유화제를 포함한다. 예시적 약제학적으로 허용되는 담체는, 이로써 한정되는

것은 아니지만, 당, 예를 들어, 락토즈, 글루코즈 및 수크로즈; 전분, 예를 들어, 옥수수 전분 및 감자 전분;

셀룰로즈 및 이의 유도체, 예를 들어, 나트륨 카복실메틸 셀룰로즈, 에틸 셀룰로즈 및 셀룰로즈 아세테이트; 트

라가칸트; 맥아; 젤라틴; 탈크; 코코아 버터, 왁스, 동물 및 식물 지방, 파라핀, 실리콘, 벤토나이트, 실릭산,

산화아연; 오일, 예를 들어, 땅콩유, 면실유, 해바라기유, 참기름, 올리브유, 옥수수유 및 대두유; 글리콜, 예

를 들어, 프로필렌 글리콜; 폴리올, 예를 들어, 글리세린, 솔비톨, 만니톨 및 폴리에틸렌 글리콜; 에스테르, 예

를 들어, 에틸 올레에이트 및 에틸 라우레이트; 아가; 완충제, 예를 들어, 수산화망간 및 수산화알루미늄; 알긴

산; 피로겐-비함유 물; 등장성 식염수; 링거액; 에틸 알콜; 인산염 완충 용액; 및 약제학적 제형에 사용된 임의

의 기타 호환성 물질을 포함한다.

특정 실시 예에서, 본 발명의 조성물은 본원에서 의도된 일정량의 CAR-발현 면역 이펙터 세포의 양을 포함한다.[0363]

본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "양"은 임상 결과를 포함하여 유리한 또는 목적하는 예방적 또는 치료적 결과

를 달성하기 위한 유전적으로 변형된 세포 예를 들어, T 세포의 "효과적 양" 또는 "유효량"을 지칭한다.

"예방적  유효량"은  목적하는  예방적  결과를  달성하기에  효과적인  유전적으로  변형된  치료  세포의  양을[0364]

지칭한다. 전형적으로, 그러나 반드시 필요한 것은 아니지만, 예방적 용량은 질환의 초기 단계 전에 또는 초기

단계에 대상체에서 사용되기 때문에, 예방적 유효량은 치료적 유효량보다 적다. 예방이라는 용어는 반드시 특정

의학적 장애의 완전한 금지 또는 예방을 의미하지는 않는다. 예방이라는 용어는 또한 특정 의학적 장애가 발생

하거나 그 증상이 악화되는 위험을 줄이는 것을 의미한다.

유전적으로 변형된 치료 세포의 "치료학적 유효량"은 개체의 질환 상태, 연령, 성별 및 체중, 및 개체에서 목적[0365]

하는 반응을 유발하는 줄기세포 및 전구 세포의 능력 등의 요인에 따라 달라질 수 있다. 치료적 유효량은 또한

바이러스 또는 형질도입된 치료 세포의 임의의 독성 또는 유해 효과보다 치료학적으로 유리한 효과가 상회하는

것이다. 용어 "치료학적 유효량"은 대상체(예: 환자)를 "치료"하는데 효과적인 양을 포함한다. 치료적 유효량이

지시되는 경우, 투여되는 본 발명의 조성물의 정확한 양은 환자(대상체)의 연령, 체중, 종양 크기, 감염 또는

대사 정도 및 상태를 고려하여 주치의에 의해 결정될 수 있다. 일반적으로, 본원에 기재된 T 세포를 포함하는

약제학적 조성물은 체중(㎏)당 10
2
내지 10

10
개의 세포 투여량, 적합하게는 체중당 10

5
내지 10

6
세포 투여량(이들

범위 내의 모든 정수 값을 포함함)으로 투여될 수 있는 것으로 언급될 수 있다. 세포 수는 조성물에 포함된 세

포 유형으로 의도되는 궁극의 용도에 의존할 것이다. 본 명세서에 제공된 용도에 대해, 세포는 일반적으로 1리

터 이하의 용적이며, 500㎖ 이하, 심지어 250㎖ 또는 100㎖ 이하일 수 있다. 따라서 원하는 세포의 밀도는 전형

적으로 약 10
6
개의 세포/㎖ 초과이고, 일반적으로 약 10

7
개의 세포/㎖ 초과이며, 일반적으로 약 10

8
개의 세포/㎖

이상이다. 임상적으로 적절한 수의 면역 세포는 약 10
5
, 10

6
, 10

7
, 10

8
, 10

9
, 10

10
, 10

11
, 또는 10

12
개의 세포와

점증적으로 동일하거나 또는 이를 초과하는 다회 주입으로 나누어질 수 있다. 본 발명의 몇몇 측면에서, 특히

모든 주입된 세포가 특정 표적 항원으로 재지향될 것이기 때문에, 보다 적은 수의 세포가 투여될 수 있다. CAR

발현 세포 조성물은 이러한 범위 내의 투여량으로 여러 번 투여될 수 있다. 세포는 치료를 받는 환자에 대해 동

종이계, 동계, 이종 또는 자가일 수 있다.

일반적으로, 본원에 기재된 바와 같이 활성화 및 확장된 세포를 포함하는 조성물은 면역 저하된 개체에서 발생[0366]

하는 질환의 치료 및 예방에 사용할 수 있다. 특히, 본원에서 의도된 CAR-변형된 T 세포를 포함하는 조성물은 B

세포 악성 종양의 치료에 사용된다. 본 발명의 CAR-변형된 T 세포는 단독으로, 또는 담체 희석제, 부형제 및/도

는 IL-2 또는 기타 사이토카인 또는 세포 집단 등의 다른 성분과 조합하여 투여할 수 있다. 특정 실시 예에서,

본원에서 의도된 약제학적 조성물은 하나 이상의 약제학적으로 또는 생리학적으로 허용되는 담체, 희석제 또는

부형제와 조합하여 유전적으로 변형된 T 세포의 양을 포함한다.

T 세포와 같은 CAR-발현 면역 이펙터 세포 집단을 포함하는 본 발명의 약제학적 조성물은 완충제, 예를 들어,[0367]
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중성 완충된 식염수, 인산염 완충된 식염수 등; 탄수화물, 예를 들어, 글루코즈, 만노즈, 수크로즈 또는 덱스트

란, 만니톨; 단백질; 폴리펩티드 또는 아미노산, 예를 들어, 글리신; 항산화제; 킬레이트제, 예를 들어, EDTA

또는 글루타티온; 보조제(예를 들어, 수산화알루미늄); 및 보존제를 포함할 수 있다. 본 발명의 조성물은 바람

직하게는 비경구 투여, 예를 들면, 혈관내(정맥내 또는 동맥내), 복강내 또는 근육내 투여를 위해 제형화된다.

액체 약제학적 조성물은, 이들이 용액, 현탁액 또는 기타 유사 형태이든지, 하나 이상의 하기 성분들을 포함할[0368]

수 있다: 멸균 희석제, 예를 들어, 주사용수, 식염수 용액, 바람직하게는 생리학적 식염수, 링거액, 등장성 염

화나트륨, 고정유, 예를 들면, 용매 또는 현탁 매질로서 사용될 수 있는 합성 모노 또는 디글리세라이드, 폴리

에틸렌 글리콜, 글리세린, 프로필렌 글리콜 또는 기타 용매; 항균제, 예를 들어, 벤질 알콜 또는 메틸 파라벤;

항산화제, 예를 들어, 아스코르브산 또는 아황산나트륨; 킬레이트제, 예를 들어, 에틸렌디아민테트라아세트산;

완충제, 예를 들어, 아세테이트, 시트레이트 또는 포스페이트 및 등장성 조절제, 예를 들어, 염화나트륨 또는

덱스트로즈. 비경구 제제는 앰플, 일회용 주사기, 또는 유리 또는 플라스틱으로 제조된 다중 용기 바이알에 봉

입될 수 있다. 주사가능한 약제학적 조성물은 바람직하게는 멸균성이다.

특정 실시 예에서, 본원에서 의도된 조성물은 단독으로 또는 하나 이상의 치료제와 조합하여 유효량의 CAR-발현[0369]

면역 이펙터 세포를 포함한다. 따라서, CAR-발현 면역 이펙터 세포 조성물은 단독으로 또는 기타 공지된 암 치

료제, 예를 들면, 방사선 요법, 화학요법, 이식, 면역요법, 호르몬 요법, 광선역학 요법 등과 조합하여 투여할

수 있다. 조성물은 또한 항생제와 조합하여 투여할 수 있다. 이러한 치료제는 특정 암 등의 본원에 기재된 특정

질환 상태에 대한 표준 치료로서 당해 기술분야에서 허용될 수 있다. 의도되는 예시적 치료제는 사이토카인, 성

장 인자, 스테로이드, NSAID, DMARD, 항-염증제, 화학요법, 방사선요법, 치료학적 항체 또는 기타 활성제 및 보

조제를 포함한다.

치료 방법(Therapeutic Methods)[0370]

본원에서 고려되는 유전적으로 변형된 면역 이펙터 세포는 면역 조절 증상(immunoregulatory condition) 및 혈[0371]

액학적 악성 종양을 포함하지만 이에 제한되지 않는 B 세포 관련 질환의 치료에 사용하기 위한 입양 면역요법

(adoptive immunotherapy)의 개선된 방법을 제공한다. 특정 실시 예에서, 본원에서 고려되는 CAR을 포함하는 면

역 이펙터 세포를 포함하는 조성물은 비정상적인 B 세포 활성과 관련된 증상(또는 "병원성 B 세포의 존재와 관

련된 의학적 장애"로 언급됨)의 치료에 사용된다. 

본원에서 사용된 바와 같이, "병원성 B 세포의 존재와 관련된 의학적 장애" 또는 "B 세포 악성 종양"은 B 세포[0372]

에서 형성되는 암과 같은 의학적 증상을 의미한다. 특정 실시 예에서, 본원에서 고려되는 CAR-변형된 T 세포를

포함하는 조성물은 예를 들어 다발성 골수종(MM) 및 비-호지킨 림프종(NHL)과 같은 B 세포 악성 종양을 포함하

지만 이에 한정되지 않는 혈액학적 악성 종양의 치료에 사용된다.  

본 발명의 다른 실시 양태에서, 다발성 골수종(MM), 만성 림프구성 백혈병(CLL), 비-분비성 다발성 골수종, 불[0373]

투수 다발성 골수종, 불명확한 단일 클론성 간질병증(MGUS), 고형 세포질 종양(Bone, Extramedullar), 림프성

전흉성 림프종(LPL), 발덴스트룀 거대글로불린혈증, 형질세포 백혈병, 원발아밀로이드증(AL), 중쇄 질환, 전신

성 홍반성 루푸스(SLE), POEMS 증후군/골경화성 골수종, I 형 및 II 형 저온글로블린혈증, 경쇄 증식성 질환,

굿파스쳐 증후군, 특발성 혈소판 감소성 자반병(ITP), 급성 사구체 신염, 천포창 및 유천포창 질환 및 수포성

표피박리증; 또는 임의의 비-호지킨 림프종 B-세포 백혈병 또는 BCMA가 발현되는 비-호지킨 림프종(HL) 또는 환

자가 재조합 단백질 대체 요법에 대한 중화 항체를 발생시키는 임의의 질환으로부터 선택된 B 세포 매개 또는

혈장 세포 매개 질환 또는 항체 매개 질환 또는 장애의 치료를 위한 용도로 본 명세서에 개시된 본 발명에 따른

CAR 및 CAR-T를 제공하며, 상기 방법은 상기 환자에게 치료학적 유효량의 본 명세서에 기재된 CAR 또는 CAR-T를

투여하는 단계를 포함한다.

다발성 골수종은 이들 세포 유형의 단일 클론의 종양성 형질전환을 특징으로 하는 성숙 형질 세포 형태의 B-세[0374]

포 악성종양이다. 이들 형질 세포는 BM에서 증식하고, 인접한 골 및 종종 혈액으로 침입한다. 변이체 형태의 다

발성  골수종은  명백한  다발성  골수종,  무증상  다발성  골수종,  형질  세포  백혈병,  비-분비성  골수종,  IgD

골수종, 골경화성 골수종, 골의 고립성 형질세포종 및 수질외 형질세포종을 포함한다.

비-호지킨 림프종은 림프구(백혈구 세포)의 거대 그룹의 암을 포함한다. 비-호지킨 림프종은 모든 연령에서 발[0375]

생할  수  있고,  종종  정상보다  큰  림프절,  발열  및  체중  감소로  나타난다.  비호  지킨  림프종은  또한  중추

신경계, 폐, 장, 결장 및 내장을 비롯한 점막 조직과 같은 절외(extranodal) 부위에도 존재할 수 있다. 다수의

상이한 유형의 비-호지킨 림프종이 있다. 예를 들면, 비-호지킨 림프종은 적극적(신속-성장) 및 무통성(느린-성
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장) 유형으로 나뉠 수 있다. 비-호지킨 림프종은 B-세포 및 T-세포로부터 유래할 수 있고, 본원에 사용된 바와

같이, 용어 "비-호지킨 림프종" 및 "B-세포 비-호지킨 림프종"은 상호 교대로 사용된다. B-세포 비-호지킨 림프

종(NHL)은 버킷 림프종(Burkitt lymphoma), 만성 림프구성 백혈병/소림프구성 림프종(CLL/SLL), 광범위 큰 B-

세포 림프종(diffuse large B-cell lymphoma), 소포성 림프종(follicular lymphoma), 면역아세포성 대세포 림

프종(immunoblastic large cell lymphoma), 전구체 B-림프구성 림프종(precursor B-lymphoblastic lymphoma),

및 외투 세포 림프종(mantle cell lymphoma)을 포함한다. 골수 또는 줄기세포 이식 후에 발생하는 림프종은 통

상 B-세포 비-호지킨 림프종이다.

만성 림프구성 백혈병(CLL)은, B 림프구로 불리우는 미성숙 백혈구 세포 또는 B 세포에서 느린 증가를 유발하는[0376]

완만한(느린-성장) 암이다. 암 세포는 혈액 및 골수를 통해 확산하고, 또한 림프절 또는 간 및 비장 등의 다른

기관에 영향을 미칠 수 있다. CLL은 결국 골수의 파괴(fail)를 유발한다. 종종, 질환의 후기 단계에서, 상기 질

환은 소림프구성 림프종으로 불리우며 주로 2차 림프 기관, 예를 들어 림프절 및 비장에 국한된다.

