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명 세 서

청구범위

청구항 1 

인간 AXL 엑토도메인 (ECD)의 이뮤노글로불린-유사 (IgL) 도메인에서의 에피토프에 특이적으로 결합하는 단리되

거나 정제된 항체.

청구항 2 

제1항에 있어서, AXL ECD가 서열식별번호:71의 아미노산 서열을 갖는 것인 항체.

청구항 3 

제1항에 있어서, 에피토프가 AXL의 IgL1 또는 IgL2에 위치하는 것인 항체.

청구항 4 

제1항에 있어서, AXL 발현 종양 세포 내로 내재화가 가능한 항체.

청구항 5 

제1항에 있어서, 단일 도메인 항체, 모노클로날 항체, 인간화 항체, 키메라 항체, 이중파라토프성 항체, 이중특

이적 항체, 또는 그의 AXL-결합 항체 단편인 항체.

청구항 6 

제5항에 있어서, 키메라 항체가 인간 IgG1로부터의 프레임워크 영역을 포함하는 것인 항체.

청구항 7 

제6항에 있어서, 키메라 항체가 인간 카파 경쇄 및 인간 IgG 중쇄로부터의 프레임워크 영역을 포함하는 것인 항

체.

청구항 8 

제1항에 있어서, IgA, IgD, IgE, IgG, 또는 IgM으로부터의 프레임워크 영역을 포함하는 항체.

청구항 9 

제1항에 있어서, 전장 IgG, Fv, scFv, Fab, 또는 F(ab')2, VHH, VL, 또는 VH를 포함하는 항체.

청구항 10 

제1항에 있어서, 인간 AXL 엑토도메인에 대해 ≤50 nM의 평형 해리 상수 (KD)를 갖는 항체.

청구항 11 

제1항에 있어서, AXL ECD의 IgL 도메인에서의 에피토프에의 결합이 AXL에의 성장 정지-특이적 6 (Gas6) 리간드

의 결합과 경쟁하지 않는 것인 항체.

청구항 12 

서열식별번호 (SEQ ID NO):98, 99, 및 100; 

서열식별번호:92, 93 및 94; 

서열식별번호: 110, 111, 및 112; 

서열식별번호:86, 87, 및 88; 
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서열식별번호:80, 81 , 및 82; 

서열식별번호: 104, 105, 및 106; 

서열식별번호: 116, 117, 및 118; 및 

그와 실질적으로 동일한 서열

로 이루어진 군으로부터 선택되는 가변 경쇄 (VL) CDR1, CDR2, 및 CDR3 서열을 포함하는 항체 또는 그의 단편.

청구항 13 

서열식별번호:38; 

서열식별번호:40 

서열식별번호:42 

서열식별번호:44 

서열식별번호:46 

서열식별번호:74 

서열식별번호:76; 및 

그와 실질적으로 동일한 서열

로 이루어진 군으로부터 선택되는 가변 경쇄 (VL) 서열을 포함하는 항체 또는 그의 단편.

청구항 14 

서열식별번호:95, 96, 및 97; 

서열식별번호:89, 90 및 91; 

서열식별번호: 107, 108, 및 109; 

서열식별번호:83, 84, 및 85; 

서열식별번호:77, 78, 및 79; 

서열식별번호: 101, 102, 및 103; 

서열식별번호: 113, 114, 및 115; 및 

그와 실질적으로 동일한 서열

로 이루어진 군으로부터 선택되는 가변 중쇄 (VH) CDR1, CDR2, 및 CDR3 서열을 포함하는 항체 또는 그의 단편.

청구항 15 

서열식별번호:39; 

서열식별번호:41; 

서열식별번호:43; 

서열식별번호:45; 

서열식별번호:47; 

서열식별번호:73; 

서열식별번호:75; 및 

그와 실질적으로 동일한 서열

로 이루어진 군으로부터 선택되는 가변 중쇄 (VH) 서열을 포함하는 항체 또는 그의 단편.
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청구항 16 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서,

VL, 서열식별번호:98 내지 100; 및 VH, 서열식별번호:95 내지 97; 

VL, 서열식별번호:92 내지 94; 및 VH, 서열식별번호:89 내지 91; 

VL, 서열식별번호: 110 내지 112; 및 VH, 서열식별번호: 107 내지 109; 

VL, 서열식별번호:86 내지 88; 및 VH, 서열식별번호:83 내지 85; 

VL, 서열식별번호:80 내지 82; 및 VH, 서열식별번호:77 내지 79; 

VL, 서열식별번호: 104 내지 106; 및 VH, 서열식별번호: 101 내지 103; 

VL, 서열식별번호: 116 내지 118; 및 VH, 서열식별번호: 113 내지 115; 및

그와 실질적으로 동일한 서열

로 이루어진 군으로부터 선택되는 가변 중쇄 (VL) CDR1, CDR2, 및 CDR3 서열; 및 (VH) CDR1, CDR2, 및 CDR3 서

열을 포함하는 항체, 또는 그의 단편.

청구항 17 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서,

서열식별번호: 127, 128, 및 129; 

서열식별번호: 130, 131, 및 132; 

서열식별번호: 133, 134, 및 135; 

서열식별번호: 136, 137, 및 138; 

서열식별번호: 139, 140, 및 141; 

서열식별번호: 142, 143, 및 144; 

서열식별번호: 145, 146, 및 147; 

서열식별번호: 148, 149, 및 150; 및 

그와 실질적으로 동일한 서열

로 이루어진 군으로부터 선택되는 단일 도메인 (sd) 중쇄 가변 (VHH) 도메인 CDR1, CDR2, 및 CDR3 서열을 포함

하는 항체, 또는 그의 단편.

공개특허 10-2020-0067145

- 5 -



청구항 18 

및 그와 실질적으로 동일한 서열

로 이루어진 군으로부터 선택되는 단일 도메인 (sd) 중쇄 가변 (VHH) 도메인 서열을 포함하는 항체 또는 그의

단편.

청구항 19 

서열식별번호:39의 VH, 및 서열식별번호:38의 VL; 

서열식별번호:41의 VH, 및 서열식별번호:40의 VL; 

서열식별번호:43의 VH, 및 서열식별번호:42의 VL; 

서열식별번호:45의 VH, 및 서열식별번호:44의 VL; 

서열식별번호:47의 VH, 및 서열식별번호:46의 VL; 

서열식별번호:73의 VH, 및 서열식별번호:74의 VL; 

서열식별번호:75의 VH, 및 서열식별번호:76의 VL; 

서열식별번호: 119의 VHH; 
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서열식별번호: 120의 VHH; 

서열식별번호: 121의 VHH; 

서열식별번호: 122의 VHH; 

서열식별번호: 123의 VHH; 

서열식별번호: 124의 VHH; 

서열식별번호: 125의 VHH; 

서열식별번호: 126의 VHH; 및 

그와 85％ 이상 동일성을 갖는 서열

로 이루어진 군으로부터 선택되는 항체 또는 그의 단편.

청구항 20 

제19항에 있어서, 서열 동일성이 ≥90％, ≥95％, 또는 ≥98％인 항체 또는 단편.

청구항 21 

제1항에 있어서, 서열식별번호: 1, 2, 및 11의 경쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열; 및 서열식별번호:3, 4, 및 5의

중쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열을 포함하며, 항체가 AXL의 IgL1 도메인에서의 에피토프에 결합하고, IgL2 도메인

에서는 그렇지 않은 것인 항체.

청구항 22 

제1항에 있어서, 서열식별번호: 1, 6, 및 11의 경쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열; 및 서열식별번호:7, 8, 및 5의

중쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열을 포함하며, 항체가 AXL의 IgL1 도메인에서의 에피토프에 결합하고, IgL2 도메인

에서는 그렇지 않은 것인 항체.

청구항 23 

제1항에 있어서, 서열식별번호:9, 10, 및 11의 경쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열; 및 서열식별번호:12, 13, 및 14

의 중쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열을 포함하는 항체.

청구항 24 

제1항에 있어서, 서열식별번호: 15, 16, 및 11의 경쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열; 및 서열식별번호:17, 18, 및

19의 중쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열을 포함하는 항체.

청구항 25 

제1항 내지 제24항 중 어느 한 항에 있어서, AXL 결합에 대해 Gas6과 경쟁하지 않는 항체.

청구항 26 

제5항에 있어서, 항체가 이중파라토프성이고, sdAb001/005 또는 sd Ab 001/006을 포함하는 것인 항체.

청구항 27 

약물 모이어티에 접합된 제1항 내지 제24항 중 어느 한 항의 항체를 포함하는 항체 약물 접합체 (ADC).

청구항 28 

제27항에 있어서, 약물 모이어티가 항암 약물인 항체 약물 접합체.

청구항 29 

제27항에 있어서, 약물 모이어티가 DM1인 항체 약물 접합체.
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청구항 30 

제22항의 ADC 및 제약상 허용되는 부형제를 포함하는 제약 조성물.

청구항 31 

제1항에 따른 항체, 및 인간 IgG1 Fc를 포함하는 융합 단백질.

청구항 32 

제1항 내지 제24항 중 어느 한 항의 항체를 코딩하는 핵산 분자.

청구항 33 

제32항의 핵산 분자를 포함하는 벡터.

청구항 34 

제33항의 벡터를 포함하는 숙주 세포.

청구항 35 

제34항에 있어서, 재조합 미생물 숙주 세포이거나 포유동물 세포인 숙주 세포.

청구항 36 

제32항 또는 제33항에 있어서, 상기 세포가 제1항의 항체를 생산하는 것인 숙주 세포.

청구항 37 

제1항의 항체를 생산하는 하이브리도마 또는 유기체.

청구항 38 

제1항 내지 제24항 중 어느 한 항에 있어서, 항체가 표면 상으로 고정화되는 것인 항체.

청구항 39 

제1항 내지 제24항 중 어느 한 항에 있어서, 항체가 화물 분자에 연결되는 것인 항체.

청구항 40 

제39항에 있어서, 화물 분자가 검출제, 치료제, 약물, 펩티드, 효소, 성장 인자, 시토카인, 수용체 트랩, 그의

항체, 화학적 화합물, 탄수화물 모이어티, DNA-기재 분자, 세포독성제, 또는 바이러스 벡터인 항체.

청구항 41 

제39항에 있어서, 화물 분자가 크기가 약 1 kDa 내지 약 500 kDa인 항체.

청구항 42 

제40항에 있어서, 화물 분자가 1종 이상의 리포솜 또는 나노운반체에 로딩되는 것인 항체.

청구항 43 

제42항에 있어서, 나노운반체가 1종 이상의 나노입자, 나노와이어, 나노튜브, 또는 양자 점을 포함하는 것인 항

체.

청구항 44 

제40항에 있어서, 바이러스 벡터가 아데노바이러스성, 렌티바이러스성 또는 레트로바이러스성인 항체.

청구항 45 
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제40항에 있어서, DNA-기재 분자가 안티-센스 올리고뉴클레오티드, 마이크로RNA, siRNA, 또는 플라스미드를 포

함하는 것인 항체. 

청구항 46 

제39항 내지 제42항 중 어느 한 항에 있어서, 화물 분자가 세포독성제인 항체.

청구항 47 

a) 샘플을 검출제에 연결된 제1항 내지 제24항 중 어느 한 항의 1종 또는 1종 초과의 단리되거나 정제된 항체와

접촉시키고;

b) 샘플에서 AXL에 결합된 그의 항체에 연결된 검출제를 검출하는 것

을 포함하는, AXL을 검출하는 시험관내 방법.

청구항 48 

제47항에 있어서, 방법이 순환 세포에서 AXL을 검출하고, 샘플이 혈청 샘플인 방법.

청구항 49 

제47항 또는 제48항에 있어서, 검출 단계가 광학 영상화, 면역조직화학, 분자 진단 영상화, 또는 ELISA를 사용

하여 수행되는 것인 방법.

청구항 50 

a) 검출제에 연결된 제1항 내지 제24항 중 어느 한 항의 1종 이상의 항체를 대상체에게 투여하고;

b) AXL에 결합된 그의 항체에 연결된 검출제를 검출하는 것

을 포함하는, 대상체에서 AXL 발현을 검출하는 생체내 방법.

청구항 51 

제47항에 있어서, 검출 단계가 PET, SPECT, 또는 형광 영상화를 사용하여 수행되는 것인 방법.

청구항 52 

관심의 분자에 연결된 1종 이상의 제1항의 항체를 대상체에게 투여하는 것을 포함하며, 항체가 관심의 분자를

AXL을 발현하는 대상체의 세포에 전달하는 것인, 관심의 분자를 AXL을 발현하는 세포 내로 수송하는 방법.

청구항 53 

제52항에 있어서, 관심의 분자가 검출제, 치료제, 약물, 펩티드, 효소, 성장 인자, 시토카인, 수용체 트랩, 그

의 항체, 화학적 화합물, 탄수화물 모이어티, DNA-기재 분자, 세포독성제, 또는 바이러스 벡터인 방법. 

청구항 54 

제52항에 있어서, 관심의 분자가 1종 이상의 리포솜 또는 나노운반체 상에 로딩되는 것인 방법.

청구항 55 

제54항에 있어서, 나노운반체가 1종 이상의 나노입자, 나노와이어, 나노튜브, 또는 양자 점을 포함하는 것인 방

법.

청구항 56 

제52항 내지 제55항 중 어느 한 항에 있어서, 관심의 분자가 세포독성제를 포함하는 것인 방법.

청구항 57 

제56항에 있어서, 세포독성제가 암을 치료하는 데 사용하기 위한 것인 방법.
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청구항 58 

제1항 내지 제24항 중 어느 한 항의 항체를 포함하는 항암 항체 약물 접합체를 암의 치료를 필요로 하는 대상체

에게 투여하는 것을 포함하는, 암을 치료하는 방법.

청구항 59 

제1항 내지 제24항 중 어느 한 항의 항체를 포함하는 세포 요법, 키메라 항원 수용체 (CAR-T 세포) 요법, 또는

종양용해성 바이러스를 투여하는 것을 포함하는, 암을 치료하는 방법.

청구항 60 

암의 치료를 필요로 하는 대상체에서 암을 치료하기 위한 항암 항체 약물 접합체를 포함하는 의약의 제조를 위

한 제1항 내지 제24항 중 어느 한 항의 항체의 용도.

청구항 61 

암의 치료를 필요로 하는 대상체에서 암을 치료하기 위한 제1항 내지 제24항 중 어느 한 항의 항체를 포함하는

항암 항체 약물 접합체의 용도.

청구항 62 

세포 요법, 키메라 항원 수용체 (CAR-T 세포) 요법, 또는 종양용해성 바이러스의 제조를 위한 제1항 내지 제24

항 중 어느 한 항의 항체의 용도.

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원에 대한 상호 참조[0001]

이 출원은 2017년 9월 13일에 출원된 미국 가특허 출원 제62/557,870호의 우선권을 주장하며, 이는 본원에 참조[0002]

로 포함된다.

분야[0003]

본 개시내용은 AXL-특이적 항체 및 그의 용도에 관한 것이다.  이러한 항체는 세포 표면 발현된 인간 AXL에 결[0004]

합하며, 융합물에 또는 항체-약물 접합체에 사용될 수 있다.

배 경 기 술

AXL은 Tyro3- AXL -Mer (TAM) 수용체 티로신 키나제 서브패밀리의 구성원이다.  AXL 도메인 구조의 개략도를 도[0005]

1의 선행 기술 예시에 나타낸다.  AXL 단백질 (100)의 세포외 도메인은 지시된 엑손 (1 내지 20)과 함께 나타내

어진다.  AXL 단백질 (100)은 2개의 이뮤노글로불린-유사 도메인 (102) 및 2개의 피브로넥틴 유형 III (FNIII)

반복부 (104)를 포함한다.  막횡단 도메인 (106)은 세포막, 이어서 세포내 키나제 도메인 (108)에 걸친다.  스

플라이싱 (110에서 지시됨)은 약간 더 짧은 전사체를 생성한다.

성장 정지-특이적 6 (Gas6)에의 AXL 세포외 도메인의 결합 후에, 비타민 K-의존성 단백질, AXL은 다수의 세포[0006]

유형에서 성장, 이동, 응집, 및 항-염증을 비롯한 몇몇 세포 기능에 관여하는 신호를 전달할 수 있다 (Holland

et al., 2005; Li et al., 2009).  AXL은 원래 만성 골수성 백혈병에서 종양유전자로서 확인되었다 (O'Bryan

et al., 1991).  이어서, AXL의 발현은 유방, 위, 전립선, 난소, 및 폐를 비롯한 다양한 암에서 상향조절되는

것으로 보고되었다 (Linger et al., 2008; Paccez et al., 2014). 

AXL은 또한 악성 세포의 침습성 운동성 및 전이와 가깝게 연관된 프로세스인 상피-내지-중간엽 전이에 연루되었[0007]

다 (Gjerdrum et al., 2010).  더욱이, AXL 발현은 환자 생존과 음성적으로 연관되는 것으로 나타났다 (Linger

et al., 2008; Gjerdrum et al., 2010).  몇몇 최근의 연구는 AXL이 몇몇 약물-저항성 암 세포주에서 과발현되

고 활성화됨을 보고하였으며 (Asiedu et al., 2014; Meyer et al., 2013; Thomson et al., 201 1), 이는 AXL이

화학요법 및 다른 분자적으로 표적화된 요법에 대한 저항성에 있어서 역할을 할 수 있음을 시사한다.  AXL 발현

은 또한 최근 저산소증 동안 증가되는 것으로 나타났으며 (Rankin et al., 2014), 고형 종양으로서 빈번히 발생
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하는 상태는 보다 크고 보다 공격적이 된다.  함께, 이들 데이터는 암에 대한 유망한 진단, 예측, 및 치료 표적

으로서의 AXL을 시사한다.