본 발명의 일 실시 예에서, CAR 또는 상기 CAR을 발현하는 면역 세포는 자가 면역 질환, 바람직하게는 자가-항[0377]

체-의존성 자가 면역 질환, 바람직하게는 염증 성분을 갖는 자가 면역 질환의 치료에 사용하기 위한 것이며, 상

기  자가면역  질환은  바람직하게  다카야수  동맥염(Takayasu  arteritis),  거대세포  동맥염(giant-cell

arteritis), 가족성 지중해열(Familial Mediterranean fever), 가와사키병(Kawasaki disease), 결절성 다발성

동맥염(polyarteritis nodosa) , 피부 결절성 다발성 동맥염(cutanous Polyarteritis nodosa), 간염-관련 동맥

염(Hepatitis-associated  arteritis),  베체트  증후군(Behcet's  syndrome),  베게너  육아  종증(Wegener's

granulomatosis), ANCA-혈관염(ANCA-vasculitidies), 척 슈트라우스 증후군(Churg-Strauss syndrome), 미세 다

발성 혈관염(microscopic polyangiitis), 결합 조직 질환 혈관염(Vasculitis of connective tissue diseases),

헤노흐-쇤라인 자반병(Hennoch-Schφnlein purpura), 저온글로불린 혈관염(Cryoglobulinemic vasculitis), 피

부 백혈구 파괴 혈관염(Cutaneous leukocytoclastic angiitis), 열대성 대동맥염(Tropical aortitis), 유육종

증(Sarcoidosis), 코간 증후군(Cogan's syndrome), 비스코트-올드리치 증후군(Wiskott-Aldrich Syndrome), 나

종성 동맥염(Lepromatous arteritis), CNS의 일차 맥관염(Primary angiitis of the CNS), 폐색전 혈전 혈관염

(Thromboangiitis obliterans), 방종양성 동맥염(Paraneoplastic ateritis), 두드러기(Urticaria), Dego 질병

(Dego's  disease),  골수이형성  증후군(Myelodysplastic  syndrome),  장기  융기성  홍반(Eythema  elevatum

diutinum),  고면역글로불린  D(Hyperimmunoglobulin  D),  알레르기성  비염(Allergic  Rhinitis),  천식(Asthma

bronchiale), 만성 폐쇄성 폐질환(chronic obstructive pulmonary disease), 치주염(periodontitis), 류마티스

관절염(Rheumatoid Arthritis), 죽상 동맥 경화증(atherosclerosis), 아밀로이드증(Amyloidosis), 모르부스 크

론(Morbus Chron), 궤양성 직장염(Colitis ulcerosa), 자가 면역 근염(Autoimmune Myositis), 당뇨병(Diabetes

mellitus),  길랑-바레  증후군(Guillain-Barre  Syndrome),  조직구증(histiocytosis),  골관절염

(Osteoarthritis),  아토피  피부염(atopic  dermatitis),  치주염(periodontitis),  만성  부비동염(chronic

rhinosinusitis),  건선(Psoriasis), 건선성 관절염(psoriatic arthritis),  미세 장염(Microscopic colitis),

폐섬유증(Pulmonary  fibrosis),  사구체신염(glomerulonephritis),  휘플씨병(Whipple's  disease),  스틸병

(Still's disease), 결절성홍반(erythema nodosum), 이염(otitis), 저온글로불린혈증(cryoglobulinemia), 쇼그

렌 증후군(Sjogren's syndrome), 홍반성 낭창(Lupus erythematosus), , 바람직하게는 전신홍반루푸스(systemic

lupus erythematosus, SLE), 재생불량성빈혈(aplastic anemia), 골수섬유증(Osteomyelofibrosis), 만성염증성

탈수성다발성신경증(chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy), 기무라병(Kimura's disease), 전신

경화증(systemic  sclerosis),  만성  대동맥주위염(chronic  periaortitis),  만성  전립선염(chronic

prostatitis),  특발성  폐섬유증(idiopathic  pulmonary  fibrosis),  만성육아종병(chronic  granulomatous

disease),  특발성  이완불능증(Idiopathic  achalasia),  블레오마이신-유발  폐염증(bleomycin-induced  lung

inflammation), 사이타라빈-유발 폐염증(cytarabine-induced lung inflammation), 자가 면역성 혈소판 감소증

(Autoimmunthrombocytopenia), 자가 면역성 호중구 감소증　(Autoimmunneutropenia), 자가 면역성 용혈성 빈혈

(Autoimmunhemolytic  anemia),  자가  면역성  림프구  감소증(Autoimmunlymphocytopenia),  샤가스  병(Chagas'

disease),  만성  자가면역성  갑상선염(chronic  autoimmune  thyroiditis),  자가면역  간염(autoimmune

hepatitis),  하시모토병(Hashimoto's  Thyroiditis),  위축성  갑상선염(atropic  thyroiditis),  그레이브스병

(Graves  disase),  다선성자가면역증후군(Autoimmune  polyglandular  syndrome),  자가  면역성  애디슨  증후군

(Autoimmune  Addison  Syndrome),  심상성 천포창(Pemphigus vulgaris), 낙엽성 천포창(Pemphigus foliaceus),

포진형 피부염(Dermatitis herpetiformis), 자가 면역성 탈모증(Autoimmune alopecia), 백반증(Vitiligo), 항

인지질  증후군(Antiphospholipid  syndrome),  중증근무력증(Myasthenia  gravis),  강직인간  증후군(Stiff-man

syndrome),  굿파스쳐증후군(Goodpasture's  syndrome),  교감성안염(Sympathetic  ophthalmia),  모낭염
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(Folliculitis),  샤프  증후군(Sharp  syndrome)  및/또는  에반스  증후군(Evans  syndrome),  특히  고초열(hay

fever), 치주염(periodontitis), 죽상동맥경화증(therosclerosis), 류머티스성 관절염(rheumatoid arthritis),

가장 바람직하게 SLE으로부터 선택된다.  

루푸스라고도 알려진 전신 홍반 루푸스(Systemic lupus erythematosus, SLE)는 신체 면역계가 신체의 여러 부분[0378]

에서 건강한 조직을 공격하는 자가 면역 질환이다. 증상은 사람마다 다르며 경증부터 중증까지 나타날 수 있다.

일반적인 증상으로는 아프고 부어 오른 관절, 발열, 가슴 통증, 탈모, 구강 궤양, 림프절 부종, 피로감, 얼굴에

가장 흔한 붉은 발진이 있다.

본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "개체" 및 "대상체"는 종종 상호 교대로 사용되며, 유전자 치료 벡터, 세포-[0379]

기반 치료제 및 본원의 다른 곳에 개시된 방법에 의해 치료될 수 있는 질병, 장애 또는 상태의 증상을 나타내는

모든 동물을 지칭한다. 바람직한 실시 예에서, 대상체는 유전자 치료 벡터, 세포-기반 치료제 및 본원의 다른

곳에서 개시된 방법으로 치료될 수 있는 B 세포 악성 종양과 같은 조혈계(hematopoietic system)의 질환, 장애

또는 증상의 증상을 나타내는 임의의 동물을 포함한다. 적합한 대상체(예: 환자)는 실험실 동물(예: 마우스, 랫

트, 래빗 또는 기니아 피그), 농장 동물 및 가축 또는 애완동물(예: 고양이 또는 개)을 포함한다. 비-인간 영장

류 및, 바람직하게는, 인간 환자가 포함된다. 전형적인 대상체는, B 세포 악성 종양을 갖거나, B 세포 악성 종

양으로 진단되거나, B 세포 악성 종양을 가질 위험에 있는 인간 환자를 포함한다.

본원에 사용된 바와 같이, "치료" 또는 "치료하는"은 질환 또는 병리학적 상태의 증상 또는 병리학에 대한 모든[0380]

유익하거나 바람직한 효과를 포함하며, 치료될 질환 또는 상태의 하나 이상의 측정가능한 마커의 최소 감소도

포함할 수 있다. 치료는 임의로, 질환 또는 상태의 증상의 감소 또는 개선, 또는 질환 또는 상태의 진행의 지연

을 포함할 수 있다. "치료"는 질환 또는 상태, 또는 이의 연관된 증상을 반드시 완전히 근절하거나 치유하는 것

을 나타내는 것은 아니다.

본원에서 사용된 바와 같이, "예방하다", 및 "예방된", "예방하는" 등의 유사한 단어들은 질환 또는 상태의 발[0381]

병 또는 재발의 가능성을 방지, 억제 또는 감소시키는 접근법을 나타낸다. 또한, 이는 질환 또는 상태의 발병

또는 재발을 지연시키거나, 질환 또는 상태의 증상의 발명 또는 재발을 지연시키는 것을 나타낸다. 본원에서 사

용된 바와 같이, "예방" 및 유사한 단어들은 또한 질환 또는 상태의 발병 또는 재발 전에 질환 또는 상태의 강

도, 영향, 증상 및/또는 부담을 감소시키는 것을 포함한다.

일 실시 예에서, 이를 필요로 하는 대상체에서 B 세포 관련 질환을 치료하는 방법은 본원에서 의도된 유전적으[0382]

로 변형된 면역 이펙터 세포를 포함하는 유효량, 예를 들면, 치료학적 유효량의 조성물을 투여하는 것을 포함한

다. 투여 양 및 빈도는, 적절한 용량이 임상 시험에 의해 결정될 수 있지만, 환자의 상태 및 환자 질환의 유형

및 중증도와 같은 인자에 의해 결정될 것이다.

본원에서 의도된 조성물의 투여는 에어로졸 흡입, 주사, 경구섭취, 수액, 주입 또는 이식을 포함하는 임의의 통[0383]

상의 방법으로 수행할 수 있다. 바람직한 실시 예에서, 조성물은 비경구 투여된다. 본원에서 사용된 바와 같은

문구 "비경구 투여" 및 "비경구 투여된"은 통상 주사에 의한, 장용 및 국소 투여를 제외한 투여 방식을 지칭하

고, 제한 없이, 혈관내, 정맥내, 근육내, 동맥내, 척추강내, 낭내, 안와내, 종양내, 심장내, 피내, 복강내, 경

기관, 피하, 관절내, 피막내, 지주막하, 척수내 및 흉골내 주사 및 주입을 포함한다. 일 실시 예에서, 본원에서

의도된 조성물은 종양, 림프절 또는 감염 부위 내로 직접 주사에 의해 대상체에게 투여된다.

실시예[0384]

본 발명은 본원에 개시된 실시 예에 의해 입증된다. 실시 예는 잠재적으로 바람직한, 본 발명의 비제한적인 실[0385]

시 예에 대한 기술 지원 및 보다 상세한 설명을 제공한다. 본원에 기재된 CAR의 기능을 입증하기 위해, 본 발명

자는 하기 실험을 수행하였다:

- 서로 다른 표적 세포주에서 CAR로 형질감염된 인간 T 세포의 공생-배양은 별개의 BCMA+ MM 및 NHL 세포주에[0386]

의한 특이적 T 세포 활성화를 나타낸다; 판독은 T 세포로부터 이펙터 사이토킨으로서의 IFN-γ의 방출이다;

-  세포 독성 분석은 BCMA+  세포주의 선택적 살생을 나타낸다; 본질적으로 BCMA-음성 세포주 또는 일차 세포[0387]

(primary cell)에서 살상은 관착되지 않았다.

예를 들어, HUVECs(내피 기원), HEK293(신장), 말초 혈액 B 세포, 말초 혈액 총 백혈구, T- 및 B-모두, 대장암.[0388]

- 다발성 골수종 세포와 함께 공생-배양된 CAR-T 세포의 CD107a 염색, 유동 세포 계측법에 의한 항원 특이적[0389]
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(BCMA) 자극시 CD8+ T 세포의 탈과립화(degranulating) 검출.

- 생체 내 실험은 i) 기능성, ii) 오프-타겟 반응성, iii) T 세포 기억 및 iv) B-NHL 및 골수종 세포주에 대해[0390]

이식된 CAR-T 세포의 생체 안전성에 대한 데이터를 생성하기 위해 이종 이식된 NSG 마우스 모델을 사용하는 것

과 관련된다. B-NHL의 경우, 항-BCMA CAR-T 세포의 세포 용해능(cytolytic capacity)을 기존의 항-CD19 CAR-T

세포 생성물과 비교 하였다.

실시예 1: 클로닝 및 플라스미드 제조(Cloning and plasmid preparation)[0391]

CAR 서열은 GeneArt
TM
(Gene Synthesis Service)를 사용하여 합성하였다. CAR 구조의 제한 효소는 NotI 및 EcoRI[0392]

를 사용하여 수행되었다(도 5). 레트로바이러스 벡터 MP71은 또한 NotI 및 EcoRI로 절단한 후 탈인산화시켰다.

겔 전기 영동을 이용하여 CAR과 벡터를 분리하고(도 6), 단편을 정제하였다. CAR 구조는 이어서 3:1의 비율로[0393]

벡터(50ng)에  연결시켰다.  MACH-1  로의  라이게이션  혼합물의  형질전환이  수행되었다(도  3).  대조군  절단

(digest)을 수행하고 Mini-Preparation의 서열을 결정하였다. 구조물은 MACH-1으로 재-형질전환 되었다. MP71-

BCMA-CAR 플라스미드의 maxi-Preparation를 제조 하였다.

MP71은 단일 (+)-가닥 RNA  바이러스이다. Reverse-Transcriptase는 레트로바이러스 RNA-게놈을 DNA  사본으로[0394]

변환한다. DNA는 표적 게놈으로 임의의 위치에 프로바이러스로 통합된다. 세포 분열을 통해 바이러스는 프로바

이러스(provirus)로 안정적으로 번식한다.

실시예 2: 형질 감염 및 형질 도입(Transfection and transduction)[0395]

0일: 6-웰 플레이트에서 바이러스 생산을 위한 HeKT(293T)- 또는 GalV-세포 접종[0396]

1일: 레트로바이러스 생산을 위한 일시적인 3-플라스미드 형질감염(인산 칼슘 형질감염). 웰 당, 표준 프로토콜[0397]

에 따라 250mM CaCl2, 150㎕ H2O에서 18μg의 DNA를 사용했다. 세포를 37℃에서 6시간 동안 배양하고, 배지를

교환하고, 37℃에서 48시간 동안 추가 배양한다.

항-huCD3 항체 및 항-huCD28 항체로 24-웰 비-조직 배양 플레이트 코팅:[0398]

웰 당 0.5mL PBS(5μg/mL 항-CD3, 1 μg/mL 항-CD28)에 항-CD3/항-CD28 항체 솔루션을 준비한다. 37℃에서 2시[0399]

간 동안 0.5 mL 항체 솔루션을 포함한 각 웰을 인큐베이션하고, 멸균 2% BSA-솔루션(물)로 교체한다, 인큐베이

션: 30분(37℃). BSA 솔루션을 제거하고 2 mL PBS로 웰을 세척한다.

40ml 혈액에서 PBMCs의 정제(~2.5x10
7
 PBMCs):[0400]

2x50 ml Falcon-Tube에 12,5ml Ficoll-Gradient 배지를 준비하고, RPMI(+100IU/ml 페니실린, 스트렙토마이신)[0401]

로 혈액을 45ml까지 희석하고, 22.5ml의 Blood-Medium-mixture로 혼합하고 코팅한 다음, 원심 분리기(20분, 20

℃, 1800 rpm, RZB*648, G 17.9)한다. 15ml 상층을 버린다. white-milky PBMC 함유 중간상을 포함하는 상층의

나머지를 새로운 50 ml Falcon-Tube에 옮기고, RPMI(+100IU/ml 페니실린, 스트렙토마이신)으로 45ml까지 채우

고 원심분리한다. 45 mL RPMI(+100 IU/ML 페니실린, 스트렙토마이신)에서 펠렛을 재현탁시키고, 원심 분리기하

고, 10-20 mL T 세포 배지에 펠렛을 결합하고, 트립판 블루로 한 샘플을 염색하고, 세포를 카운트하고 항-CD3,

항-CD28 코팅된 웰에 1-1.5x10
6
 세포/ml(400U/ml clinic-IL2에 해당 T 세포 배지(+100 IU/ml IL-2))의 농도로

세포를 추가한다. PBMCs의 나머지를 원심 분리기에 옮기고 -80℃에서 Cryo tube에 저장하고 동결 보관한다.

3일: PBL의 형질 도입[0402]

Hekt- 또는 GalV-세포에서 바이러스 상등액을 제거하고 여과(0.45 μm 필터). 1.5 mL 바이러스 상등액으로 자극[0403]

PBMCs을 처리.