유전자 넉-아웃 또는 RNAi를 사용한 최근의 연구는 세포주 및 마우스 모델에서 AXL 억제의 치료적 가치를 입증[0008]

한다.  또한, 보수티닙 (BOSUTINIB) ™, 즉, 화이자 인크. (Pfizer Inc.) 제품 번호 PF-5208763을 갖는 SKI-

606으로도 공지된 화이자 인크.에 의해 명칭 보수리프 (BOSULIF) ™ 하에 판매되는 단백질-티로신 키나제 억제

제 (Lee  et  al.,  2014);  카보잔티닙 (CABOZANTINIB)  ™,  즉, 엑셀릭시스 (Exelixis)에 의해 명칭 코메트릭

(COMETRIQ) ™, 제품 번호 XL184 하에 판매되는 티로신 키나제 c-Met 및 VEGFR2의 소분자 억제제 (Yakes et

al., 201 1); 및 화이자 인크.에 의해 명칭 수텐트 (SUTENT) ™, 제품 번호 SU11248 하에 판매되는 수니티닙

(SUNITINIB) ™ (Kitagawa et al., 2013)을 비롯한 몇몇 소분자 AXL 억제제가 개발되고 시장화되었다.  이들

약물은  다수의  키나제를  표적화하며,  AXL  활성을  그들의  1차  키나제  표적보다  덜  효과적으로  억제한다

(Feneyrolles et al., 2014). 

현재 AXL의 가장 강력하고 선택적인 억제제 중 하나인 버겐바이오 (BergenBio) (노르웨이 버겐) 및 리겔 파마슈[0009]

티칼즈 (Rigel Pharmaceuticals) (미국 캘리포니아주 샌 프란시스코)의 BGB324™ (이전에 R428로 공지됨)를 비

롯한 다른 소분자 약물은 임상 및 전임상 개발의 초기 단계에 있다.  이는 14 nM의 IC50을 가지며, 시험된 다른

키나제보다 AXL에 대해 상당히 더 선택적인 것으로 나타났지만 (Holland et al., 2010); 이는 여전히 Tie-2,

Flt-4, Flt-1, Ret, AbI에 대해 뿐만 아니라 TAM 패밀리, Tyro-3 및 Mer의 다른 구성원에 대해 활성을 나타낸

다.  이는 전임상 유방 동물 모델에서 혈관신생 및 전이를 촉진시키는 AXL의 능력을 차단하며 (Holland et al.,

2010), 공격적 및 전이성 암의 치료를 위해 2013년에 임상 I상에 들어갔다.  소분자 AXL 억제제의 개발은 AXL

키나제 도메인의 3차원 구조의 부재 하에서 도전하고 있었으며, 오프-타겟 독성에 대한 잠재성은 주요한 문제로

남아 있다.

소분자의 단점 중 일부를 회피하기 위해, 항-AXL 항체가 고려될 수 있다.  리 (Li) 등 (2009)은 피하 비-소세포[0010]

폐암 (NSCLC) 모델에서 Gas6 결합을 간섭하지 않고, AXL 활성화를 억제하고, AXL 하향조절을 유도하고, 종양 이

종이식편의 성장을 감소시킨 AXL에 대한 모노클로날 항체 (12A11)를 개발하였다.  이어서, 예 (Ye) 등 (2010)은

인간 및 뮤린 AXL 둘 다의 세포외 도메인을 인식하고, Gas6 결합을 차단하는 모노클로날 항체 (YW327.6S2)를 개

발하였다.  이 항체는 NSCLC 모델 뿐만 아니라 유방암의 동소 전이 모델에서 이종이식편 종양 성장을 감소시키

는 것으로 나타났다.  또한, YW327.6S2로의 치료는 NSCLC 종양 성장을 감소시키는 데 있어서 에를로티닙 및 화

학요법의 효과를 향상시켰을 뿐만 아니라, 유방암 및 NSCLC 마우스 이종이식편 모델에서 항-VEGF 치료를 가능하

게 하였다.  레코네트 (Leconet) 등 (2014)은 Gas6 결합을 간섭하지 않고, AXL 활성화를 억제하고, 세포 표면으

로부터의 그의 하향조절을 유도한 항-AXL 모노클로날 항체를 기재하고 있다.  대상 항체는 생체내에서 피하 및

동소 췌장 종양 이종이식편 둘 다의 성장을 감소시켰다.

AXL의 활성을 감소시키는 치료 항체의 한 가지 단점은 이들이 민감도의 내재적 결여로 인한 선천적 성질의, 또[0011]

는 치료의 선택 압력 동안 발생하는 우회 메커니즘으로 인한 획득된 성질의 치료 저항성에 직면할 가능성이 있

다는 것이다.  따라서, 보다 적은 오프-타겟 효과를 갖고, 감소되거나 허용되는 독성 및 치료 저항성을 갖는 활

성이고 특이적인 AXL 억제제에 대한 필요가 있다. 

항체-약물 접합체는 항체를 전형적으로 링커를 통해 약물과 조합하는 매우 복잡한 실체이다.  젠맵 에이/에스[0012]

(Genmab A/S) (덴마크 코펜하겐) 및 시애틀 제네틱스 (Seattle Genetics) (미국 워싱턴)에 의해 개발 중인 항

체-약물 접합체, 휴맥스 (HUMAX)-AXL-ADC ™는 모노메틸 아우리스타틴 E (MMAE)에 접합된 Gas6 결합과 경쟁하지

않는 AXL-특이적 모노클로날 항체를 포함한다.  휴맥스-AXL-ADC ™는 1 mg/kg의 단일 용량 후에 NSCLC 이종이식

편 모델에서 종양 퇴행을 강력하게 유도하였으며, AXL 발현이 이종인 환자-유래된 이종이식편 모델에서 유사한

효과를 가졌다.  Gas6 결합과 경쟁하지 않는 AXL에 결합하는 항체는 국제 특허 공개 WO2016/005593 A1 (브레이

지 (Breij) 등)에 기재되어 있다.

항-AXL 항체가 강력한 세포독성 약물을 전달하는 데 사용되는 항체-약물 접합체 (ADC) 접근법은 약물에 반응할[0013]

가능성이 있는 환자 집단을 증가시킨다.  ADC는 심지어 항체에 대한 획득된 저항성의 사건에서 사용될 수 있다.

질환 검출, 스테이징 및/또는 요법에 사용하기 위한 AXL-특이적 항체에 대한 필요가 있다.[0014]

발명의 내용

요약[0015]
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본 개시내용의 목적은 AXL-특이적 항체를 제공하는 것이다.  항체로도 지칭되는 AXL-특이적 모노클로날 및 단일[0016]

도메인 항체 및 항원-결합 단편, 뿐만 아니라 그의 용도가 기재된다.  이러한 AXL-특이적 항체는 세포 표면-발

현된 인간 AXL에 결합한다.  항체-약물 접합체 및 융합물이 기재된다.

본 개시내용은 인간 AXL 엑토도메인 (ECD)의 이뮤노글로불린-유사 (IgL) 도메인에서의 에피토프에 특이적으로[0017]

결합하는 단리되거나 정제된 항체를 제공한다.

또한, 서열식별번호 (SEQ ID NO):98 내지 100; 서열식별번호:92 내지 94; 서열식별번호:110 내지 112; 서열식별[0018]

번호:86 내지 88; 서열식별번호:80 내지 82; 서열식별번호: 104 내지 106; 서열식별번호: 116 내지 118; 및 그

와 실질적으로 동일한 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 가변 경쇄 (VL) CDR1, CDR2, 및 CDR3 서열을 포함

하는 항체 또는 그의 단편이 제공된다.

 서열식별번호:38;  서열식별번호:40;  서열식별번호:42;  서열식별번호:44;  서열식별번호:46;  서열식별번호:74;[0019]

서열식별번호:76; 및 그와 실질적으로 동일한 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 가변 경쇄 (VL) 서열을 포

함하는 항체 또는 그의 단편이 본원에서 제공된다.

또한, 서열식별번호:95 내지 97; 서열식별번호:89 내지 91; 서열식별번호: 107 내지 09; 서열식별번호:83 내지[0020]

85; 서열식별번호:77 내지 79; 서열식별번호: 101 내지 103; 서열식별번호: 113 내지 115; 및 그와 실질적으로

동일한 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 가변 중쇄 (VH) CDR1, CDR2, 및 CDR3 서열을 포함하는 항체 또는

그의 단편이 제공된다.

서열식별번호:39; 서열식별번호:41; 서열식별번호:43; 서열식별번호:45; 서열식별번호:47; 서열식별번호:73; 서[0021]

열식별번호:75; 및 그와 실질적으로 동일한 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 가변 중쇄 (VH) 서열을 포함

하는 항체 또는 그의 단편이 본원에서 제공된다.

또한, 서열식별번호: 119 내지 126; 및 그와 실질적으로 동일한 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 단일 도[0022]

메인 (sd) 중쇄 가변 (VHH) 도메인 서열을 포함하는 항체 또는 그의 단편이 제공된다.