4일: PBL의 형질 도입[0404]

Hekt- 또는 GalV-세포(0.45 μm)로부터 남은 바이러스 상층액(4℃) 및 두 번째 상등액을 여과. PBL에서 1 ml에[0405]

서 1.5 ml의 상등액을 회수. CD3-/CD28-코팅 웰(90분, 32℃, 2000 RPM)에서 1 mL에서 1.5 mL 바이러스 상등액

으로 자극 PBMCs처리 및 원심분리. 최종 농도 100 IU/ml IL2(1ul von 400U/μl) 또는 10 ng/μl IL7 및 10 ng/

μl IL15 및 추가로 4 μg/ml(8 μl)의 프로타민 황산염. 90분 2000 rpm 32℃에서 원심 분리. 

7일 ~ 13일 : PBL배양, T 세포 배지를 신선한 IL2 또는 IL7/IL15로 처리.[0406]
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13일 : T 세포 자극 종료.[0407]

세포 배양 플라스크에서 PBL-배지를 세척, 원심 분리, T 세포 배지(+10 IU/mL IL2)에서 펠렛을 재현탁. [0408]

15일째: 기능적 분석.[0409]

실시예 3: 항-BCMA CAR T 세포의 기능적 in vitro 시험[0410]

I. 레트로바이러스 형질 도입 후 인간 T 세포에서 BCMA CAR 발현 확인.[0411]

인간 T 세포와 관련하여 CAR 수용체의 접힘 및 운반에 대한 증거가 얻어졌다. 레트로바이러스 형질 도입 프로토[0412]

콜의 기능이 평가되었다.

인간  말초  혈액  백혈구를  Ficoll  구배를  통해  정제하였다.  상기  기술한  바와  같이  세포를  배양하고,[0413]

자극시키고, 레트로바이러스로 형질 감염시켰다. 형질 도입 후, 세포를 BCMA-CAR 발현 분석 전에 IL-2 또는 IL-

7/IL-15 함유 배지에서 배양하였다.

형질 도입 비율(rate) 및 생존력은 유동 세포 계측법(FACS) 분석에 의해 평가되었다. BCMA-CAR 발현을 검출하기[0414]

위해, CAR 구조체의 스페이서 영역에서 인간 IgG1 또는 IgG4 절편을 선택적으로 인식하는 항-인간 Ig 항체로 세

포를 염색하였다. CD3/CD8/CD4 T 세포에 대한 공동 염색을 수행하였다. 결과는 도 7을 참조한다.

II. 상이한 표적 세포주를 갖는 CAR-형질 감염 인간 T 세포의 공생-배양은 별개의 BCMA
+
 다발성 골수종(MM) 및[0415]

B-NHL 세포주에 의한 특이적 T 세포 활성화를 나타낸다.

판독은 T 세포로부터 이펙터(effector) 사이토카인으로서의 IFN-γ의 방출이다.[0416]

전에 설명한대로 레트로바이러스-형질도입된 인간 T 세포를 생성한다; 모든 BCMA CAR 수용체 변이체(IX-XVII),[0417]

SP6-음성 대조군 CAR, CD19 CAR, UT=비형질도입된 T 세포. 다음과 같은 인간 세포주를 공동 배양의 표적 세포로

사용한다:

표 4

세포주[0418] 기원 BCMA-양성

NCI-H929 다발성 골수종(MM) yes

MM.1S MM yes

OPM-2 MM yes

RPMI 8226 MM yes

REH B 급성 림프구성 백혈병(B-ALL) no

REH-BCMA BCMA로 안정적으로 형질전환된 REH yes

DOHH-2 소포성  중심모세포/중심세포  림프종
(follicular
centroblastic/centrocytic  lymphoma,
FL)에서  진행된  면역모세포
(immunoblastic) B 세포 림프종

yes, 약함

JVM-3 B 세포 만성 림프성 백혈병(B-CLL) yes, 약함

SU-DHL4 광범위  큰  B  세포  림프종(DLBCL),
germinal center 형

yes, 약함

NALM-6 B 급성 림프구성 백혈병(B-ALL) no

RS4 B-ALL no

Jurkat T 세포 급성 림프구성 백혈병(T-ALL) no

정상 말초 B 세포 건강한 기증자 no

MEC-1 B-CLL yes, 약함

JEKO-1 외투 세포 림프종(MCL), B-NHL yes, 약함

HUVEC 인간 제대 정맥 내피세포, 건강한 기증
자

no

SW620 결장암(colon carcinoma) no

HT116 결장암(colon carcinoma) no

HEK293 인간 배아 신장 상피 세포 no

PBMC 인간 말초 혈액 단핵 세포, 건강한 기증
자

no
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나열된 세포주 또는 일차 세포가 1:1의 비율로 존재할 때 레트로바이러스-형질도입된(retrovirally transduced)[0419]

T 세포를 18-20 시간 동안 공생-배양한다. 그 후, 세포-free 배양 상등액을 취한다; 최대. 방출은 이펙터 T 세

포의 PMA/ionomycin 자극에 의해 유도된다; 최소 방출은 T 세포뿐이다. ELISA로 상층액에서 IFN-감마선을 측정

한다. 결과는 도 8을 참조한다.

III. 다발성 골수종 세포와 함께 공생-배양된 CAR-T 세포의 CD107a(LAMP1) 염색: 유동 세포 계측법에 의한 항원[0420]

특이적(BCMA) 자극시 활성화된 탈과립 CD8
+
 T 세포의 검출.

상기와 같이 레트로바이러스로 형질-도입된 인간 T 세포를 생성한다; BCMA CAR-수용체 변이체(IX-XI), SP6-음성[0421]

대조군 CAR을 사용한다.

나열된 세포주의 존재하에 레트로바이러스로 형질-도입된 T 세포를 18시간 동안 1:1의 비율로 공생-배양한다.[0422]

세포 배지에 밤새 배양 항 CD107a(LAMP1) 항체를 첨가; 항체는 분비하는 리소좀이 원형질막과 융합할 때 T 세포[0423]

에 지속적으로 결합하고 그 베지클의 효소적 함량을 방출한다. 이러한 베지클는 그랜자임(granzymes) 및 퍼포린

(perforin)과 같은 세포 용해 매개체를 포함한다. 다음날 T 세포는 항 CD8 및/또는 CD3로 동시 염색된다.

유동 세포 계측법에 의한 분석: 평균 형광 강도(MFI)로 표현되는 CD107a 반응성이 높으면 상한 T 세포의 활성화[0424]

를 나타낸다. T 세포의 항원 의존성 활성화가 확인될 수 있다. 결과는 도 9를 참조한다. 

IV. 세포 독성 분석은 BCMA-선행 세포주의 선택적 사멸을 나타낸다; 본질적으로 BCMA-음성 세포주에서는 사멸이[0425]

관찰되지 않았다. 

세포 독성 T 림프구 활동의 정량을 위해 
51
Cr-방출 분석을 사용한다. 측정 대상 세포의 세포 용해한다.[0426]

전에 설명한대로 레트로바이러스-형질도입된 인간 T 세포를 생성한다. BCMA CAR-수용체 변이체(IX-XI), SP6-음[0427]

성 대조군 CAR; 대조군으로서의 CD19 CAR를 준비한다.

표적 세포를 
51
Cr로 표지한다. CAR-T 세포와 표지된 표적 세포를 4시간 동안 공생-배양 하였다. 목표 비율로 이[0428]

펙터를 적정한다.

E:T[0429]

80:1[0430]

40:1[0431]

20:1[0432]

10:1[0433]

5:1[0434]

2.5:1[0435]

세포-free 세포 배양 상등액을 수집한다. 상등액을 LUMA-scintillation 플레이트로 옮기면 감마-scintillation[0436]

카운터에서 
51
Cr가 방출된다. 맥스. 방출; Triton X-100 투과성으로 표적 세포를 용해시킴. Min. 방출: 표적 세

포만. 결과는 도 10을 참조한다.

또한, 도 11은 세포 독성에 대해 평가된 각 세포 유형의 표면상에 발현되는 BCMA 및 CD19의 양을 보여주는 결과[0437]

를 제공한다. 도 12는 CAR의 scFV 결합 영역과 BCMA 에피토프 간의 상호 작용을 개략적으로 나타낸 것이다.

실시예 4: 이종 이식된 NSG 마우스 모델을 사용하여 B-NHL 및 골수종 세포주에 대해 입양 전이된(adoptively[0438]

transferred) CAR-T 세포를 평가하는 생체 내 실험

NSG 마우스에 이종 이식을 사용한 생체 내 실험:[0439]

1) 다양한 항 BCMA-변이체를 갖춘 CAR T 세포가 동일 조건에서 이펙터 활성을 갖는다는 것을 입증하기 위해, 상[0440]

이한 BCMA 항원 밀도를 갖는 다발성 골수종 세포를 i.v. 루트를 통하여 NSG-마우스(NOD.Cg-Prkdc
scid

 Il2rg 
tm1

Wjl
/SzJ)에 이식하였다. 사용할 수 있는 다발성 골수종 세포주는 다음과 같다: RPMI-8226, 낮은 BCMA; MM1S, 중
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간 BCMA 밀도; NCI-H229, 높은 BCMA 밀도.

2) 생체(in situ)에서 B-NHL 세포주에 대한 항 BCMA CAR T 세포 반응성을 확인하기 위해, NSG 마우스에 루시페[0441]

라제-형질전환된 세포주, 예를 들어 SU-DHL4(DLBCL), JEKO-1(mantle cell lymphoma), JVM3(CLL), MEC1(CLL),

DOHH-2(FL)를 i.v. 주입하였다,

BCMA CAR-T 세포는 다발성 골수종(MM) 및 B-세포 비호지킨 림프종(B-NHL) 마우스 모델에서 생체 내 항종양 활성[0442]

을 중재한다:

BCMA CAR로 변형된 T 세포의 강한 시험관 내 활성이 생체 내 효율적인 항 종양 활성으로 전환된다는 개념 증명[0443]

을 제공하기 위해, 우리는 NOD.Cg-Prkdc
scid

 Il2rg 
tm1 Wjl

/SzJ(NSG) 마우스 집단에 인간 MM.1S 세포주(도 15) 또

는 GFP와 함께 루시퍼라제 유전자로 형질도입된 B-NHL 세포주 JeKo-1(mantle cell lymphoma)(도 16)를 i.v. 접

종하였다. NSG 마우스는 T, B 및 NK 세포를 생성하지 않으므로 이종 이식된 인간 세포의 내성과 성장에 적합하

다. 여기에 제시된 실험 시간 내에 "이식 편대 숙주"(GvHD) 반응(이종 반응)은 관찰되지 않았다(데이터는 표시

되지 않음). 종양의 성장은 IVIS 영상과 루시퍼린(luciferin) 주입으로 7-8일 후에 관찰되었다. 종양 성장 확인

후, CAR-T 세포는 하루 후(= 0일)에 i.v. 주사되었다. 기능적 생체 내 실험에서 CAR 구조물 IX(B IX)를 사용하

였다. 총 수치는 6~7x10
6
/동물 CAR-T 세포를 초과하지 않았으며, 이 집단에서 T 세포의 평균 변환율은 40~60%였

다. 기증자당, SP6 및 BCMA 변환율은 +/- 10%의 범위 내에서 일치하였다. 도시된 두 실험에 대해, 3x10
6
 형질

도입된 CAR-T 세포의 유효량이 사용되었다. 대조군 마우스는 SP6 CAR-T 세포를 투여받았다.

MM1.S 실험(도 15)에서, 형질 전환된 CAR-T 세포 3x10
6
(상기와 같이, 총 6-7x10

6
)를 이식하고 관찰 간격을 17일[0444]

로 연장시켰다. 본질적으로 모든 SP6 CAR 치료 동물은 척추, 골반 및 뒷다리에 강한 발광 신호가 특징인 진행성

MM 질환이 있거나 (베를린 주) 동물 보호법에 따라 질병 진행으로 인해 희생되었지만, BCMA CAR 치료군의 경우

는 그렇지 않았다. 우리는 이 비교적 낮은 CAR-T 세포 수에서 BCMA CAR-T 세포가 이미 항-골수종 활성을 가지고

있다고 결론 내린다(도 15A-C).

항-BCMA CAR-T 세포의 높은 친화도 및 결합력으로 인해, 낮은 BCMA-발현 성숙화 B 세포 NHL조차도 인식되어 T[0445]

세포  활성화  및  종양  세포  사멸을  가능하게  한다.  그러한  성숙화  B-NHL  개체는  소포성  림프종(follicular

lymphoma),  광범위  큰  B-세포  림프종(diffuse  large  B-cell  lymphoma),  외투  세포  림프종(Mantle  cell

lymphoma) 및 만성 림프구성 백혈병(chronic lymphocytic leukemia)의 특정 단계를 포함한다(도 11, 10, 9, 8

참조). B-NHL 개체의 표적 구조로서 BCMA의 적합성을 증명하기 위해, 맨틀 세포(Mantle cell) 림프종 세포주

JeKo-1으로 도전된 NSG 마우스에 형질 전환된 CAR-T 세포(총 6-7 x 10
6
)를 이식하였다. 본질적으로 모든 SP6

CAR 치료 동물은 간, 흉부 기관, 뒷다리의 골수 및 비장에 강한 형광 신호를 특징으로 하는 진행성 림프종 질환

이 진행되었으나, BCMA CAR 치료군의 경우는 그렇지 않았다. 이를 통해 우리는 BCMA CAR-T 세포가 다발성 골수

종을 넘어 B-NHL 림프종 개체(도 16A-C)까지 항 종양 활성을 가지고 있다는 것을 전임상으로 증명했다.

실시예 5: BCMA 분자의 표면 밀도 결정[0446]

항-BCMA CAR-T 세포의 높은 친화도 및 결합력은 낮은 BCMA-발현 성숙화 B 세포 NHL 개체의 인식을 허용하여 T[0447]

세포 활성화 및 종양 세포 사멸을 초래한다. 그러한 성숙화 B-NHL 개체는 소포성 림프종(follicular lymphoma),

광범위 큰 B-세포 림프종(diffuse large B-cell lymphoma), 외투 세포 림프종(Mantle cell lymphoma) 및 만성

림프구성 백혈병(chronic lymphocytic leukemia)의 특정 단계를 포함한다.

BCMA  분자의  표면  밀도를  정량화하기  위해,  우리는  BD  Phycoerythrin  Fluorescence  Detection  Kit(BD[0448]

Quantibrite 분석법(BD Bioscience)이라고도 함)를 적용했다. 세포 당 PE 분자의 수는 세포 당 항원으로 변환될

수 있으며 이는 세포 당 항원 수의 정량적인 추정치이다. 유세포 분석법이 적용되었다.

이 방법을 사용하여 다발성 골수종 세포주인 NCI-H929의 상대 표면 BCAM 항원 밀도는 12555이고, 다발성 골수종[0449]

세포주 OPM-2는 3443 BCMA 분자를 가지며, 다발성 골수종 세포주 MM.1S는 3181의 상대적 값을 가진다.