또한, 서열식별번호:39의 VH, 및 서열식별번호:38의 VL; 서열식별번호:41의 VH, 및 서열식별번호:40의 VL; 서열[0023]

식별번호:43의 VH,  및  서열식별번호:42의 VL;  서열식별번호:45의 VH,  및  서열식별번호:44의 VL;  서열식별번

호:47의 VH,  및 서열식별번호:46의 VL;  서열식별번호:73의 VH,  및 서열식별번호:74의 VL;  서열식별번호:75의

VH, 및 서열식별번호:76의 VL; 서열식별번호: 119의 VHH; 서열식별번호:120의 VHH; 서열식별번호: 121의 VHH;

서열식별번호:122의 VHH; 서열식별번호: 123의 VHH; 서열식별번호:124의 VHH; 서열식별번호: 125의 VHH; 서열식

별번호: 126의 VHH; 및 그와 85％ 이상 동일성을 갖는 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 항체 또는 그의 단

편이 제공된다.

기재된 항체를 포함하는 항체 약물 접합체 (ADC), 제약 조성물, 및 융합 단백질이 기재된다.  기재된 항체를 코[0024]

딩하는 핵산 분자, 및 이를 포함하는 벡터 또는 숙주 세포가 또한 제공된다.

AXL의 시험관내 및 생체내 검출 방법이 기재된다.  관심의 분자를 AXL을 발현하는 세포 내로 수송하는 방법이[0025]

기재된다.  항체 약물 접합체를 채용한, 암을 치료하기 위한 기재된 항체의 방법 및 용도가 제공된다.

본 개시내용의 다른 측면 및 특색은 첨부된 도면과 함께 하기 구체적인 실시양태의 설명의 검토 시 관련 기술분[0026]

야의 통상의 기술자에게 명백하게 될 것이다.

도면의 간단한 설명

본 개시내용의 실시양태는 이제 단지 예로 첨부된 도면을 참조로 기재될 것이다.[0027]

도 1 (선행 기술)은 AXL 도메인 구조의 개략적 도시이다. 

도 2는 A549 세포 생존에 대한 항-AXL mAb의 효과의 결과를 나타낸다.

도 3은 H292 세포 상의 세포 표면-발현된 AXL에의 항-AXL mAb의 결합 특성을 측정하는 유동 세포측정 실험의 결

과를 나타낸다.

도 4는 H292 종양 세포주, A549 세포주, 인간 유방 선암종 MDA-MB-231 종양 세포주, 및 불멸화 HaCaT 각질세포

세포에서의 세포 생존율에 대한 항-AXL-DM1 접합체의 활성의 결과를 나타낸다.

도 5는 인간 AXL 단백질 엑토도메인 (hAXL-ECD) 및 막횡단 도메인의 개략적 도시이다.  도메인 결합은 hAXL-ECD

공개특허 10-2020-0067145

- 12 -



의 10개의 펩티드 단편에 대해 나타내어진다.

도 6은 항-rhAXL ECD 단일 도메인 항체 (sdAb)의 단리를 위한 전략의 개략적 도시이다.

도 7은 볼드체 밑줄 폰트로 나타내어진, IMGT 정의를 사용한 CDR을 갖는 mAb VH/VL 도메인의 아미노산 서열을 나

타낸다. 

도 8은 볼드체 밑줄 폰트로 나타내어진, IMGT 정의를 사용한 CDR을 갖는 VHH의 아미노산 서열을 나타낸다.

도 9는 폐 (H292), 유방 (MDA-MB-231), 난소 (SKOV3) 및 교모세포종 (U87) 세포주에서의 항체 결합 능력을 나

타낸다. 

도 10은 폐 (NCI-H292), 유방 (MDA-MB-231), 및 난소 (SKOV3) 세포주에서의 항-AXL hIgG 및 sdAb의 결합 특성

을 측정하는 유동 세포측정 실험의 결과를 나타낸다.

도 11은 3가지 종양 세포주에서의 hIgG Ab 및 sdAb의 성장 억제 결합 곡선을 나타낸다.

도 12는 H292 세포주에서의 Gas6의 존재 및 부재 하에서의 hIgG-F11-5E9-DM1 및 hIgG-F107-10G1-DM1의 성장 억

제 결합 곡선을 나타낸다. 

도 13은 SKOV3 세포주에서의 단일파라토프성 모 ADC에 비한 항-AXL 이중파라토프성 구축물 ADC의 성장 억제 결

합 곡선을 나타낸다.

도 14는 선택된 시험 항체에 의한 SKOV3 종양-함유 마우스에서의 종양 성장 억제를 나타낸다.

도 15는 선택된 시험 항체에 의한 SKOV3 종양-함유 마우스에서의 종양 성장 억제를 나타낸다. 

도 16은 실시예 17에서의 MDA-MB-231-Luc 종양-함유 마우스에서의 종양 성장 측정을 위한 연구 설계 및 시점을

나타낸다.

도 17은 실시예 17에서의 처리 개시후 37일까지의 체중에 대한 hF111-5E9-DM1의 효과를 나타낸다.

도 18은 실시예 17에서의 처리 개시후 28일까지의 종양 성장에 대한 hF111-5E9-DM1의 효과를 나타낸다.

도 19는 실시예 18에서 평가된 FC5Hfc1X0 (양성 대조군), TWIN200-hIgG1 (음성 대조군) 및 7종의 항-AXL sdAb

의 Papp 값을 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

상세한 설명[0028]

일반적으로, 본 개시내용은 질환, 예컨대 암의 치료, 확인/진단, 및 스테이징/예측에 사용하기 위한 항-AXL 모[0029]

노클로날 및 단일 도메인 항체를 제공한다.

인간 AXL 엑토도메인 (ECD)의 이뮤노글로불린-유사 (IgL) 도메인에서의 에피토프에 특이적으로 결합하는 단리되[0030]

거나 정제된 항체가 기재된다.  AXL ECD는 예를 들어, 서열식별번호:71의 아미노산 서열을 가질 수 있다.  항체

의 에피토프는 AXL의 IgL1 또는 IgL2에 위치할 수 있다.  항체는 AXL 발현 종양 세포 내로 내재화가 가능할 수

있다.

항체는 단일 도메인 항체, 모노클로날 항체, 인간화 항체, 키메라 항체, 이중파라토프성 항체, 이중특이적 항체[0031]

일 수 있거나, 그의 AXL-결합 항체 단편일 수 있다.  항체가 키메라 항체인 경우, 이는 인간 IgG1로부터의 프레

임워크 영역을 포함할 수 있으며, 인간 카파 경쇄 및 인간 IgG  중쇄로부터의 프레임워크 영역을 포함할 수

있다.  항체는 IgA, IgD, IgE, IgG, 또는 IgM으로부터의 프레임워크 영역을 포함할 수 있다.

항체는 전장 IgG, Fv, scFv, Fab, 또는 F(ab')2, VHH, VL, 또는 VH일 수 있다.  항체는 인간 AXL 엑토도메인에[0032]

대해 < 50 nM의 평형 해리 상수 (KD)를 가질 수 있다.  임의로, AXL ECD의 IgL 도메인에서 에피토프에의 결합은

AXL에의 성장 정지-특이적 6 (Gas6) 리간드의 결합과 경쟁하지 않는 것일 수 있다.

항체 또는 단편은 서열식별번호:98,  99,  및 100;  서열식별번호:92,  93  및 94;  서열식별번호: 110,  111,  및[0033]

112; 서열식별번호:86, 87, 및 88; 서열식별번호:80, 81, 및 82; 서열식별번호:104, 105, 및 106; 서열식별번

호: 116, 117, 및 118; 및 그와 실질적으로 동일한 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 가변 경쇄 (VL) CDR1,

CDR2, 및 CDR3 서열을 가질 수 있다. 
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항체 또는 그의 단편은 서열식별번호:38; 40; 42; 44; 46; 74; 76; 및 그와 실질적으로 동일한 서열로 이루어진[0034]

군으로부터 선택되는 가변 경쇄 (VL) 서열을 포함하는 것일 수 있다.  항체 또는 단편은 서열식별번호:95 내지

97; 89 내지 91; 107 내지 109; 83 내지 85; 77 내지 79; 101 내지 103; 113 내지 115; 및 그와 실질적으로 동

일한 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 가변 중쇄 (VH) CDR1, CDR2, 및 CDR3 서열을 포함할 수 있다. 

서열식별번호:39; 41; 43; 45; 47; 73; 75; 및 그와 실질적으로 동일한 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는[0035]

가변 중쇄 (VH) 서열을 포함하는 항체 또는 그의 단편이 기재된다. 

항체 또는 그의 단편은 VL, 서열식별번호:98 내지 100 및 VH, 서열식별번호:95 내지 97; VL, 서열식별번호:92[0036]

내지 94  및 VH,  서열식별번호:89 내지 91;  VL,  서열식별번호: 110  내지 112  및 VH,  서열식별번호:107 내지

109; VL, 서열식별번호:86 내지 88 및 VH, 서열식별번호:83 내지 85; VL, 서열식별번호:80 내지 82 및 VH, 서

열식별번호:77  내지  79;  VL,  서열식별번호:104  내지  106  및  VH,  서열식별번호:  101  내지  103;  VL,

서열식별번호:116 내지 118 및 VH, 서열식별번호: 113 내지 115; 및 그와 실질적으로 동일한 서열로 이루어진

군으로부터 선택되는 가변 중쇄 (VL) CDR1, CDR2, 및 CDR3 서열; 및 (VH) CDR1, CDR2, 및 CDR3 서열을 포함하

는 것일 수 있다.

기재된 항체는 서열식별번호: 127 내지 129; 서열식별번호: 130 내지 132; 서열식별번호: 133 내지 135; 서열식[0037]

별번호:136  내지 138;  서열식별번호: 139  내지 141;  서열식별번호: 142  내지 144;  서열식별번호: 145  내지

147; 서열식별번호: 148 내지 150; 및 그와 실질적으로 동일한 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 단일 도메

인 (sd) 중쇄 가변 (VHH) 도메인 CDR1, CDR2, 및 CDR3 서열을 포함할 수 있다. 

서열식별번호: 119 내지 126; 및 그와 실질적으로 동일한 서열 중 어느 하나로 이루어진 군으로부터 선택되는[0038]

단일 도메인 (sd) 중쇄 가변 (VHH) 도메인 서열을 갖는 항체 또는 그의 단편이 기재된다. 

서열식별번호:39의 VH, 및 서열식별번호:38의 VL; 서열식별번호:41의 VH, 및 서열식별번호:40의 VL; 서열식별번[0039]

호:43의 VH,  및 서열식별번호:42의 VL;  서열식별번호:45의 VH,  및 서열식별번호:44의 VL;  서열식별번호:47의

VH, 및 서열식별번호:46의 VL; 서열식별번호:73의 VH, 및 서열식별번호:74의 VL; 서열식별번호:75의 VH, 및 서

열식별번호:76의 VL; 및 119 내지 126으로부터의 VHH 서열, 뿐만 아니라 그와 85％ 이상 동일성을 갖는 서열로

이루어진 군으로부터 선택되는 항체 또는 그의 단편이 기재된다. 

예를 들어, 항체 또는 그의 단편은 본원에 열거된 구체적으로 예시된 서열에 비해 >90％, >95％, 또는 > 98％의[0040]

서열 동일성을 가질 수 있다.

기재된 항체는 서열식별번호: 1, 2, 및 11의 경쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열; 및 서열식별번호:3, 4, 및 5의 중[0041]

쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3을 포함할 수 있으며; 여기서, 항체는 AXL의 IgL1 도메인에서의 에피토프에 결합하며,

IgL2 도메인에서는 그렇지 않다.  항체는 서열식별번호: 1, 6, 및 11의 경쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열; 및 서열

식별번호:7, 8, 및 5의 중쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열을 포함할 수 있으며; 여기서, 항체는 AXL의 IgL1 도메인

에서의 에피토프에 결합하며, IgL2 도메인에서는 그렇지 않다.

항체는 서열식별번호:9, 10, 및 11의 경쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열; 및 서열식별번호:12, 13, 및 14의 중쇄[0042]

CDR1, CDR2 및 CDR3 서열을 포함할 수 있다.

대안적으로, 항체는 서열식별번호: 15, 16, 및 11의 경쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열; 및 서열식별번호: 17, 18,[0043]

및 19의 중쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3 서열을 포함할 수 있다.

항체는 AXL 결합에 대해 Gas6과 경쟁하지 않는 것일 수 있다.[0044]

항체는  이중파라토프성인  것일  수  있다.   이러한  이중파라토프성  항체는  예를  들어:  sdAb001/005  또는[0045]

sdAb001/006일 수 있다.

약물 모이어티에 접합된 본원에 기재된 항체를 포함하는 항체 약물 접합체 (ADC)가 기재된다.  약물 모이어티는[0046]

예를 들어, 항암 약물일 수 있다.  예시적인 약물 모이어티는 DM1이다. 

ADC 및 제약상 허용되는 부형제를 포함하는 제약 조성물이 기재된다.[0047]

본원에 기재된 항체 및 인간 IgG1 Fc를 포함하는 융합 단백질이 기재된다.[0048]

항체를 코딩하는 핵산 분자가 기재된다.  핵산 분자를 포함하는 벡터가 기재된다.  바이러스 벡터는 아데노바이[0049]

러스성, 렌티바이러스성 또는 레트로바이러스성일 수 있다.
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상기  언급된  벡터를  포함할  수  있는  숙주  세포가  기재된다.   숙주  세포는  재조합  미생물  숙주  세포일  수[0050]

있거나, 포유동물 세포일 수 있으며, 상기 세포는 본원에 기재된 항체를 생산할 수 있다.

항체를 생산하는 하이브리도마 또는 유기체가 또한 제공된다.[0051]

일부 예에서, 항체는 표면 상으로 고정화될 수 있다.  또한, 항체는 화물 분자에 연결될 수 있다.  임의로, 화[0052]

물  분자는  검출제,  치료제,  약물,  펩티드,  효소,  성장  인자,  시토카인,  수용체  트랩,  그의  항체,  화학적

화합물, 탄수화물 모이어티, DNA-기재 분자, 세포독성제, 또는 바이러스 벡터일 수 있다. 

항체가 화물 분자를 갖는 경우, 화물 분자의 예시적인 크기는 약 1 내지 약 500 kDa일 수 있다.  화물 분자는[0053]

리포솜 또는 나노운반체에 로딩될 수 있다.  이러한 나노운반체는 1종 이상의 나노입자, 나노와이어, 나노튜브,

또는 양자 점을 포함할 수 있다.  화물 분자는 세포독성제일 수 있다. 

DNA-기재 분자는 안티-센스 올리고뉴클레오티드, 마이크로RNA, siRNA, 또는 플라스미드를 포함할 수 있다. [0054]

a) 샘플을 검출제에 연결된 1종, 또는 1종 초과의 단리되거나 정제된 항체와 접촉시키고; b) 샘플에서 AXL에 결[0055]

합된 그의 항체에 연결된 검출제를 검출하는 것을 포함하는, AXL을 검출하는 시험관내 방법이 기재된다.

샘플이 혈청 샘플일 수 있는 순환 세포에서 AXL을 검출하는 방법이 기재된다.[0056]

이러한 방법에서 검출 단계는 광학 영상화, 면역조직화학, 분자 진단 영상화, 또는 ELISA를 사용하여 수행될 수[0057]

있다.

a) 검출제에 연결된 본원에 기재된 바와 같은 1종 이상의 항체를 대상체에게 투여하고; b) AXL에 결합된 그의[0058]

항체에 연결된 검출제를 검출하는 것을 포함하는, 대상체에서 AXL 발현을 검출하는 생체내 방법이 본원에 기재

된다.

임의로, 검출 단계는 PET, SPECT, 또는 형광 영상화를 사용하여 수행될 수 있다. [0059]

관심의 분자에 연결된 1종 이상의 항체를 대상체에게 투여하는 것을 포함하며, 항체가 관심의 분자를 AXL을 발[0060]

현하는 대상체의 세포에 전달하는 것인, 관심의 분자를 AXL을 발현하는 세포 내로 수송하는 방법이 기재된다.

관심의 분자, 예컨대 검출제, 치료제, 약물, 펩티드, 효소, 성장 인자, 시토카인, 수용체 트랩, 그의 항체, 화

학적 화합물, 탄수화물 모이어티, DNA-기재 분자, 세포독성제, 또는 바이러스 벡터가 있을 수 있다.  이러한 방

법에서, 관심의 분자는 1종 이상의 리포솜 또는 나노운반체 상에 또는 내에 로딩될 수 있다.  나노운반체는 1종

이상의 나노입자, 나노와이어, 나노튜브, 또는 양자 점을 포함할 수 있다.  또한, 관심의 분자는 세포독성제,

예컨대 암을 치료하는 데 사용되는 세포독성제를 포함할 수 있다.

항암 항체 약물 접합체 (본원에 기재된 항체를 포함함)를 암의 치료를 필요로 하는 대상체에게 투여하는 것을[0061]

포함하는, 암을 치료하는 방법이 기재된다.  또한, 세포 요법, 키메라 항원 수용체 (CAR-T 세포) 요법, 또는 종

양용해성 바이러스를 투여하는 것을 포함하는, 암을 치료하는 방법이 본원에 기재된다.

본원에 기재된 항체에 대한 용도는 항암 항체 약물 접합체를 포함하는 의약의 제조를 위한 것일 수 있다.  항체[0062]

는 암의 치료를 필요로 하는 대상체에서 암을 치료하는 데 유용하다.  항암 항체 약물 접합체가 암의 치료를 필

요로 하는 대상체에서 암을 치료하는 데 사용되는 추가의 용도가 기재된다.