언급된 B-NHL 세포주에 대한 BCMA 항원 밀도는 NCI-H929에 비해 다음과 같다: DOHH-2: 1/20, JeKo-1: 1/250,[0450]

MEC-1: 1/34
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<211>    8

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    H-CDR1

<400>    1

Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr Trp

  1               5            

<210>    2

<211>    8

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    H-CDR2

<400>    2

Ile Asn Pro Ser Ser Ser Thr Ile

  1               5            

<210>    3

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    H-CDR3

<400>    3

Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr Asp Tyr

  1               5                  10            

<210>    4

<211>    6

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    L-CDR1

<400>    4

Gln Ser Val Glu Ser Asn

  1               5    

<210>    5

<211>    4

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    L-CDR2

<220><221

>    MISC_FEATURE

<222>    (4)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>    5

Ser Ala Ser Xaa

  1            

<210>    6

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    L-CDR3

<400>    6

Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu Thr

  1               5                

<210>    7

<211>    8

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    H-CDR2

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (4)..(5)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>    7

Ile Asn Pro Xaa Xaa Ser Thr Ile

  1               5            

<210>    8

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    H-CDR3

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (5)
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<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (11)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>    8

Ala Ser Leu Tyr Xaa Asp Tyr Gly Asp Ala Xaa Asp Tyr

  1               5                  10            

<210>    9

<211>    6

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    L-CDR1

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (4)..(5)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>    9

Gln Ser Val Xaa Xaa Asn

  1               5    

<210>    10

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    L-CDR3

<400>    10

Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu Thr Phe Gly

  1               5                  10    

<210>    11

<211>    120

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    VH domain

<400>    11

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
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  1               5                  10                  15 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr

             20                  25                  30 

Trp Phe Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Val Trp Val

         35                  40                  45 

Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro Ser Leu

     50                  55                  60 

Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr

 65                  70                  75                  80 

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

                 85                  90                  95 

Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr Asp Tyr Trp Gly Gln

            100                 105                 110 

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

        115                 120

<210>    12

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    VL domain

<400>    12

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

  1               5                  10                  15 

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Glu Ser Asn

             20                  25                  30 

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Ala Leu Ile

         35                  40                  45 

Tyr Ser Ala Ser Leu Arg Phe Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly

     50                  55                  60 

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser

 65                  70                  75                  80 

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu
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                 85                  90                  95 

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys

            100                 105        

<210>    13

<211>    18

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Whitlow linker

<400>    13

Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr

  1               5                  10                  15 

Lys Gly

       

<210>    14

<211>    17

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Gly-Ser linker

<400>    14

Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly

  1               5                  10                  15 

Ser

   

<210>    15

<211>    234

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgG1-CD28 spacer

<400>    15

Pro Ala Glu Pro Lys Ser Pro Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys

  1               5                  10                  15 

Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys

             20                  25                  30 
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Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ala Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val

         35                  40                  45 

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr

     50                  55                  60 

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu

 65                  70                  75                  80 

Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His

                 85                  90                  95 

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys

            100                 105                 110 

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln

        115                 120                 125 

Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu

    130                 135                 140 

Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro

145                 150                 155                 160 

Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn

                165                 170                 175 

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

            180                 185                 190 

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val

        195                 200                 205 

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln

    210                 215                 220 

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Lys

225                 230                

<210>    16

<211>    235

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgG1 - 4-1BB spacer

<400>    16
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Pro Ala Glu Pro Lys Ser Pro Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys

  1               5                  10                  15 

Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys

             20                  25                  30 

Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ala Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val

         35                  40                  45 

Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr

     50                  55                  60 

Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu

 65                  70                  75                  80 

Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His

                 85                  90                  95 

Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys

            100                 105                 110 

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln

        115                 120                 125 

Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu

    130                 135                 140 

Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro

145                 150                 155                 160 

Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn

                165                 170                 175 

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

            180                 185                 190 

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val

        195                 200                 205 

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln

    210                 215                 220 

Lys Ser Leu Ser Ser Leu Ser Pro Gly Lys Lys

225                 230                 235

<210>    17

<211>    229
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgG4 (Hi-CH2-CH3) spacer

<400>    17

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe

  1               5                  10                  15 

Glu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr

             20                  25                  30 

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val

         35                  40                  45 

Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val

     50                  55                  60 

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser

 65                  70                  75                  80 

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu

                 85                  90                  95 

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser

            100                 105                 110 

Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro

        115                 120                 125 

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln

    130                 135                 140 

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala

145                 150                 155                 160 

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr

                165                 170                 175 

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu

            180                 185                 190 

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser

        195                 200                 205 

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
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    210                 215                 220 

Leu Ser Leu Gly Lys

225                

<210>    18

<211>    119

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgG4 (Hi-CH3) spacer

<400>    18

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Gly Gln Pro Arg

  1               5                  10                  15 

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys

             20                  25                  30 

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp

         35                  40                  45 

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys

     50                  55                  60 

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser

 65                  70                  75                  80 

Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser

                 85                  90                  95 

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser

            100                 105                 110 

Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys

        115                

<210>    19

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgG4 (Hi) spacer

<400>    19

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro

  1               5                  10        
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<210>    20

<211>    24

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CD8a domain

<400>    20

Ile Tyr Ile Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu

  1               5                  10                  15 

Ser Leu Val Ile Thr Leu Tyr Cys

             20                

<210>    21

<211>    27

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CD28 domain

<400>    21

Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu

  1               5                  10                  15 

Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile Phe Trp Val

             20                  25        

<210>    22

<211>    42

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    4-1BB co-stimulatory domain

<400>    22

Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met

  1               5                  10                  15 

Arg Pro Val Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe

             20                  25                  30 

Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu

         35                  40        

<210>    23
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<211>    41

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CD28 co-stimulatory domain

<400>    23

Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr

  1               5                  10                  15 

Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr Ala Pro

             20                  25                  30 

Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser

         35                  40    

<210>    24

<211>    113

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CD3zeta (CD28 or 4-1BB) signaling domain

<400>    24

Leu Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln

  1               5                  10                  15 

Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu

             20                  25                  30 

Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly

         35                  40                  45 

Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln

     50                  55                  60 

Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu

 65                  70                  75                  80 

Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr

                 85                  90                  95 

Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro

            100                 105                 110 

Arg
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<210>    25

<211>    5

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    H-CDR1

<400>    25

Arg Tyr Trp Phe Ser

  1               5

<210>    26

<211>    18

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    H-CDR2

<400>    26

Glu Ile Asn Pro Ser Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro Ser Leu Lys

  1               5                  10                  15 

Asp Lys

       

<210>    27

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    H-CDR3

<400>    27

Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr Asp Tyr Trp

  1               5                  10            

<210>    28

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    L-CDR1

<400>    28

Lys Ala Ser Gln Ser Val Glu Ser Asn Val Ala
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  1               5                  10    

<210>    29

<211>    7

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    L-CDR2

<400>    29

Ser Ala Ser Leu Arg Phe Ser

  1               5        

<210>    30

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    L-CDR3

<400>    30

Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu Thr Phe Gly

  1               5                  10    

<210>    31

<211>    53

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    31

Met Ala Gly Gln Cys Ser Gln Asn Glu Tyr Phe Asp Ser Leu Leu His

  1               5                  10                  15 

Ala Cys Ile Pro Cys Gln Leu Arg Cys Ser Ser Asn Thr Pro Pro Leu

             20                  25                  30 

Thr Cys Gln Arg Tyr Cys Asn Ala Ser Val Thr Asn Ser Val Lys Gly

         35                  40                  45 

Thr Asn Ala Leu Glu

     50            

<210>    32

<211>    56

<212>    PRT
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<213>    Homo sapiens

<400>    32

Met Leu Gln Met Ala Gly Gln Cys Ser Gln Asn Glu Tyr Phe Asp Ser

  1               5                  10                  15 

Leu Leu His Ala Cys Ile Pro Cys Gln Leu Arg Cys Ser Ser Asn Thr

             20                  25                  30 

Pro Pro Leu Thr Cys Gln Arg Tyr Cys Asn Ala Ser Val Thr Asn Ser

         35                  40                  45 

Val Lys Gly Thr Asn Ala Leu Glu

     50                  55    

<210>    33

<211>    20

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    33

Tyr Phe Asp Ser Leu Leu His Ala Cys Ile Pro Cys Gln Leu Arg Cys

  1               5                  10                  15 

Ser Ser Asn Thr

             20

<210>    34

<211>    5

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    H-CDR1

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (4)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>    34

Arg Tyr Trp Xaa Ser

  1               5

<210>    35

<211>    18

<212>    PRT
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    H-CDR2

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (5)..(6)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>    35

Glu Ile Asn Pro Xaa Xaa Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro Ser Leu Lys

  1               5                  10                  15 

Asp Lys

       

<210>    36

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    H-CDR3

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (4)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (10)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>    36

Ser Leu Tyr Xaa Asp Tyr Gly Asp Ala Xaa Asp Tyr Trp

  1               5                  10            

<210>    37

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    L-CDR1

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (7)..(8)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>    37

등록특허 10-2497013

- 88 -



Lys Ala Ser Gln Ser Val Xaa Xaa Asn Val Ala

  1               5                  10    

<210>    38

<211>    120

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HC (VH) mouse

<400>    38

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

  1               5                  10                  15 

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ile Asp Phe Ser Arg Tyr

             20                  25                  30 

Trp Met Ser Trp Val Arg Arg Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

         35                  40                  45 

Gly Glu Ile Asn Pro Asp Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro Ser Leu

     50                  55                  60 

Lys Asp Lys Phe Ile Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr

 65                  70                  75                  80 

Leu Gln Met Ser Lys Val Arg Ser Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys

                 85                  90                  95 

Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln

            100                 105                 110 

Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser

        115                 120

<210>    39

<211>    120

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HC partially humanized

<400>    39

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

  1               5                  10                  15 
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Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr

             20                  25                  30 

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

         35                  40                  45 

Gly Glu Ile Asn Pro Asp Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro Ser Leu

     50                  55                  60 

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr

 65                  70                  75                  80 

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

                 85                  90                  95 

Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln

            100                 105                 110 

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

        115                 120

<210>    40

<211>    120

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hHC01

<400>    40

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

  1               5                  10                  15 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr

             20                  25                  30 

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Val Trp Val

         35                  40                  45 

Gly Glu Ile Asn Pro Asp Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro Ser Leu

     50                  55                  60 

Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr

 65                  70                  75                  80 

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

                 85                  90                  95 
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Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln

            100                 105                 110 

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

        115                 120

<210>    41

<211>    120

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hHC02

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (34)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (54)..(55)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (101)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (107)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>    41

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

  1               5                  10                  15 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr

             20                  25                  30 

Trp Xaa Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Val Trp Val

         35                  40                  45 

Gly Glu Ile Asn Pro Xaa Xaa Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro Ser Leu

     50                  55                  60 

Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu 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 

Ala Ser Leu Tyr Xaa Asp Tyr Gly Asp Ala Xaa Asp Tyr Trp Gly Gln

            100                 105                 110 

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

        115                 120

<210>    42

<211>    120

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hHC03

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (33)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (35)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (47)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (50)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (99)..(101)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (106)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>    42

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

  1               5                  10                  15 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr
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             20                  25                  30 

Xaa Met Xaa Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Val Xaa Val

         35                  40                  45 

Gly Xaa Ile Asn Pro Asp Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro Ser Leu

     50                  55                  60 

Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr

 65                  70                  75                  80 

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

                 85                  90                  95 

Ala Ser Xaa Xaa Xaa Asp Tyr Gly Asp Xaa Met Asp Tyr Trp Gly Gln

            100                 105                 110 

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

        115                 120

<210>    43

<211>    120

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hHC04

<400>    43

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

  1               5                  10                  15 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr

             20                  25                  30 

Trp Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Val Trp Val

         35                  40                  45 

Gly Glu Ile Asn Pro Asn Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro Ser Leu

     50                  55                  60 

Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr

 65                  70                  75                  80 

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

                 85                  90                  95 

Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr Asp Tyr Trp Gly Gln
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            100                 105                 110 

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

        115                 120

<210>    44

<211>    120

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hHC05

<400>    44

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

  1               5                  10                  15 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr

             20                  25                  30 

Trp Phe Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Val Trp Val

         35                  40                  45 

Gly Glu Ile Asn Pro Asn Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro Ser Leu

     50                  55                  60 

Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr

 65                  70                  75                  80 

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

                 85                  90                  95 

Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr Asp Tyr Trp Gly Gln

            100                 105                 110 

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

        115                 120

<210>    45

<211>    120

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hHC06

<400>    45

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
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  1               5                  10                  15 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr

             20                  25                  30 

Trp Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Val Trp Val

         35                  40                  45 

Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro Ser Leu

     50                  55                  60 

Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr

 65                  70                  75                  80 

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

                 85                  90                  95 

Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr Asp Tyr Trp Gly Gln

            100                 105                 110 

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

        115                 120

<210>    46

<211>    120

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hHC07

<400>    46

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

  1               5                  10                  15 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr

             20                  25                  30 

Trp Phe Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Val Trp Val

         35                  40                  45 

Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro Ser Leu

     50                  55                  60 

Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr

 65                  70                  75                  80 

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
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                 85                  90                  95 

Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr Asp Tyr Trp Gly Gln

            100                 105                 110 

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

        115                 120

<210>    47

<211>    108

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    LC (VL) mouse

<400>    47

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Gln Arg Phe Met Thr Thr Ser Val Gly

  1               5                  10                  15 

Asp Arg Val Ser Val Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Ser Asn

             20                  25                  30 

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Arg Gln Ser Pro Lys Ala Leu Ile

         35                  40                  45 

Phe Ser Ala Ser Leu Arg Phe Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Thr Gly

     50                  55                  60 

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Asn Leu Gln Ser

 65                  70                  75                  80 

Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu

                 85                  90                  95 

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg

            100                 105            

<210>    48

<211>    108

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    LC partially humanized

<400>    48

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Val Gly

등록특허 10-2497013

- 96 -



  1               5                  10                  15 

Asp Glu Val Thr Leu Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Ser Asn

             20                  25                  30 

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

         35                  40                  45 

Tyr Ser Asp Asp Leu Arg Phe Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly

     50                  55                  60 

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser

 65                  70                  75                  80 

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu

                 85                  90                  95 

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg

            100                 105            

<210>    49

<211>    108

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hLC01

<400>    49

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

  1               5                  10                  15 

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Ser Asn

             20                  25                  30 

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Ala Leu Ile

         35                  40                  45 

Tyr Ser Ala Ser Leu Arg Phe Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly

     50                  55                  60 

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser

 65                  70                  75                  80 

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu

                 85                  90                  95 

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg
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            100                 105            

<210>    50

<211>    108

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hLC02

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (30)..(31)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>    50

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

  1               5                  10                  15 

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Xaa Xaa Asn

             20                  25                  30 

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Ala Leu Ile

         35                  40                  45 

Tyr Ser Ala Ser Leu Arg Phe Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly

     50                  55                  60 

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser

 65                  70                  75                  80 

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu

                 85                  90                  95 

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg

            100                 105            

<210>    51

<211>    108

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hLC03

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (31)..(32)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid
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<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (36)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (49)..(50)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (52)..(53)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (55)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (66)..(67)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (89)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (91)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (94)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (96)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>    51

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

  1               5                  10                  15 

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Asp Xaa Xaa

             20                  25                  30 
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Val Xaa Trp Xaa Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Ala Leu Ile

         35                  40                  45 

Xaa Xaa Ala Xaa Xaa Arg Xaa Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly

     50                  55                  60 

Ser Xaa Xaa Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser

 65                  70                  75                  80 

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Xaa Gln Xaa Asn Asn Xaa Pro Xaa

                 85                  90                  95 

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg

            100                 105            

<210>    52

<211>    108

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hLC04

<400>    52

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

  1               5                  10                  15 

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Glu Ser Asn

             20                  25                  30 

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Ala Leu Ile

         35                  40                  45 

Tyr Ser Ala Ser Leu Arg Phe Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly

     50                  55                  60 

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser

 65                  70                  75                  80 

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu

                 85                  90                  95 

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg

            100                 105            

<210>    53

<211>    120
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    VH hum Gen

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (1)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (5)..(6)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (19)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (27)..(28)

<

223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (30)..(31)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (39)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (48)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (66)..(67)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (69)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (84)..(86)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid
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<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (88)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (93)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (115)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>    53

Xaa Val Gln Leu Xaa Xaa Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

  1               5                  10                  15 

Ser Leu Xaa Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Tyr

             20                  25                  30 

Trp Glx Ser Trp Val Arg Xaa Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Xaa

         35                  40                  45 

Gly Glu Ile Asn Pro Glx Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro Ser Leu