이러한 항체의 용도가 기재되며, 항체는 세포 요법, 키메라 항원 수용체 (CAR-T 세포) 요법, 또는 종양용해성[0063]

바이러스의 제조에 사용될 수 있다.

암 치료제로서 사용하기 위한 항-AXL 항체 약물 접합체가 본원에 기재된다.  강력하고 선택적인 항암 활성을 갖[0064]

는 면역치료제 및 면역접합체를 제공하는 것이 바람직하다.  암 표적으로서 AXL에 기초한 암의 치료를 위한 항

체-약물 접합체 (ADC)는 접합체에서 기능할 수 있는 항체의 개발을 요구한다.  AXL은 수용체 티로신 키나제의

TAM 패밀리에 있으며, 그의 과발현은 다수의 인간 암에서 검출되었다.  부분적으로 몇몇 세포주 암 모델에서

250개 초과의 모노클로날 항체 (mAb)의 대용물 ADC 스크리닝 및 독성 시험을 위한 시노몰거스 원숭이로부터의

AXL 단백질의 교차-반응성에 기초하여 측정되는, AXL ADC에 적합한 항체가 본원에 기재된다.  ADC 개발을 위한

항-AXL 항체가 기재되며, Gas6 경쟁 및 단일 도메인 항체 (sdAb) 특징규명 데이터가 본원에서 제공된다.

Gas6 경쟁.  항-AXL ADC에서, AXL에의 항체 결합을 차단하는 Gas6 (AXL 리간드)의 능력은 AXL ADC 선택을 위한[0065]

중요한 특색이다.  이 능력은 본원에서 Gas6 경쟁으로 지칭된다.  전신적으로 또는 종양 미세환경에 존재하는

(그러나 배양물에서 성장된 종양 세포주에서는 발견되지 않음) 고 농도의 Gas6 리간드는 생체내에서 대 시험관

공개특허 10-2020-0067145

- 15 -



내에서 보여지는 항체 결합 활성의 차이를 설명할 수 있다.  따라서, Gas6에 의해 활성이 영향받지 않거나 약하

게 영향받은 항체의 선택은 항체 결합이 생체내에서 Gas6에 의해 방해되지 않음을 보장할 것이다.

모노클로날 항체 (mAb).  AXL ADC를 항-AXL 마우스 mAb 라이브러리 내로부터 스크리닝하여 Gas6의 존재에 의해[0066]

활성이 영향받지 않은 강력한 ADC 내재화제 (IC50<1 nM)를 확인하였다.

단일 도메인 항체 (sdAb).  AXL ADC 후보를 파지 제시 라이브러리로부터 패닝함으로써 단리된 항-AXL 단일 도메[0067]

인 항체 (sdAb, 단지 중쇄 가변 도메인 VHH)로부터 확인한다.  본원에서 sdAb의 평가에 사용된 기법은 내재화

검정 및 경쟁적 결합 검정을 포함한다.  Gas6 경쟁 및 sdAb 특징규명 데이터를 얻었다.  일반적으로, 중쇄 항체

의 1개의 가변 도메인 (VH)을 포함하는 단일 도메인 항체는 길이로 약 110 아미노산 이하일 수 있다.  sdAb는

Fc 영역이 결여되며, 따라서 sdAb-Fc 융합물이 제조될 수 있다.

에피토프.  에피토프 및/또는 결합 도메인이 본원에 기재된다.[0068]

관련 기술분야에서 "이뮤노글로불린" (Ig)으로도 지칭되는 본원에 사용된 바와 같은 용어 "항체"는 쌍형성한 중[0069]

쇄 및 경쇄 폴리펩티드 쇄로부터 구축된 단백질을 지칭하며; IgA, IgD, IgE, IgG, 및 IgM을 비롯한 다양한 Ig

이소형이 존재한다.  단일 도메인 sdAb 뿐만 아니라 모노클로날 항체 mAb는 본원에 기재된다.  항체가 정확하게

폴딩되는 경우, 각각의 쇄는 보다 선형 폴리펩티드 서열에 의해 연결된 다수의 별개의 구형 도메인으로 폴딩된

다.  예를 들어, 이뮤노글로불린 경쇄는 가변 (VL) 및 불변 (CL) 도메인으로 폴딩되는 반면, 중쇄는 가변 (VH)

및 3개의 불변 (CH, CH2, CH3) 도메인으로 폴딩된다.  중쇄 및 경쇄 가변 도메인 (VH 및 VL)의 상호작용은 항원

결합 영역 (Fv)의 형성을 초래한다.  각각의 도메인은 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 익숙한 널리 확립된

구조를 갖는다.

용어 "항체"는 또한 이뮤노글로불린에 대해 관찰된 바와 같은 전형적인 필적하는 기간 동안 항원에 특이적으로[0070]

결합하는 능력을 보유하는 이뮤노글로불린 분자의 단편, 또는 분자의 유도체를 지칭하는 데 사용될 수 있다.

항체의 결합 영역 또는 결합 도메인은 이뮤노글로불린 분자의 중쇄 및 경쇄 둘 다의 가변 영역을 포함할 수 있

거나, 단일 도메인 (VHH) 분자일 수 있다.  용어 "항체"는 항원-결합을 보유하는 항체의 이러한 단편 (이는 본

원에서 "항체 단편" 또는 간단히 "단편"으로 지칭될 수 있음)을 포괄하는 데 사용된다.  결합 능력을 보유하는

단편은 Fab' 또는 Fab 단편, VL, VH, CL 및 CH1 도메인을 가질 수 있는 1가 단편, F(ab')2 단편, 이중파라토프

성 단편, 2가 단편, VH 및 CH1 도메인을 갖는 Fd 단편, 낙타 항체, 나노바디, 단리된 상보성 결정 영역 (CDR),

링커에 의해 연결된 다수의 단편, 및 다른 이러한 분자를 포함할 수 있다.

용어 "항체"는 폴리클로날 항체, 모노클로날 항체, 단일 도메인 항체, 항체-유사 폴리펩티드, 인간화 항체, 키[0071]

메라 항체 분자, 이중특이적 또는 이중파라토프성 항체, 및 항원-결합이 가능한 본원에 구체적으로 언급되지 않

은 임의의 단편을 포괄한다.  항체 단편은 천연-발생 항체 단편일 수 있고, 천연-발생 항체의 조작에 의해 또는

재조합 방법을 사용함으로써 얻어질 수 있으며, 비-천연 발생 항체 또는 단편일 수 있다.  예를 들어, 항체 단

편으로는 Fv, 단일-쇄 Fv (scFv; 펩티드 링커와 연결된 VL 및 VH로 이루어진 분자), Fab, F(ab')2, 및 이들 중

임의의 것의 다가 제시를 들 수 있으나, 이에 제한되지는 않는다.  항체 단편, 예컨대 방금 기재된 것들은 단편

의 상이한 위치에 연결하기 위해 링커 서열, 디술피드 결합, 또는 다른 유형의 공유 결합을 요구할 수 있으며;

관련 기술분야의 통상의 기술자는 다양한 접근법에 익숙할 것이다.  단일 도메인 항체 단편 뿐만 아니라 모노클

로날 항체 단편은 용어 "항체"에 의해 포괄된다.

비-제한적 예에서, 항체 단편은 천연-발생 공급원으로부터 유래된 sdAb일 수 있다.  낙타 기원의 중쇄 항체는[0072]

경쇄가 결여되며, 따라서 그들의 항원 결합 부위는 VHH로 용어화되는 1개의 도메인으로 이루어진다.  sdAb는 또

한 상어에서 관찰되었으며, VNAR로 용어화된다.  다른 sdAb는 인간 Ig 중쇄 및 경쇄 서열에 기초하여 조작될 수

있다.  본원에 사용된 바와 같은 용어 "sdAb"는 파지 제시 또는 다른 기술을 통해 임의의 기원의 VH, VHH, VL,

또는 VNAR  저장소로부터 직접적으로 단리된 sdAb,  상기 언급된 sdAb로부터 유래된 sdAb,  재조합적으로 제조된

sdAb, 뿐만 아니라 인간화, 친화성 성숙, 안정화, 가용화, 낙타화, 또는 항체 조작의 다른 방법에 의한 이러한

sdAb의 추가의 변형을 통해 생성된 sdAb를 포함한다.  또한, 항원-결합 기능 및 sdAb의 특이성을 보유하는 동족

체, 유도체, 또는 단편이 포괄된다.

SdAb는 항체 분자를 위한 바람직한 특성, 예컨대 높은 열안정성, 높은 세정제 저항성, 프로테아제에 대한 상대[0073]

적으로 높은 저항성 및 높은 생산 수율을 갖는다.  이들은 또한 면역 라이브러리로부터의 단리에 의해 또는 시

험관내 친화성 성숙에 의해 매우 높은 친화도를 갖도록 조작될 수 있다.  안정성을 증가시키는 추가의 변형, 예
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컨대 비-정준 디술피드 결합의 도입은 또한 sdAb에 도입될 수 있다.

단일-도메인 항체의 구조는 확립되어 있고, 널리 공지되어 있다.  sdAb는 이뮤노글로불린 폴드를 보유하는 단일[0074]

이뮤노글로불린 도메인을 포함하며; 가장 현저하게는, 단지 3개의 CDR/초가변 루프는 항원-결합 부위를 형성한

다.  그러나, 모든 CDR이 항원에 결합하는 데 요구되지는 않을 수 있다.  예를 들어, 및 제한되지 않고, CDR 중

1개, 2개, 또는 3개는 본원에 기재된 sdAb에 의한 항원의 결합 및 인식에 기여할 수 있다.  sdAb의 CDR 또는 가

변 도메인은 본원에서 CDR1, CDR2, 및 CDR3으로 지칭된다. 

기재된 항체 (그의 단편을 포함함)는 수용체 티로신 키나제 서브패밀리의 일부인 AXL에 대해 특이적이다.  AXL[0075]

(엔트레즈 진 (Entrez Gene): 558)은 2개의 이뮤노글로불린-유사 도메인 및 2개의 피브로넥틴 유형 III 반복부

를 포함하는 세포외 도메인; 막횡단 도메인; 및 티로신 키나제 도메인을 포함하는 세포내 도메인으로 조직화된

894개의 아미노산을 포함한다 (선행 기술 도 1 참조).  AXL 단백질은 비타민 K-의존성 단백질인 리간드 Gas6에

결합한다.  AXL은 통상적으로 많은 세포 유형에 걸쳐 발현되지만, 발현 수준은 다수의 질환 상태에서 증가된다.

항체는 높은 정도의 내재화를 나타내야 한다.  용어 "높은 정도의 내재화"란, 항체가 AXL을 발현하는 것으로 공[0076]

지된 1종  초과의 종양 세포주에서 사포린- 또는 DM1-접합된 2차 항체 세포독성 스크리닝 검정에서 nM  이하

(IC50) 효능을 나타냄을 의미한다.  본원에 기재된 항체는 세포 표면 AXL 수용체의 세포외 도메인에 결합한다.

그 후, 항체는 세포에 의해 내재화되고, 엔도솜 및 리소좀을 비롯한 세포이하 소기관 내로 전달될 수 있다.  항

체는 또한 중화 기능을 포함할 수 있으며, 즉, 이는 AXL 수용체를 통한 신호전달을 차단할 수 있다.

경쇄 및 중쇄 가변 영역은 표적 항원에의 결합을 담당하며, 따라서, 항체 사이에 상당한 서열 다양성을 나타낼[0077]

수 있다.  불변 영역은 적은 서열 다양성을 나타내며, 중요한 생화학적 사건을 유발하는 다수의 천연 단백질에

의 결합을 담당한다.  항체의 가변 영역은 분자의 항원-결합 결정자를 함유하며, 따라서, 그의 표적 항원에 대

한 항체의 특이성을 결정한다.  대다수의 서열 가변성은 6개의 초가변 영역, 즉, 가변 중쇄 (VH) 및 경쇄 (VL)

도메인 당 각각 3개에서 발생하며; 초가변 영역은 조합하여 항원-결합 부위를 형성하고, 항원 결정자의 결합 및

인식에 기여한다.  그의 항원에 대한 항체의 특이성 및 친화도는 초가변 영역의 구조, 뿐만 아니라 그들의

크기, 형상 및 그들이 항원에 제시하는 표면의 화학에 의해 결정된다.  초가변성의 영역의 확인을 위한 다양한

방식이 존재하며, 그 중 하나 (카바트 방식 (Kabat Scheme))는 VH 및 VL 도메인의 항원-결합 영역에서의 서열

가변성에 기초하여 "상보성-결정 영역" (CDR)을 정의한다.  또다른 것 (코티아 방식 (Clothia Scheme))은 VH 및

VL 도메인에서의 구조적 루프 영역의 위치에 기초하여 "초가변 루프" (H 또는 L)를 정의한다.  이들 개별적 방

식은 인접하거나 중첩하는 CDR 및 초가변 루프 영역을 정의하기 때문에, 항체 기술분야의 통상의 기술자는 대개

용어 "CDR" 및 "초가변 루프"를 상호교환가능하게 이용하며, 이들은 본원에서 그렇게 사용될 수 있다.  국제 면

역유전학 정보 시스템 (International Immunogenetics Information System) (IMGT)은 본원에서 사용되며, 카바

트 넘버링이 또한 나타내어진다.  IMGT 넘버링 시스템은 가변 도메인의 비교를 용이하게 하기 위해 개발되었다.

이 시스템에서, 보존된 아미노산 (예컨대 Cys23, Trp41, Cys104, Phe/Trp118, 및 위치 89에서 소수성 잔기)은

항상 동일한 위치를 갖는다.  또한, 프레임워크 영역 (FR1: 위치 1 내지 26; FR2: 39 내지 55; FR3: 66 내지

104; 및 FR4: 118 내지 129)의 및 CDR (CDR1: 27 내지 38, CDR2: 56 내지 65; 및 CDR3: 105 내지 117)의 표준

화된 한계가 제공된다.

본원에서, IMGT로서 언급된 CDR 서열은 -A에 이어진 서술적 명칭에 의해 확인되는 반면, 카바트 서열의 서술적[0078]

명칭은 -B로 이어진다.

CDR/루프는 본원에서 CDR H1에 대해 코티아 방식, 및 모든 다른 CDR에 대해서는 카바트 방식에 따라 지칭된다.[0079]

 본원에 기재된 항체의 CDR은 경쇄에서의 CDR에 대해 CDR L1, L2, L3, 및 중쇄에서의 CDR에 대해 CDR H1, H2,

H3으로 지칭된다.

서열식별번호:72는 공지된 AXL 전장 His6 서열을 제공하며, 단지 정보를 위해 제공된다.[0080]

접합되거나 결합된 세포독성제의 내재화 및 활성화를 유발하는 것 외에도, 항체는 항체-의존성 세포-매개 세포[0081]

독성 (ADCC) 또는 보체-의존성 세포독성 (CDC)을 초래할 수 있다.  관련 기술분야의 통상의 기술자에게 공지되

어 있을 바와 같이, ADCC 및 CDC 활성은 다양한 항체 구조에 존재하는 불변 도메인을 통해 매개된다.

항체는 임의의 공급원, 인간, 마우스, 또는 기타로부터의 것일 수 있고; IgA, IgD, IgE, IgG, 및 IgM을 비롯한[0082]

임의의 이소형일 수 있으며; Fv, scFv, Fab, F(ab')2를 포함하나 이에 제한되지는 않는 임의의 유형의 단편일

수 있다.
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항체는 또한 1종 초과의 종으로부터 기원한 단백질 서열의 조합으로서 형성된 키메라일 수 있다.  관련 기술분[0083]

야의 통상의 기술자에게 공지된 바와 같이, 키메라 항체는 비인간 공급원 (예를 들어 마우스 (그러나 이에 제한

되지는 않음))으로부터의 유전 물질을 인간으로부터의 유전 물질과 조합함으로써 제조된다.  예를 들어, 인간

불변 도메인은 마우스 VH 및 VL 서열에 융합될 수 있다. 

항체는 관련 기술분야에 공지된 임의의 적합한 방법, 예를 들어 CDR 그래프팅 및 베니어링 (그러나 이에 제한되[0084]

지는 않음)을 사용하여 "인간화될" 수 있다.  항체의 인간화는 항원-결합 능력 또는 특이성의 소실 없이, 인간

컨센서스 서열에서 발견된 바와 같이, 서열에서의 아미노산을 그의 인간 대응물로 대체하는 것을 포함하며; 이

접근법은 인간 대상체 내로 도입되는 경우 항체의 면역원성을 감소시킨다.  CDR 그래프팅의 프로세스에서, 본원

에서 정의된 중쇄 CDR 중 1개 또는 1개 초과는 CDR이 그래프팅될 수 있는 인간 가변 영역 (VH 또는 VL)에, 또는

다른 인간 항체 (IgA, IgD, IgE, IgG, 및 IgM) 또는 단편 프레임워크 영역 (Fv, scFv, Fab) 또는 유사한 크기

및 성질의 단백질에 융합되거나 그래프팅될 수 있다 (예를 들어, 문헌 [Nicaise et al, 2004] 참조).  이러한

경우, 상기 1개 또는 1개 초과의 초가변 루프의 입체형태는 보존될 가능성이 있으며, 그의 표적 (즉, AXL)에 대

한 항체의 친화도 및 특이성은 최소로 영향받을 가능성이 있다.  CDR 그래프팅은 관련 기술분야에 공지되어 있

다.  이러한 인간화 항체의 한 비-제한적 예에서, 마우스 공급원으로부터의 상기 기재된 바와 같은 CDR은 인간

경쇄 및 중쇄 프레임워크 영역 상으로 그래프팅될 수 있다.