     50                  55                  60 

Lys Xaa Xaa Phe Xaa Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr

 65                  70                  75                  80 

Leu Gln Met Xaa Xaa Xaa Arg Xaa Glu Asp Thr Ala Xaa Tyr Tyr Cys

                 85                  90                  95 

Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Glx Asp Tyr Trp Gly Gln

            100                 105                 110 

Gly Thr Xaa Val Thr Val Ser Ser

        115                 120

<210>    54

<211>    108

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    VL hum Gen

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (8)..(13)

등록특허 10-2497013

- 102 -



<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (18)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (20)..(21)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (41)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (43)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (46)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (49)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (51)..(52)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (63)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (77)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (83)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE
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<222>    (85)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (87)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>    54

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ser Val Gly

  1               5                  10                  15 

Asp Xaa Val Xaa Xaa Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Glu Ser Asn

             20                  25                  30 

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Xaa Gln Xaa Pro Lys Xaa Leu Ile

         35                  40                  45 

Xaa Ser Xaa Xaa Leu Arg Phe Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Xaa Gly

     50                  55                  60 

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Xaa Leu Gln Ser

 65                  70                  75                  80 

Glu Asp Xaa Ala Xaa Tyr Xaa Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu

                 85                  90                  95 

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg

            100                 105            

<210>    55

<211>    21

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgK leader

<400>    55

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

  1               5                  10                  15 

Val Ile Met Ser Arg

             20    

<210>    56

<211>    21

<212>    PRT
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GMCSF leader

<400>    56

Met Leu Leu Leu Val Thr Ser Leu Leu Leu Cys Glu Leu Pro His Pro

  1               5                  10                  15 

Ala Phe Leu Leu Ile

             20    

<210>    57

<211>    684

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct IX

<400>    57

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

  1               5                  10                  15 

Val Ile Met Ser Arg Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

             20                  25                  30 

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

         35                  40                  45 

Thr Phe Ser Arg Tyr Trp Phe Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

     50                  55                  60 

Gly Leu Val Trp Val Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Ser Thr Ile Asn

 65                  70                  75                  80 

Tyr Ala Pro Ser Leu Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala

                 85                  90                  95 

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr

            100                 105                 110 

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr

        115                 120                 125 

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Ser Thr

    130                 135                 140 

Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr Lys Gly Glu
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145                 150                 155                 160 

Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly Glu

                165                 170                 175 

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Glu Ser Asn Val

            180                 185                 190 

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

        195                 200                 205 

Ser Ala Ser Leu Arg Phe Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser

    210                 215                 220 

Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu

225                 230                 235                 240 

Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu Thr

                245                 250                 255 

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Pro Ala Glu Pro Lys Ser

            260                 265                 270 

Pro Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala

        275                 280                 285 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met

    290                 295                 300 

Ile Ala Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His

305                 310                 315                 320 

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val

                325                 330                 335 

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr

            340                 345                 350 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly

        355                 360                 365 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile

    370                 375                 380 

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val

385                 390                 395                 400 
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Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser

                405                 410                 415 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu

            420                 425                 430 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro

        435                 440                 445 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val

    450                 455                 460 

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met

465                 470                 475                 480 

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

                485                 490                 495 

Pro Gly Lys Lys Asp Pro Lys Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly

            500                 505                 510 

Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile Phe

        515                 520                 525 

Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn

    530                 535                 540 

Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr

545                 550                 555                 560 

Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Leu Arg Val Lys Phe

                565                 570                 575 

Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu

            580                 585                 590 

Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp

        595                 600                 605 

Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys

    610                 615                 620 

Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala

625                 630                 635                 640 

Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys
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                645                 650                 655 

Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr

            660                 665                 670 

Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

        675                 680                

<210>    58

<211>    684

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct X

<400>    58

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

  1               5                  10                  15 

Val Ile Met Ser Arg Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu

             20                  25                  30 

Ser Val Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln

         35                  40                  45 

Ser Val Glu Ser Asn Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala

     50                  55                  60 

Pro Arg Ala Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Leu Arg Phe Ser Gly Ile Pro

 65                  70                  75                  80 

Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile

                 85                  90                  95 

Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr

            100                 105                 110 

Asn Asn Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys

        115                 120                 125 

Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr

    130                 135                 140 

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

145                 150                 155                 160 

Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
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                165                 170                 175 

Arg Tyr Trp Phe Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Val

            180                 185                 190 

Trp Val Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro

        195                 200                 205 

Ser Leu Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr

    210                 215                 220 

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr

225                 230                 235                 240 

Tyr Cys Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr Asp Tyr Trp

                245                 250                 255 

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

            260                 265                 270 

Pro Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala

        275                 280                 285 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met

    290                 295                 300 

Ile Ala Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His

305                 310                 315                 320 

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val

                325                 330                 335 

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr

            340                 345                 350 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly

        355                 360                 365 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile

    370                 375                 380 

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val

385                 390                 395                 400 

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser

                405                 410                 415 
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Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu

            420                 425                 430 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro

        435                 440                 445 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val

    450                 455                 460 

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met

465                 470                 475                 480 

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

                485                 490                 495 

Pro Gly Lys Lys Asp Pro Lys Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly

            500                 505                 510 

Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile Phe

        515                 520                 525 

Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn

    530                 535                 540 

Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr

545                 550                 555                 560 

Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Leu Arg Val Lys Phe

                565                 570                 575 

Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu

            580                 585                 590 

Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp

        595                 600                 605 

Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys

    610                 615                 620 

Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala

625                 630                 635                 640 

Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys

                645                 650                 655 

Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr

            660                 665                 670 
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Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

        675                 680                

<210>    59

<211>    684

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct XI

<400>    59

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

  1               5                  10                  15 

Val Ile Met Ser Arg Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

             20                  25                  30 

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

         35                  40                  45 

Thr Phe Ser Arg Tyr Trp Phe Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

     50                  55                  60 

Gly Leu Val Trp Val Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Ser Thr Ile Asn

 65                  70                  75                  80 

Tyr Ala Pro Ser Leu Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala

                 85                  90                  95 

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr

            100                 105                 110 

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr

        115                 120                 125 

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Ser Thr

    130                 135                 140 

Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr Lys Gly Glu

145                 150                 155                 160 

Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly Glu

                165                 170                 175 

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Glu Ser Asn Val

            180                 185                 190 
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Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Ala Leu Ile Tyr

        195                 200                 205 

Ser Ala Ser Leu Arg Phe Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser

    210                 215                 220 

Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu

225                 230                 235                 240 

Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu Thr

                245                 250                 255 

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Pro Ala Glu Pro Lys Ser

            260                 265                 270 

Pro Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala

        275                 280                 285 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met

    290                 295                 300 

Ile Ala Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His

305                 310                 315                 320 

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val

                325                 330                 335 

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr

            340                 345                 350 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly

        355                 360                 365 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile

    370                 375                 380 

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val

385                 390                 395                 400 

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser

                405                 410                 415 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu

            420                 425                 430 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
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        435                 440                 445 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val

    450                 455                 460 

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met

465                 470                 475                 480 

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

                485                 490                 495 

Pro Gly Lys Lys Asp Pro Lys Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly

            500                 505                 510 

Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile Phe

        515                 520                 525 

Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn

    530                 535                 540 

Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr

545                 550                 555                 560 

Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Leu Arg Val Lys Phe

                565                 570                 575 

Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu

            580                 585                 590 

Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp

        595                 600                 605 

Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys

    610                 615                 620 

Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala

625                 630                 635                 640 

Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys

                645                 650                 655 

Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr

            660                 665                 670 

Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

        675                 680                

<210>    60
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<211>    676

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct XII

<400>    60

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

  1               5                  10                  15 

Val Ile Met Ser Arg Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

             20                  25                  30 

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

         35                  40                  45 

Thr Phe Ser Arg Tyr Trp Phe Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

     50                  55                  60 

Gly Leu Val Trp Val Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Ser Thr Ile Asn

 65                  70                  75                  80 

Tyr Ala Pro Ser Leu Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala

                 85                  90                  95 

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr

            100                 105                 110 

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr

        115                 120                 125 

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Ser Thr

    130                 135                 140 

Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr Lys Gly Glu

145                 150                 155                 160 

Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly Glu

                165                 170                 175 

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Glu Ser Asn Val

            180                 185                 190 

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

        195                 200                 205 

Ser Ala Ser Leu Arg Phe Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
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    210                 215                 220 

Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu

225                 230                 235                 240 

Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu Thr

                245                 250                 255 

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Glu Ser Lys Tyr Gly Pro

            260                 265                 270 

Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Glu Gly Gly Pro Ser Val

        275                 280                 285 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

    290                 295                 300 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu

305                 310                 315                 320 

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys

                325                 330                 335 

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser

            340                 345                 350 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

        355                 360                 365 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile

    370                 375                 380 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

385                 390                 395                 400 

Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu

                405                 410                 415 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

            420                 425                 430 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser

        435                 440                 445 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

    450                 455                 460 
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Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

465                 470                 475                 480 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys Phe

                485                 490                 495 

Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu

            500                 505                 510 

Val Thr Val Ala Phe Ile Ile Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg

        515                 520                 525 

Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro

    530                 535                 540 

Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala

545                 550                 555                 560 

Tyr Arg Ser Leu Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala

                565                 570                 575 

Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg

            580                 585                 590 

Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu

        595                 600                 605 

Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn

    610                 615                 620 

Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met

625                 630                 635                 640 

Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly

                645                 650                 655 

Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala

            660                 665                 670 

Leu Pro Pro Arg

        675    

<210>    61

<211>    566

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    Construct XIII

<400>    61

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

  1               5                  10                  15 

Val Ile Met Ser Arg Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

             20                  25                  30 

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

         35                  40                  45 

Thr Phe Ser Arg Tyr Trp Phe Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

     50                  55                  60 

Gly Leu Val Trp Val Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Ser Thr Ile Asn

 65                  70                  75                  80 

Tyr Ala Pro Ser Leu Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala

                 85                  90                  95 

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr

            100                 105                 110 

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr

        115                 120                 125 

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Ser Thr

    130                 135                 140 

Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr Lys Gly Glu

145                 150                 155                 160 

Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly Glu

                165                 170                 175 

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Glu Ser Asn Val

            180                 185                 190 

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

        195                 200                 205 

Ser Ala Ser Leu Arg Phe Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser

    210                 215                 220 

Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu

225                 230                 235                 240 
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Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu Thr

                245                 250                 255 

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Glu Ser Lys Tyr Gly Pro

            260                 265                 270 

Pro Cys Pro Pro Cys Pro Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr

        275                 280                 285 

Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr

    290                 295                 300 

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu

305                 310                 315                 320 

Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu

                325                 330                 335 

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys

            340                 345                 350 

Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu

        355                 360                 365 

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly

    370                 375                 380 

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

385                 390                 395                 400 

Leu Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg

                405                 410                 415 

Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro

            420                 425                 430 

Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe

        435                 440                 445 

Ala Ala Tyr Arg Ser Leu Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Asp Ala

    450                 455                 460 

Pro Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu

465                 470                 475                 480 

Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp
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                485                 490                 495 

Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu

            500                 505                 510 

Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile

        515                 520                 525 

Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr

    530                 535                 540 

Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met

545                 550                 555                 560 

Gln Ala Leu Pro Pro Arg

                565    

<210>    62

<211>    459

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct XIV

<400>    62

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

  1               5                  10                  15 

Val Ile Met Ser Arg Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

             20                  25                  30 

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

         35                  40                  45 

Thr Phe Ser Arg Tyr Trp Phe Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

     50                  55                  60 

Gly Leu Val Trp Val Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Ser Thr Ile Asn

 65                  70                  75                  80 

Tyr Ala Pro Ser Leu Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala

                 85                  90                  95 

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr

            100                 105                 110 

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr
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        115                 120                 125 

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Ser Thr

    130                 135                 140 

Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr Lys Gly Glu

145                 150                 155                 160 

Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly Glu

                165                 170                 175 

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Glu Ser Asn Val

            180                 185                 190 

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

        195                 200                 205 

Ser Ala Ser Leu Arg Phe Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser

    210                 215                 220 

Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu

225                 230                 235                 240 

Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu Thr

                245                 250                 255 

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Glu Ser Lys Tyr Gly Pro

            260                 265                 270 

Pro Cys Pro Pro Cys Pro Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly Gly Val

        275                 280                 285 

Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile Phe Trp

    290                 295                 300 

Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met Asn Met

305                 310                 315                 320 

Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro Tyr Ala

                325                 330                 335 

Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser Leu Arg Val Lys Phe Ser

            340                 345                 350 

Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr

        355                 360                 365 

Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys
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    370                 375                 380 

Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn

385                 390                 395                 400 

Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu

                405                 410                 415 

Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly

            420                 425                 430 

His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr

        435                 440                 445 

Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

    450                 455                

<210>    63

<211>    680

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct XV

<400>    63

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

  1               5                  10                  15 

Val Ile Met Ser Arg Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

             20                  25                  30 

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

         35                  40                  45 

Thr Phe Ser Arg Tyr Trp Phe Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

     50                  55                  60 

Gly Leu Val Trp Val Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Ser Thr Ile Asn

 65                  70                  75                  80 

Tyr Ala Pro Ser Leu Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala

                 85                  90                  95 

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr

            100                 105                 110 

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr
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        115                 120                 125 

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Ser Thr

    130                 135                 140 

Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr Lys Gly Glu

145                 150                 155                 160 

Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly Glu

                165                 170                 175 

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Glu Ser Asn Val

            180                 185                 190 

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

        195                 200                 205 

Ser Ala Ser Leu Arg Phe Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser

    210                 215                 220 

Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu

225                 230                 235                 240 

Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu Thr

                245                 250                 255 

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Pro Ala Glu Pro Lys Ser

            260                 265                 270 

Pro Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala

        275                 280                 285 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met

    290                 295                 300 

Ile Ala Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His

305                 310                 315                 320 

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val

                325                 330                 335 

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr

            340                 345                 350 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly

        355                 360                 365 
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Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile

    370                 375                 380 

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val

385                 390                 395                 400 

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser

                405                 410                 415 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu

            420                 425                 430 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro

        435                 440                 445 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val

    450                 455                 460 

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met

465                 470                 475                 480 

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Ser Leu

                485                 490                 495 

Ser Pro Gly Lys Lys Ile Tyr Ile Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys

            500                 505                 510 

Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val Ile Thr Leu Tyr Cys Lys Arg Gly

        515                 520                 525 

Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met Arg Pro Val

    530                 535                 540 

Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe Pro Glu Glu

545                 550                 555                 560 

Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu Leu Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala

                565                 570                 575 

Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu

            580                 585                 590 

Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly

        595                 600                 605 

Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu

    610                 615                 620 
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Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser

625                 630                 635                 640 

Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly

                645                 650                 655 

Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu

            660                 665                 670 

His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

        675                 680

<210>    64

<211>    680

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct XVI

<400>    64

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

  1               5                  10                  15 

Val Ile Met Ser Arg Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu

             20                  25                  30 

Ser Val Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln

         35                  40                  45 

Ser Val Glu Ser Asn Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala

     50                  55                  60 

Pro Arg Ala Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Leu Arg Phe Ser Gly Ile Pro

 65                  70                  75                  80 

Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile

                 85                  90                  95 

Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr

            100                 105                 110 

Asn Asn Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys

        115                 120                 125 

Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr

    130                 135                 140 
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Lys Gly Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro

145                 150                 155                 160 

Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser

                165                 170                 175 

Arg Tyr Trp Phe Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Val

            180                 185                 190 

Trp Val Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro

        195                 200                 205 

Ser Leu Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr

    210                 215                 220 

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr

225                 230                 235                 240 

Tyr Cys Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr Asp Tyr Trp

                245                 250                 255 

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

            260                 265                 270 

Pro Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala

        275                 280                 285 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met

    290                 295                 300 

Ile Ala Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His

305                 310                 315                 320 

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val

                325                 330                 335 

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr

            340                 345                 350 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly

        355                 360                 365 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile

    370                 375                 380 

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
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385                 390                 395                 400 

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser

                405                 410                 415 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu

            420                 425                 430 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro

        435                 440                 445 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val

    450                 455                 460 

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met

465                 470                 475                 480 

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Ser Leu

                485                 490                 495 

Ser Pro Gly Lys Lys Ile Tyr Ile Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys

            500                 505                 510 

Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val Ile Thr Leu Tyr Cys Lys Arg Gly

        515                 520                 525 

Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met Arg Pro Val

    530                 535                 540 

Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe Pro Glu Glu

545                 550                 555                 560 

Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu Leu Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala

                565                 570                 575 

Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu

            580                 585                 590 

Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly

        595                 600                 605 

Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu

    610                 615                 620 

Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser

625                 630                 635                 640 

Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly
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                645                 650                 655 

Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu

            660                 665                 670 

His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

        675                 680

<210>    65

<211>    680

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct XVII

<400>    65

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Phe Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser

  1               5                  10                  15 

Val Ile Met Ser Arg Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

             20                  25                  30 

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

         35                  40                  45 

Thr Phe Ser Arg Tyr Trp Phe Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

     50                  55                  60 

Gly Leu Val Trp Val Gly Glu Ile Asn Pro Ser Ser Ser Thr Ile Asn

 65                  70                  75                  80 

Tyr Ala Pro Ser Leu Lys Asp Lys Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala

                 85                  90                  95 

Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr

            100                 105                 110 

Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Ser Leu Tyr Tyr Asp Tyr Gly Asp Ala Tyr

        115                 120                 125 

Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Ser Thr

    130                 135                 140 

Ser Gly Ser Gly Lys Pro Gly Ser Gly Glu Gly Ser Thr Lys Gly Glu

145                 150                 155                 160 

Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly Glu
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                165                 170                 175 

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Glu Ser Asn Val

            180                 185                 190 

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

        195                 200                 205 

Ser Ala Ser Leu Arg Phe Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser

    210                 215                 220 

Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu

225                 230                 235                 240 

Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Tyr Pro Leu Thr

                245                 250                 255 

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Pro Ala Glu Pro Lys Ser

            260                 265                 270 

Pro Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala

        275                 280                 285 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met

    290                 295                 300 

Ile Ala Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His

305                 310                 315                 320 

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val

                325                 330                 335 

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr

            340                 345                 350 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly

        355                 360                 365 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile

    370                 375                 380 

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val

385                 390                 395                 400 

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser

                405                 410                 415 

등록특허 10-2497013

- 128 -



Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu

            420                 425                 430 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro

        435                 440                 445 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val

    450                 455                 460 

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met

465                 470                 475                 480 

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Ser Leu

                485                 490                 495 

Ser Pro Gly Lys Lys Ile Tyr Ile Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys

            500                 505                 510 

Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu Val Ile Thr Leu Tyr Cys Lys Arg Gly

        515                 520                 525 

Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met Arg Pro Val

    530                 535                 540 

Gln Thr Thr Gln Glu Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe Pro Glu Glu

545                 550                 555                 560 

Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu Leu Arg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala

                565                 570                 575 

Asp Ala Pro Ala Tyr Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu

            580                 585                 590 

Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly

        595                 600                 605 

Arg Asp Pro Glu Met Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu

    610                 615                 620 

Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser

625                 630                 635                 640 

Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly

                645                 650                 655 

Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu

            660                 665                 670 
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His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg

        675                 680

<210>    66

<211>    360

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Codon optimized VH

<400>    66

gaggtgcagc tggtggaatc tggcggagga ctggtgcagc ctggcggctc tctgagactg         60

tcttgtgccg ccagcggctt caccttcagc cggtactggt ttagctgggt gcgccaggcc        120

cctggcaagg gactcgtgtg ggtgggagag atcaacccca gcagcagcac catcaactac        180

gcccccagcc tgaaggacaa gttcaccatc agcagagaca acgccaagaa caccctgtac        240

ctgcagatga acagcctgcg ggccgaggac accgccgtgt actattgtgc cagcctgtac        300

tacgactacg gcgacgccta cgattactgg ggccagggca cactggtgac tgttagctcc        360

                                                                         360

<210>    67

<211>    321

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Codon optimized VL

<400>    67

gagatcgtga tgacacagag ccctgccacc ctgagcgtgt ccccaggcga aagagctacc         60

ctgagctgca aggccagcca gagcgtggaa agcaacgtgg cctggtatca gcagaagccc        120

ggacaggctc ctcgggccct gatctacagc gccagcctga gattcagcgg catccccgcc        180

aggtttagcg gctctggcag cggcaccgag ttcaccctga caatcagcag cctgcagagc        240

gaggactttg ccgtgtatta ctgccagcag tacaacaact accccctgac cttcggagcc        300

ggcaccaagc tggagctgaa g                                                  321

<210>    68

<211>    360

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    VH without Codon Optimization - mAb scFv

등록특허 10-2497013

- 130 -



<400>    68

gaagtgcagc tggtcgaatc tggaggaggc ctggttcagc ctggtggcag ccttaggctc         60

tcttgtgcag cctctggctt taccttctca cggtattggt tcagctgggt gagacaggct        120

ccagggaaag gtctggtgtg ggtaggggag ataaacccca gcagcagcac gatcaactat        180

gctccgtcac tgaaagacaa gttcaccatt tcccgcgata atgccaagaa cactctctac        240

ttgcagatga attcccttcg agccgaggat acagcggtgt actactgcgc cagtctgtac        300

tacgactatg gggacgcata cgactattgg ggacaaggca cactggtgac tgttagctcc        360

                                                                         360

<210>    69

<211>    321

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    VL without Codon Optimization - mAb scFv

<400>    69

gagatcgtga tgacccagtc tcctgctacc ctgagcgttt ctcccggtga aagggccaca         60

ctcagctgca aagcctctca aagcgtggag agcaatgtcg cctggtatca gcagaaacct        120

ggccaagctc cgagagcact gatctattcc gcgtcattgc gcttttccgg cataccagca        180

cggtttagtg gctcagggag tgggactgag ttcactctga cgattagctc ccttcagtca        240

gaggatttcg ccgtgtacta ctgtcagcag tacaacaact atcccctcac attcggagct        300

ggaaccaagc tggaactgaa g                                                  321

<210>    70

<211>    63

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgK leader

<400>    70

atggatttcc aggtgcagat cttcagcttc ctgctgatct ccgccagcgt gatcatgagc         60

cgc                                                                       63

<210>    71

<211>    63

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    GMCSF leader

<400>    71

atgcttctcc tggtgacaag ccttctgctc tgtgagttac cacacccagc attcctcctg         60

atc                                                                       63

<210>    72

<211>    54

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Whitlow linker

<400>    72

ggcagcacca gcggctccgg caagcctggc tctggcgagg gcagcacaaa ggga               54

<210>    73

<211>    51

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Gly-Ser linker

<400>    73

tctagcggcg gaggcggatc tggcggggga ggatctgggg gaggcggctc t                  51

<210>    74

<211>    702

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgG1 - CD28 Backbone spacer

<400>    74

cctgccgagc ctaagagccc cgacaagacc cacacctgtc ccccttgtcc tgcccctcca         60

gtggctggcc ctagcgtgtt cctgttcccc ccaaagccca aggataccct gatgatcgcc        120

cggacccccg aagtcacatg cgtggtggtg gacgtgagcc acgaagaccc tgaggtcaag        180

ttcaactggt acgtggacgg cgtggaggtg cataatgcca agacaaagcc gcgggaggag        240

cagtacaaca gcacgtaccg tgtggtcagc gtcctcaccg tcctgcacca ggactggctg        300

aatggcaagg agtacaagtg caaggtctcc aacaaagccc tcccagcccc catcgagaaa        360

accatctcca aagccaaagg gcagccccga gaaccacagg tgtacaccct gcccccatcc        420

cgggatgagc tgaccaagaa ccaggtcagc ctgacctgcc tggtcaaagg cttctatccc        480
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agcgacatcg ccgtggagtg ggagagcaat gggcagccgg agaacaacta caagaccacg        540

cctcccgtgc tggactccga cggctccttc ttcctctaca gcaagctcac cgtggacaag        600

agcaggtggc agcaggggaa cgtcttctca tgctccgtga tgcatgaggc tctgcacaac        660

cactacacgc agaagagcct ctccctgtct ccgggtaaaa aa                           702

<210>    75

<211>    705

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgG1 - 4-1BB Backbone spacer

<400>    75

cctgccgagc ctaagagccc cgacaagacc cacacctgtc ccccttgtcc tgcccctcca         60

gtggctggcc ctagcgtgtt cctgttcccc ccaaagccca aggataccct gatgatcgcc        120

cggacccccg aagtcacatg cgtggtggtg gacgtgagcc acgaagaccc tgaggtcaag        180

ttcaactggt acgtggacgg cgtggaggtg cataatgcca agacaaagcc gcgggaggag        240

cagtacaaca gcacgtaccg tgtggtcagc gtcctcaccg tcctgcacca ggactggctg        300

aatggcaagg agtacaagtg caaggtctcc aacaaagccc tcccagcccc catcgagaaa        360

accatctcca aagccaaagg gcagccccga gaaccacagg tgtacaccct gcccccatcc        420

cgggatgagc tgaccaagaa ccaggtgtcc ctgacctgcc tcgtgaaggg cttctacccc        480

tccgatatcg ccgtggaatg ggagagcaat ggccagcccg agaacaacta caagaccacc        540

ccccctgtgc tggacagcga cggctcattc ttcctgtaca gcaagctgac agtggacaag        600

agccggtggc agcagggcaa cgtgttcagc tgcagcgtga tgcacgaggc tctgcacaac        660

cactacaccc agaagtccct gagcagcctg agcccaggca agaag                        705

<210>    76

<211>    687

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgG4 (Hi-CH2-CH3) spacer

<400

>    76

gagagcaagt acggccctcc ctgcccccct tgccctgccc ccgagttcga gggcggaccc         60

agcgtgttcc tgttcccccc caagcccaag gacaccctga tgatcagccg gacccccgag        120

gtgacctgcg tggtggtgga cgtgagccag gaagatcccg aggtccagtt caattggtac        180

gtggacggcg tggaagtgca caacgccaag accaagccca gagaggaaca gttcaacagc        240
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acctaccggg tggtgtctgt gctgaccgtg ctgcaccagg actggctgaa cggcaaagaa        300

tacaagtgca aggtgtccaa caagggcctg cccagcagca tcgaaaagac catcagcaag        360

gccaagggcc agcctcgcga gccccaggtg tacaccctgc ctccctccca ggaagagatg        420

accaagaacc aggtgtccct gacctgcctg gtgaagggct tctaccccag cgacatcgcc        480

gtggagtggg agagcaacgg ccagcctgag aacaactaca agaccacccc tcccgtgctg        540

gacagcgacg gcagcttctt cctctacagc cggctgaccg tggacaagag ccggtggcag        600

gaaggcaacg tctttagctg cagcgtgatg cacgaggccc tgcacaacca ctacacccag        660

aagagcctga gcctgtccct gggcaag                                            687

<210>    77

<211>    357

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgG4 (Hi-CH3) spacer

<400>    77

gagagcaagt acggccctcc ctgcccccct tgccctggcc agcctcgcga gccccaggtg         60

tacaccctgc ctccctccca ggaagagatg accaagaacc aggtgtccct gacctgcctg        120

gtgaagggct tctaccccag cgacatcgcc gtggagtggg agagcaacgg ccagcctgag        180

aacaactaca agaccacccc tcccgtgctg gacagcgacg gcagcttctt cctctacagc        240

cggctgaccg tggacaagag ccggtggcag gaaggcaacg tctttagctg cagcgtgatg        300

cacgaggccc tgcacaacca ctacacccag aagagcctga gcctgtccct gggcaag           357

<210>    78

<211>    36

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgG4 (Hi) spacer

<400>    78

gagagcaagt acggccctcc ctgcccccct tgccct                                   36

<210>    79

<211>    72

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CD8a  transmembrane domain
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<400>    79

atctacatct gggcccctct ggccggcacc tgtggcgtgc tgctgctgtc tctcgtgatc         60

acactgtact gc                                                             72

<210>    80

<211>    81

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CD28 transmembrane domain

<400>    80

ttttgggtgc tggtggtggt tggtggagtc ctggcttgct atagcttgct agtaacagtg         60

gcctttatta ttttctgggt g                                                   81

<210>    81

<211>    126

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    4-1BB Co-stimulatory domain

<400>    81

aagcggggca gaaagaagct gctgtacatc ttcaagcagc ccttcatgcg gcccgtgcag         60

accacccagg aagaggacgg ctgctcctgc agattccccg aggaagaaga aggcggctgc        120

gagctg                                                                   126

<210>    82

<211>    123

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CD28 (constructs IX-XI) Co-stimulatory domain

<400>    82

aggagtaaga ggagcaggct cctgcacagt gactacatga acatgactcc ccgccgcccc         60

gggcccaccc gcaagcatta ccagccctat gccccaccac gcgacttcgc agcctatcgc        120

tcc                                                                      123

<210>    83

<211>    123

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    CD28 (constructs XII-XIV) (additional cleavage site for SalI

         added) Co-stimulatory domain

<400>    83

aggagtaaga ggagcaggct cctgcacagt gactacatga acatgactcc ccgtcgaccc         60

gggcccaccc gcaagcatta ccagccctat gccccaccac gcgacttcgc agcctatcgc        120

tcc                                                                      123

<210>    84

<211>    342

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CD3zeta (CD28) Signaling domain

<400>    84

ctgagagtga agttcagcag gagcgcagac gcccccgcgt accagcaggg ccagaaccag         60

ctctataacg agctcaatct aggacgaaga gaggagtacg atgttttgga caagagacgt        120

ggccgggacc ctgagatggg gggaaagccg agaaggaaga accctcagga aggcctgtac        180

aatgaactgc agaaagataa gatggcggag gcctacagtg agattgggat gaaaggcgag        240

cgccggaggg gcaaggggca cgatggcctt taccagggtc tcagtacagc caccaaggac        300

acctacgacg cccttcacat gcaggccctg ccccctcgct ga                           342

<210>    85

<211>    339

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CD3zeta (4-1BB) Signaling domain

<400>    85

ctgcgcgtga agttttctag aagcgccgac gcccctgcct accagcaggg ccagaaccag         60

ctgtacaacg agctgaacct gggcagacgg gaagagtacg acgtgctgga taagcggaga        120

ggccgggacc ctgagatggg cggcaagcct agaagaaaga acccccagga aggcctgtat        180

aacgaactgc agaaagacaa gatggccgag gcctacagcg agatcggaat gaagggcgag        240

cggagaagag gcaagggcca cgatggactg taccagggcc tgagcaccgc caccaaggac        300

acctatgacg ccctgcacat gcaggctctg ccccccaga                               339

<210>    86

<211>    2055
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct IX

<400>    86

atggatttcc aggtgcagat cttcagcttc ctgctgatct ccgccagcgt gatcatgagc         60

cgcgaggtgc agctggtgga atctggcgga ggactggtgc agcctggcgg ctctctgaga        120

ctgtcttgtg ccgccagcgg cttcaccttc agccggtact ggtttagctg ggtgcgccag        180

gcccctggca agggactcgt gtgggtggga gagatcaacc ccagcagcag caccatcaac        240

tacgccccca gcctgaagga caagttcacc atcagcagag acaacgccaa gaacaccctg        300

tacctgcaga tgaacagcct gcgggccgag gacaccgccg tgtactattg tgccagcctg        360

tactacgact acggcgacgc ctacgattac tggggccagg gcacactggt gactgttagc        420

tccggcagca ccagcggctc cggcaagcct ggctctggcg agggcagcac aaagggagag        480

atcgtgatga cacagagccc tgccaccctg agcgtgtccc caggcgaaag agctaccctg        540

agctgcaagg ccagccagag cgtggaaagc aacgtggcct ggtatcagca gaagcccgga        600

caggctcctc gggccctgat ctacagcgcc agcctgagat tcagcggcat ccccgccagg        660

tttagcggct ctggcagcgg caccgagttc accctgacaa tcagcagcct gcagagcgag        720

gactttgccg tgtattactg ccagcagtac aacaactacc ccctgacctt cggagccggc        780

accaagctgg agctgaagcc tgccgagcct aagagccccg acaagaccca cacctgtccc        840

ccttgtcctg cccctccagt ggctggccct agcgtgttcc tgttcccccc aaagcccaag        900

gataccctga tgatcgcccg gacccccgaa gtcacatgcg tggtggtgga cgtgagccac        960

gaagaccctg aggtcaagtt caactggtac gtggacggcg tggaggtgca taatgccaag       1020

acaaagccgc gggaggagca gtacaacagc acgtaccgtg tggtcagcgt cctcaccgtc       1080

ctgcaccagg actggctgaa tggcaaggag tacaagtgca aggtctccaa caaagccctc       1140

ccagccccca tcgagaaaac catctccaaa gccaaagggc agccccgaga accacaggtg       1200

tacaccctgc ccccatcccg ggatgagctg accaagaacc aggtcagcct gacctgcctg       1260

gtcaaaggct tctatcccag cgacatcgcc gtggagtggg agagcaatgg gcagccggag       1320

aacaactaca agaccacgcc tcccgtgctg gactccgacg gctccttctt cctctacagc       1380

aagctcaccg tggacaagag caggtggcag caggggaacg tcttctcatg ctccgtgatg       1440

catgaggctc tgcacaacca ctacacgcag aagagcctct ccctgtctcc gggtaaaaaa       1500

gatcccaaat tttgggtgct ggtggtggtt ggtggagtcc tggcttgcta tagcttgcta       1560

gtaacagtgg cctttattat tttctgggtg aggagtaaga ggagcaggct cctgcacagt       1620
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gactacatga acatgactcc ccgccgcccc gggcccaccc gcaagcatta ccagccctat       1680

gccccaccac gcgacttcgc agcctatcgc tccctgagag tgaagttcag caggagcgca       1740

gacgcccccg cgtaccagca gggccagaac cagctctata acgagctcaa tctaggacga       1800

agagaggagt acgatgtttt ggacaagaga cgtggccggg accctgagat ggggggaaag       1860

ccgagaagga agaaccctca ggaaggcctg tacaatgaac tgcagaaaga taagatggcg       1920

gaggcctaca gtgagattgg gatgaaaggc gagcgccgga ggggcaaggg gcacgatggc       1980

ctttaccagg gtctcagtac agccaccaag gacacctacg acgcccttca catgcaggcc       2040

ctgccccctc gctga                                                        2055

<210>    87

<211>    2055

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct X

<400>    87

atggatttcc aggtgcagat cttcagcttc ctgctgatct ccgccagcgt gatcatgagc         60

cgcgagatcg tgatgacaca gagccctgcc accctgagcg tgtccccagg cgaaagagct        120

accctgagct gcaaggccag ccagagcgtg gaaagcaacg tggcctggta tcagcagaag        180

cccggacagg ctcctcgggc cctgatctac agcgccagcc tgagattcag cggcatcccc        240

gccaggttta gcggctctgg cagcggcacc gagttcaccc tgacaatcag cagcctgcag        300

agcgaggact ttgccgtgta ttactgccag cagtacaaca actaccccct gaccttcgga        360

gccggcacca agctggagct gaagggcagc accagcggct ccggcaagcc tggctctggc        420

gagggcagca caaagggaga ggtgcagctg gtggaatctg gcggaggact ggtgcagcct        480

ggcggctctc tgagactgtc ttgtgccgcc agcggcttca ccttcagccg gtactggttt        540

agctgggtgc gccaggcccc tggcaaggga ctcgtgtggg tgggagagat caaccccagc        600

agcagcacca tcaactacgc ccccagcctg aaggacaagt tcaccatcag cagagacaac        660

gccaagaaca ccctgtacct gcagatgaac agcctgcggg ccgaggacac cgccgtgtac        720

tattgtgcca gcctgtacta cgactacggc gacgcctacg attactgggg ccagggcaca        780

ctggtgactg ttagctcccc tgccgagcct aagagccccg acaagaccca cacctgtccc        840

ccttgtcctg cccctccagt ggctggccct agcgtgttcc tgttcccccc aaagcccaag        900

gataccctga tgatcgcccg gacccccgaa gtcacatgcg tggtggtgga cgtgagccac        960

gaagaccctg aggtcaagtt caactggtac gtggacggcg tggaggtgca taatgccaag       1020
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acaaagccgc gggaggagca gtacaacagc acgtaccgtg tggtcagcgt cctcaccgtc       1080

ctgcaccagg actggctgaa tggcaaggag tacaagtgca aggtctccaa caaagccctc       1140

ccagccccca tcgagaaaac catctccaaa gccaaagggc agccccgaga accacaggtg       1200

tacaccctgc ccccatcccg ggatgagctg accaagaacc aggtcagcct gacctgcctg       1260

gtcaaaggct tctatcccag cgacatcgcc gtggagtggg agagcaatgg gcagccggag       1320

aacaactaca agaccacgcc tcccgtgctg gactccgacg gctccttctt cctctacagc       1380

aagctcaccg tggacaagag caggtggcag caggggaacg tcttctcatg ctccgtgatg       1440

catgaggctc tgcacaacca ctacacgcag aagagcctct ccctgtctcc gggtaaaaaa       1500

gatcccaaat tttgggtgct ggtggtggtt ggtggagtcc tggcttgcta tagcttgcta       1560

gtaacagtgg cctttattat tttctgggtg aggagtaaga ggagcaggct cctgcacagt       1620

gactacatga acatgactcc ccgccgcccc gggcccaccc gcaagcatta ccagccctat       1680

gccccaccac gcgacttcgc agcctatcgc tccctgagag tgaagttcag caggagcgca       1740

gacgcccccg cgtaccagca gggccagaac cagctctata acgagctcaa tctaggacga       1800

agagaggagt acgatgtttt ggacaagaga cgtggccggg accctgagat ggggggaaag       1860

ccgagaagga agaaccctca ggaaggcctg tacaatgaac tgcagaaaga taagatggcg       1920

gaggcctaca gtgagattgg gatgaaaggc gagcgccgga ggggcaaggg gcacgatggc       1980

ctttaccagg gtctcagtac agccaccaag gacacctacg acgcccttca catgcaggcc       2040

ctgccccctc gctga                                                        2055

<210>    88

<211>    2055

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct XI

<400>    88

atggatttcc aggtgcagat cttcagcttc ctgctgatct ccgccagcgt gatcatgagc         60

cgcgaagtgc agctggtcga atctggagga ggcctggttc agcctggtgg cagccttagg        120

ctctcttgtg cagcctctgg ctttaccttc tcacggtatt ggttcagctg ggtgagacag        180

gctccaggga aaggtctggt gtgggtaggg gagataaacc ccagcagcag cacgatcaac        240

tatgctccgt cactgaaaga caagttcacc atttcccgcg ataatgccaa gaacactctc        300

tacttgcaga tgaattccct tcgagccgag gatacagcgg tgtactactg cgccagtctg        360

tactacgact atggggacgc atacgactat tggggacaag gcacactggt gactgttagc        420
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tccggcagca ccagcggctc cggcaagcct ggctctggcg agggcagcac aaagggagag        480

atcgtgatga cccagtctcc tgctaccctg agcgtttctc ccggtgaaag ggccacactc        540

agctgcaaag cctctcaaag cgtggagagc aatgtcgcct ggtatcagca gaaacctggc        600

caagctccga gagcactgat ctattccgcg tcattgcgct tttccggcat accagcacgg        660

tttagtggct cagggagtgg gactgagttc actctgacga ttagctccct tcagtcagag        720

gatttcgccg tgtactactg tcagcagtac aacaactatc ccctcacatt cggagctgga        780

accaagctgg aactgaagcc tgccgagcct aagagccccg acaagaccca cacctgtccc        840

ccttgtcctg cccctccagt ggctggccct agcgtgttcc tgttcccccc aaagcccaag        900

gataccctga tgatcgcccg gacccccgaa gtcacatgcg tggtggtgga cgtgagccac        960

gaagaccctg aggtcaagtt caactggtac gtggacggcg tggaggtgca taatgccaag       1020

acaaagccgc gggaggagca gtacaacagc acgtaccgtg tggtcagcgt cctcaccgtc       1080

ctgcaccagg actggctgaa tggcaaggag tacaagtgca aggtctccaa caaagccctc       1140

ccagccccca tcgagaaaac catctccaaa gccaaagggc agccccgaga accacaggtg       1200

tacaccctgc ccccatcccg ggatgagctg accaagaacc aggtcagcct gacctgcctg       1260

gtcaaaggct tctatcccag cgacatcgcc gtggagtggg agagcaatgg gcagccggag       1320

aacaactaca agaccacgcc tcccgtgctg gactccgacg gctccttctt cctctacagc       1380

aagctcaccg tggacaagag caggtggcag caggggaacg tcttctcatg ctccgtgatg       1440

catgaggctc tgcacaacca ctacacgcag aagagcctct ccctgtctcc gggtaaaaaa       1500

gatcccaaat tttgggtgct ggtggtggtt ggtggagtcc tggcttgcta tagcttgcta       1560

gtaacagtgg cctttattat tttctgggtg aggagtaaga ggagcaggct cctgcacagt       1620

gactacatga acatgactcc ccgccgcccc gggcccaccc gcaagcatta ccagccctat       1680

gccccaccac gcgacttcgc agcctatcgc tccctgagag tgaagttcag caggagcgca       1740

gacgcccccg cgtaccagca gggccagaac cagctctata acgagctcaa tctaggacga       1800

agagaggagt acgatgtttt ggacaagaga cgtggccggg accctgagat ggggggaaag       1860

ccgagaagga agaaccctca ggaaggcctg tacaatgaac tgcagaaaga taagatggcg       1920

gaggcctaca gtgagattgg gatgaaaggc gagcgccgga ggggcaaggg gcacgatggc       1980

ctttaccagg gtctcagtac agccaccaag gacacctacg acgcccttca catgcaggcc       2040

ctgccccctc gctga                                                        2055

<210>    89

<211>    2031

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct XII

<400>    89

atggatttcc aggtgcagat cttcagcttc ctgctgatct ccgccagcgt gatcatgagc         60

cgcgaggtgc agctggtgga atctggcgga ggactggtgc agcctggcgg ctctctgaga        120

ctgtcttgtg ccgccagcgg cttcaccttc agccggtact ggtttagctg ggtgcgccag        180

gcccctggca agggactcgt gtgggtggga gagatcaacc ccagcagcag caccatcaac        240

tacgccccca gcctgaagga caagttcacc atcagcagag acaacgccaa gaacaccctg        300

tacctgcaga tgaacagcct gcgggccgag gacaccgccg tgtactattg tgccagcctg        360

tactacgact acggcgacgc ctacgattac tggggccagg gcacactggt gactgttagc        420

tccggcagca ccagcggctc cggcaagcct ggctctggcg agggcagcac aaagggagag        480

atcgtgatga cacagagccc tgccaccctg agcgtgtccc caggcgaaag agctaccctg        540

agctgcaagg ccagccagag cgtggaaagc aacgtggcct ggtatcagca gaagcccgga        600

caggctcctc gggccctgat ctacagcgcc agcctgagat tcagcggcat ccccgccagg        660

ttttccggat ctggcagcgg caccgagttc accctgacaa tcagcagcct gcagagcgag        720

gactttgccg tgtattactg ccagcagtac aacaactacc ccctgacctt cggagccggc        780

accaagctgg agctgaagga gagcaagtac ggccctccct gccccccttg ccctgccccc        840

gagttcgagg gcggacccag cgtgttcctg ttccccccca agcccaagga caccctgatg        900

atcagccgga cccccgaggt gacctgcgtg gtggtggacg tgagccagga agatcccgag        960

gtccagttca attggtacgt ggacggcgtg gaagtgcaca acgccaagac caagcccaga       1020

gaggaacagt tcaacagcac ctaccgggtg gtgtctgtgc tgaccgtgct gcaccaggac       1080

tggctgaacg gcaaagaata caagtgcaag gtgtccaaca agggcctgcc cagcagcatc       1140

gaaaagacca tcagcaaggc caagggccag cctcgcgagc cccaggtgta caccctgcct       1200

ccctcccagg aagagatgac caagaaccag gtgtccctga cctgcctggt gaagggcttc       1260

taccccagcg acatcgccgt ggagtgggag agcaacggcc agcctgagaa caactacaag       1320

accacccctc ccgtgctgga cagcgacggc agcttcttcc tctacagccg gctgaccgtg       1380

gacaagagcc ggtggcagga aggcaacgtc tttagctgca gcgtgatgca cgaggccctg       1440

cacaaccact acacccagaa gagcctgagc ctgtccctgg gcaagttttg ggtgctggtg       1500

gtggttggtg gagtcctggc ttgctatagc ttgctagtaa cagtggcctt tattattttc       1560

tgggtgagga gtaagaggag caggctcctg cacagtgact acatgaacat gactccccgt       1620

cgacccgggc ccacccgcaa gcattaccag ccctatgccc caccacgcga cttcgcagcc       1680
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tatcgctccc tgagagtgaa gttcagcagg agcgcagacg cccccgcgta ccagcagggc       1740

cagaaccagc tctataacga gctcaatcta ggacgaagag aggagtacga tgttttggac       1800

aagagacgtg gccgggaccc tgagatgggg ggaaagccga gaaggaagaa ccctcaggaa       1860

ggcctgtaca atgaactgca gaaagataag atggcggagg cctacagtga gattgggatg       1920

aaaggcgagc gccggagggg caaggggcac gatggccttt accagggtct cagtacagcc       1980

accaaggaca cctacgacgc ccttcacatg caggccctgc cccctcgctg a                2031

<210>    90

<211>    1701

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct XIII

<400>    90

atggatttcc aggtgcagat cttcagcttc ctgctgatct ccgccagcgt gatcatgagc         60

cgcgaggtgc agctggtgga atctggcgga ggactggtgc agcctggcgg ctctctgaga        120

ctgtcttgtg ccgccagcgg cttcaccttc agccggtact ggtttagctg ggtgcgccag        180

gcccctggca agggactcgt gtgggtggga gagatcaacc ccagcagcag caccatcaac        240

tacgccccca gcctgaagga caagttcacc atcagcagag acaacgccaa gaacaccctg        300

tacctgcaga tgaacagcct gcgggccgag gacaccgccg tgtactattg tgccagcctg        360

tactacgact acggcgacgc ctacgattac tggggccagg gcacactggt gactgttagc        420

tccggcagca ccagcggctc cggcaagcct ggctctggcg agggcagcac aaagggagag        480

atcgtgatga cacagagccc tgccaccctg agcgtgtccc caggcgaaag agctaccctg        540

agctgcaagg ccagccagag cgtggaaagc aacgtggcct ggtatcagca gaagcccgga        600

caggctcctc gggccctgat ctacagcgcc agcctgagat tcagcggcat ccccgccagg        660

ttttccggat ctggcagcgg caccgagttc accctgacaa tcagcagcct gcagagcgag        720

gactttgccg tgtattactg ccagcagtac aacaactacc ccctgacctt cggagccggc        780

accaagctgg agctgaagga gagcaagtac ggccctccct gccccccttg ccctggccag        840

cctcgcgagc cccaggtgta caccctgcct ccctcccagg aagagatgac caagaaccag        900

gtgtccctga cctgcctggt gaagggcttc taccccagcg acatcgccgt ggagtgggag        960

agcaacggcc agcctgagaa caactacaag accacccctc ccgtgctgga cagcgacggc       1020

agcttcttcc tctacagccg gctgaccgtg gacaagagcc ggtggcagga aggcaacgtc       1080

tttagctgca gcgtgatgca cgaggccctg cacaaccact acacccagaa gagcctgagc       1140
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ctgtccctgg gcaagttttg ggtgctggtg gtggttggtg gagtcctggc ttgctatagc       1200

ttgctagtaa cagtggcctt tattattttc tgggtgagga gtaagaggag caggctcctg       1260

cacagtgact acatgaacat gactccccgt cgacccgggc ccacccgcaa gcattaccag       1320

ccctatgccc caccacgcga cttcgcagcc tatcgctccc tgagagtgaa gttcagcagg       1380

agcgcagacg cccccgcgta ccagcagggc cagaaccagc tctataacga gctcaatcta       1440

ggacgaagag aggagtacga tgttttggac aagagacgtg gccgggaccc tgagatgggg       1500

ggaaagccga gaaggaagaa ccctcaggaa ggcctgtaca atgaactgca gaaagataag       1560

atggcggagg cctacagtga gattgggatg aaaggcgagc gccggagggg caaggggcac       1620

gatggccttt accagggtct cagtacagcc accaaggaca cctacgacgc ccttcacatg       1680

caggccctgc cccctcgctg a                                                 1701

<210>    91

<211>    1380

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct XIV

<400>    91

atggatttcc aggtgcagat cttcagcttc ctgctgatct ccgccagcgt gatcatgagc         60

cgcgaggtgc agctggtgga atctggcgga ggactggtgc agcctggcgg ctctctgaga        120

ctgtcttgtg ccgccagcgg cttcaccttc agccggtact ggtttagctg ggtgcgccag        180

gcccctggca agggactcgt gtgggtggga gagatcaacc ccagcagcag caccatcaac        240

tacgccccca gcctgaagga caagttcacc atcagcagag acaacgccaa gaacaccctg        300

tacctgcaga tgaacagcct gcgggccgag gacaccgccg tgtactattg tgccagcctg        360

tactacgact acggcgacgc ctacgattac tggggccagg gcacactggt gactgttagc        420

tccggcagca ccagcggctc cggcaagcct ggctctggcg agggcagcac aaagggagag        480

atcgtgatga cacagagccc tgccaccctg agcgtgtccc caggcgaaag agctaccctg        540

agctgcaagg ccagccagag cgtggaaagc aacgtggcct ggtatcagca gaagcccgga        600

caggctcctc gggccctgat ctacagcgcc agcctgagat tcagcggcat ccccgccagg        660

ttttccggat ctggcagcgg caccgagttc accctgacaa tcagcagcct gcagagcgag        720

gactttgccg tgtattactg ccagcagtac aacaactacc ccctgacctt cggagccggc        780

accaagctgg agctgaagga gagcaagtac ggccctccct gccccccttg ccctttttgg        840

gtgctggtgg tggttggtgg agtcctggct tgctatagct tgctagtaac agtggccttt        900
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attattttct gggtgaggag taagaggagc aggctcctgc acagtgacta catgaacatg        960

actccccgtc gacccgggcc cacccgcaag cattaccagc cctatgcccc accacgcgac       1020

ttcgcagcct atcgctccct gagagtgaag ttcagcagga gcgcagacgc ccccgcgtac       1080

cagcagggcc agaaccagct ctataacgag ctcaatctag gacgaagaga ggagtacgat       1140

gttttggaca agagacgtgg ccgggaccct gagatggggg gaaagccgag aaggaagaac       1200

cctcaggaag gcctgtacaa tgaactgcag aaagataaga tggcggaggc ctacagtgag       1260

attgggatga aaggcgagcg ccggaggggc aaggggcacg atggccttta ccagggtctc       1320

agtacagcca ccaaggacac ctacgacgcc cttcacatgc aggccctgcc ccctcgctga       1380

                                                                        1380

<210>    92

<211>    2040

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct XV

<400>    92

atggatttcc aggtgcagat cttcagcttc ctgctgatct ccgccagcgt gatcatgagc         60

cgcgaggtgc agctggtgga atctggcgga ggactggtgc agcctggcgg ctctctgaga        120

ctgtcttgtg ccgccagcgg cttcaccttc agccggtact ggtttagctg ggtgcgccag        180

gcccctggca agggactcgt gtgggtggga gagatcaacc ccagcagcag caccatcaac        240

tacgccccca gcctgaagga caagttcacc atcagcagag acaacgccaa gaacaccctg        300

tacctgcaga tgaacagcct gcgggccgag gacaccgccg tgtactattg tgccagcctg        360

tactacgact acggcgacgc ctacgattac tggggccagg gcacactggt gactgttagc        420

tccggcagca ccagcggctc cggcaagcct ggctctggcg agggcagcac aaagggagag        480

atcgtgatga cacagagccc tgccaccctg agcgtgtccc caggcgaaag agctaccctg        540

agctgcaagg ccagccagag cgtggaaagc aacgtggcct ggtatcagca gaagcccgga        600

caggctcctc gggccctgat ctacagcgcc agcctgagat tcagcggcat ccccgccagg        660

tttagcggct ctggcagcgg caccgagttc accctgacaa tcagcagcct gcagagcgag        720

gactttgccg tgtattactg ccagcagtac aacaactacc ccctgacctt cggagccggc        780

accaagctgg agctgaagcc tgccgagcct aagagccccg acaagaccca cacctgtccc        840

ccttgtcctg cccctccagt ggctggccct agcgtgttcc tgttcccccc aaagcccaag        900

gataccctga tgatcgcccg gacccccgaa gtcacatgcg tggtggtgga cgtgagccac        960

등록특허 10-2497013

- 144 -



gaagaccctg aggtcaagtt caactggtac gtggacggcg tggaggtgca taatgccaag       1020

acaaagccgc gggaggagca gtacaacagc acgtaccgtg tggtcagcgt cctcaccgtc       1080

ctgcaccagg actggctgaa tggcaaggag tacaagtgca aggtctccaa caaagccctc       1140

ccagccccca tcgagaaaac catctccaaa gccaaagggc agccccgaga accacaggtg       1200

tacaccctgc ccccatcccg ggatgagctg accaagaacc aggtgtccct gacctgcctc       1260

gtgaagggct tctacccctc cgatatcgcc gtggaatggg agagcaatgg ccagcccgag       1320

aacaactaca agaccacccc ccctgtgctg gacagcgacg gctcattctt cctgtacagc       1380

aagctgacag tggacaagag ccggtggcag cagggcaacg tgttcagctg cagcgtgatg       1440

cacgaggctc tgcacaacca ctacacccag aagtccctga gcagcctgag cccaggcaag       1500

aagatctaca tctgggcccc tctggccggc acctgtggcg tgctgctgct gtctctcgtg       1560

atcacactgt actgcaagcg gggcagaaag aagctgctgt acatcttcaa gcagcccttc       1620

atgcggcccg tgcagaccac ccaggaagag gacggctgct cctgcagatt ccccgaggaa       1680

gaagaaggcg gctgcgagct gctgcgcgtg aagttttcta gaagcgccga cgcccctgcc       1740

taccagcagg gccagaacca gctgtacaac gagctgaacc tgggcagacg ggaagagtac       1800

gacgtgctgg ataagcggag aggccgggac cctgagatgg gcggcaagcc tagaagaaag       1860

aacccccagg aaggcctgta taacgaactg cagaaagaca agatggccga ggcctacagc       1920

gagatcggaa tgaagggcga gcggagaaga ggcaagggcc acgatggact gtaccagggc       1980

ctgagcaccg ccaccaagga cacctatgac gccctgcaca tgcaggctct gccccccaga       2040

                                                                        2040

<210>    93

<211>    2040

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct XVI

<400>    93

atggatttcc aggtgcagat cttcagcttc ctgctgatct ccgccagcgt gatcatgagc         60

cgcgagatcg tgatgacaca gagccctgcc accctgagcg tgtccccagg cgaaagagct        120

accctgagct gcaaggccag ccagagcgtg gaaagcaacg tggcctggta tcagcagaag        180

cccggacagg ctcctcgggc cctgatctac agcgccagcc tgagattcag cggcatcccc        240

gccaggttta gcggctctgg cagcggcacc gagttcaccc tgacaatcag cagcctgcag        300

agcgaggact ttgccgtgta ttactgccag cagtacaaca actaccccct gaccttcgga        360
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gccggcacca agctggagct gaagggcagc accagcggct ccggcaagcc tggctctggc        420

gagggcagca caaagggaga ggtgcagctg gtggaatctg gcggaggact ggtgcagcct        480

ggcggctctc tgagactgtc ttgtgccgcc agcggcttca ccttcagccg gtactggttt        540

agctgggtgc gccaggcccc tggcaaggga ctcgtgtggg tgggagagat caaccccagc        600

agcagcacca tcaactacgc ccccagcctg aaggacaagt tcaccatcag cagagacaac        660

gccaagaaca ccctgtacct gcagatgaac agcctgcggg ccgaggacac cgccgtgtac        720

tattgtgcca gcctgtacta cgactacggc gacgcctacg attactgggg ccagggcaca        780

ctggtgactg ttagctcccc tgccgagcct aagagccccg acaagaccca cacctgtccc        840

ccttgtcctg cccctccagt ggctggccct agcgtgttcc tgttcccccc aaagcccaag        900

gataccctga tgatcgcccg gacccccgaa gtcacatgcg tggtggtgga cgtgagccac        960

gaagaccctg aggtcaagtt caactggtac gtggacggcg tggaggtgca taatgccaag       1020

acaaagccgc gggaggagca gtacaacagc acgtaccgtg tggtcagcgt cctcaccgtc       1080

ctgcaccagg actggctgaa tggcaaggag tacaagtgca aggtctccaa caaagccctc       1140

ccagccccca tcgagaaaac catctccaaa gccaaagggc agccccgaga accacaggtg       1200

tacaccctgc ccccatcccg ggatgagctg accaagaacc aggtgtccct gacctgcctc       1260

gtgaagggct tctacccctc cgatatcgcc gtggaatggg agagcaatgg ccagcccgag       1320

aacaactaca agaccacccc ccctgtgctg gacagcgacg gctcattctt cctgtacagc       1380

aagctgacag tggacaagag ccggtggcag cagggcaacg tgttcagctg cagcgtgatg       1440

cacgaggctc tgcacaacca ctacacccag aagtccctga gcagcctgag cccaggcaag       1500

aagatctaca tctgggcccc tctggccggc acctgtggcg tgctgctgct gtctctcgtg       1560

atcacactgt actgcaagcg gggcagaaag aagctgctgt acatcttcaa gcagcccttc       1620

atgcggcccg tgcagaccac ccaggaagag gacggctgct cctgcagatt ccccgaggaa       1680

gaagaaggcg gctgcgagct gctgcgcgtg aagttttcta gaagcgccga cgcccctgcc       1740

taccagcagg gccagaacca gctgtacaac gagctgaacc tgggcagacg ggaagagtac       1800

gacgtgctgg ataagcggag aggccgggac cctgagatgg gcggcaagcc tagaagaaag       1860

aacccccagg aaggcctgta taacgaactg cagaaagaca agatggccga ggcctacagc       1920

gagatcggaa tgaagggcga gcggagaaga ggcaagggcc acgatggact gtaccagggc       1980

ctgagcaccg ccaccaagga cacctatgac gccctgcaca tgcaggctct gccccccaga       2040

                                                                        2040

<210>    94

<211>    2040
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Construct XVII

<400>    94

atggatttcc aggtgcagat cttcagcttc ctgctgatct ccgccagcgt gatcatgagc         60

cgcgaagtgc agctggtcga atctggagga ggcctggttc agcctggtgg cagccttagg        120

ctctcttgtg cagcctctgg ctttaccttc tcacggtatt ggttcagctg ggtgagacag        180

gctccaggga aaggtctggt gtgggtaggg gagataaacc ccagcagcag cacgatcaac        240

tatgctccgt cactgaaaga caagttcacc atttcccgcg ataatgccaa gaacactctc        300

tacttgcaga tgaattccct tcgagccgag gatacagcgg tgtactactg cgccagtctg        360

tactacgact atggggacgc atacgactat tggggacaag gcacactggt gactgttagc        420

tccggcagca ccagcggctc cggcaagcct ggctctggcg agggcagcac aaagggagag        480

atcgtgatga cccagtctcc tgctaccctg agcgtttctc ccggtgaaag ggccacactc        540

agctgcaaag cctctcaaag cgtggagagc aatgtcgcct ggtatcagca gaaacctggc        600

caagctccga gagcactgat ctattccgcg tcattgcgct tttccggcat accagcacgg        660

tttagtggct cagggagtgg gactgagttc actctgacga ttagctccct tcagtcagag        720

gatttcgccg tgtactactg tcagcagtac aacaactatc ccctcacatt cggagctgga        780

accaagctgg aactgaagcc tgccgagcct aagagccccg acaagaccca cacctgtccc        840

ccttgtcctg cccctccagt ggctggccct agcgtgttcc tgttcccccc aaagcccaag        900

gataccctga tgatcgcccg gacccccgaa gtcacatgcg tggtggtgga cgtgagccac        960

gaagaccctg aggtcaagtt caactggtac gtggacggcg tggaggtgca taatgccaag       1020

acaaagccgc gggaggagca gtacaacagc acgtaccgtg tggtcagcgt cctcaccgtc       1080

ctgcaccagg actggctgaa tggcaaggag tacaagtgca aggtctccaa caaagccctc       1140

ccagccccca tcgagaaaac catctccaaa gccaaagggc agccccgaga accacaggtg       1200

tacaccctgc ccccatcccg ggatgagctg accaagaacc aggtgtccct gacctgcctc       1260

gtgaagggct tctacccctc cgatatcgcc gtggaatggg agagcaatgg ccagcccgag       1320

aacaactaca agaccacccc ccctgtgctg gacagcgacg gctcattctt cctgtacagc       1380

aagctgacag tggacaagag ccggtggcag cagggcaacg tgttcagctg cagcgtgatg       1440

cacgaggctc tgcacaacca ctacacccag aagtccctga gcagcctgag cccaggcaag       1500

aagatctaca tctgggcccc tctggccggc acctgtggcg tgctgctgct gtctctcgtg       1560

atcacactgt actgcaagcg gggcagaaag aagctgctgt acatcttcaa gcagcccttc       1620
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atgcggcccg tgcagaccac ccaggaagag gacggctgct cctgcagatt ccccgaggaa       1680

gaagaaggcg gctgcgagct gctgcgcgtg aagttttcta gaagcgccga cgcccctgcc       1740

taccagcagg gccagaacca gctgtacaac gagctgaacc tgggcagacg ggaagagtac       1800

gacgtgctgg ataagcggag aggccgggac cctgagatgg gcggcaagcc tagaagaaag       1860

aacccccagg aaggcctgta taacgaactg cagaaagaca agatggccga ggcctacagc       1920

gagatcggaa tgaagggcga gcggagaaga ggcaagggcc acgatggact gtaccagggc       1980

ctgagcaccg ccaccaagga cacctatgac gccctgcaca tgcaggctct gccccccaga       2040

                                                                        2040
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