관련 기술분야에서 "가변 영역 재표면처리"로도 지칭되는 베니어링은 항체의 용매-노출된 위치를 인간화하는 것[0085]

을 포함한다.  따라서, CDR 입체형태에 중요할 수 있는 매몰된 비-인간화 잔기는 보존되는 반면, 용매-노출된

영역에 대한 면역학적 반응에 대한 잠재성은 최소화된다.  베니어링은 관련 기술분야에 공지되어 있으며, 본질

적으로 천연 항체 또는 그의 단편의 프레임워크 영역에서의 노출된 잔기를 그들의 인간 대응물에서의 아미노산

잔기로 대체하는 것을 포함한다 (Padlan, 1991; Gonzales et al 2005). 

관련 기술분야의 통상의 기술자는 또한 이러한 인간화 항체 단편을 제조하고, 아미노산 위치를 인간화하는 방법[0086]

에 충분히 익숙할 것이다.  예를 들어, 문헌 [Vincke et al., 2009]을 참조한다.  관련 기술분야의 통상의 기술

자에 의해 공지된 바와 같이, 결합 및 특이성을 보유하기 위해 특정 천연 아미노산 잔기를 인간 프레임워크 내

로 혼입시키는 것이 필요할 수 있다.  CDR 그래프팅에 의한 인간화는 관련 기술분야에 공지되어 있으며 (예를

들어, 문헌 [Tsurushita  et  al,  2005];  [Jones  et  al,  1986];  [Tempest  et  al,  1991];  [Riechmann  et  al,

1988]; [Queen et al, 1989]; [Gonzales et al, 2005] 참조), 따라서, 통상의 기술자는 이러한 인간화 항체 또

는 그의 단편을 제조하는 방법에 충분히 익숙할 것이다.

상기 정의된 바와 같은 VH 및 VL 및 인간 IgG1 프레임워크를 포함하는 키메라 항체일 수 있는 AXL에 대해 특이[0087]

적인 단리되거나 정제된 항체.  예를 들어, 인간 IgG1 프레임워크는 인간 카파 경쇄 및 인간 IgG1 중쇄를 포함

할 수 있다.

모노클로날 항체 [0088]

AXL에 대해 지정된 고-친화도 모노클로날 항체 (mAb)가 기재된다.  mAb를 유전적 면역화에 의해 (즉, rhAXL-ECD[0089]

를 코딩하는 DNA를 주사함으로써) 생성하였다.  mAb를 높은 정도의 내재화를 나타내는 항체를 확인하도록 설계

된 기능적 검정을 사용하여 스크리닝하였다.

확인된 5종의 항-hAXL mAb를 항체-약물 접합체 (ADC)로서의 잠재성에 대해 기능적으로 특징규명하였다.  이들[0090]

항체는 본원에서 F107-7H5, F107-8D12, F111-5E9, F111-3C8, 및 F107-10G1로 지정된다.  이들 항-인간 AXL 항

체는 이들이 하기 세포주 중 적어도 2종에서 사포린-접합된 2차 항체-기재 세포독성 스크리닝 검정에서 nM 이하

(IC50) 효능을 나타내었기 때문에 선택되었다: U87 교모세포종, A549 폐포 선암종, 및 MDA-MB-231 유방 선암종.

이들은 또한 DM1에 접합되는 경우, H292 폐 암종 세포, A549 세포 및 MDA-MB-231 세포에 대한 독성을 나타내었

다.  에피토프 비닝 분석은 접합된 2차 항체 스크리닝 검정에서의 효능에 기초한 이들 항체의 선택이 모든 5종

의  mAb가  하기 에피토프에 결합하는 것을 초래하였음을 지시하였다:  AXL의  Ig-유사 도메인 1에  위치한 2종

(F107-7H5 및 F107-8D12) 및 Ig-유사 도메인 2에 위치한 1종 (F111-3C8 및 F111-5E9).   F107-10G1의 결합은

또한 Ig-유사 도메인 1에 있지만, F107-7H5 및 F107-8D12의 그것과 별개의 부위에서임이 주목된다.

서열 동일성 및 특징 [0091]

실질적으로 동일한 서열은 1개 이상의 보존적 아미노산 돌연변이를 포함할 수 있다.  참조 서열에 대한 1개 이[0092]

상의 보존적 아미노산 돌연변이는 참조 서열에 비해 생리학적, 화학적, 물리-화학적 또는 기능적 특성의 실질적

변화를 갖지 않는 돌연변이체 펩티드를 생성할 수 있음이 관련 기술분야에 공지되어 있으며; 이러한 경우, 참조

공개특허 10-2020-0067145

- 18 -



및 돌연변이체 서열은 "실질적으로 동일한" 폴리펩티드로 간주될 것이다.  보존적 아미노산 치환은 본원에서 아

미노산 잔기의 유사한 화학적 특성 (예를 들어 크기, 전하, 또는 극성)을 갖는 또다른 아미노산 잔기에 대한 치

환으로 정의된다.  이들 보존적 아미노산 돌연변이는 상기 열거된 CDR 서열 및 항체의 전체 구조를 유지하면서

항체의 프레임워크 영역에 이루어질 수 있으며; 따라서, 항체의 특이성 및 결합은 유지된다.

비-제한적 예에서,  보존적 돌연변이는 아미노산 치환일 수  있다.   이러한 보존적 아미노산 치환은 염기성,[0093]

중성, 소수성, 또는 산성 아미노산을 동일한 군의 또다른 것에 대해 치환할 수 있다.  용어 "염기성 아미노산"

이란, 생리학적 pH에서 전형적으로 양으로 하전된 7 초과의 측쇄 pK 값을 갖는 친수성 아미노산을 의미한다.

염기성 아미노산으로는 히스티딘 (His 또는 H), 아르기닌 (Arg 또는 R), 및 리신 (Lys 또는 K)을 들 수 있다.

용어 "중성 아미노산" (또한 "극성 아미노산")이란, 생리학적 pH에서 비하전되지만, 2개의 원자에 의해 공통적

으로 공유된 전자의 쌍이 원자 중 하나에 의해 보다 가깝게 보유되는 적어도 1개의 결합을 갖는 측쇄를 갖는 친

수성 아미노산을 의미한다.  극성 아미노산으로는 세린 (Ser 또는 S), 트레오닌 (Thr 또는 T), 시스테인 (Cys

또는 C), 티로신 (Tyr 또는 Y), 아스파라긴 (Asn 또는 N), 및 글루타민 (Gin 또는 Q)을 들 수 있다.  용어 "소

수성 아미노산" (또한 "비-극성 아미노산")은 정규화된 컨센서스 소수성 스케일에 따라 0 초과의 소수성을 나타

내는 아미노산을 포함하는 것으로 의미된다.  소수성 아미노산으로는 프롤린 (Pro 또는 P), 이소류신 (Iie 또는

I), 페닐알라닌 (Phe 또는 F), 발린 (Val 또는 V), 류신 (Leu 또는 L), 트립토판 (Trp 또는 W), 메티오닌 (Met

또는 M), 알라닌 (Ala 또는 A), 및 글리신 (Gly 또는 G)을 들 수 있다.  "산성 아미노산"은 생리학적 pH에서 전

형적으로 음으로 하전된 7 미만의 측쇄 pK 값을 갖는 친수성 아미노산을 지칭한다.  산성 아미노산으로는 글루

타메이트 (Glu 또는 E), 및 아스파르테이트 (Asp 또는 D)를 들 수 있다. 

서열 동일성은 2개의 서열의 유사성을 평가하는 데 사용되며; 이는 2개의 서열이 잔기 위치 사이에 최대 상응성[0094]

에 대해 정렬되는 경우 동일한 잔기의 퍼센트를 계산함으로써 측정된다.  임의의 공지된 방법이 서열 동일성을

계산하는 데 사용될 수 있으며; 예를 들어, 컴퓨터 소프트웨어는 서열 동일성을 계산하는 데 이용가능하다.  서

열 동일성은 예를 들어, 소프트웨어, 예컨대 스위스 인스티튜트 오브 바이오인포매틱스 (Swiss Institute of

Bioinformatics)에 의해 유지되는 NCBI BLAST2 서비스, BLAST-P, 블라스트 (Blast)-N, 또는 FASTA-N, 또는 관

련 기술분야에 공지된 임의의 다른 적절한 소프트웨어에 의해 계산될 수 있다.

본원에 기재된 바와 같은 실질적으로 동일한 서열은 적어도 90％ 동일할 수 있으며; 또다른 예에서, 실질적으로[0095]

동일한 서열은 본원에 기재된 서열에 대한 아미노산 수준에서 적어도 90, 91 , 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,

99, 또는 100％, 또는 그 사이의 임의의 백분율로 동일할 수 있다.  중요하게는, 실질적으로 동일한 서열은 참

조 서열의 활성 및 특이성을 보유한다.  비-제한적 실시양태에서, 서열 동일성의 차이는 보존적 아미노산 돌연

변이(들)에 기인할 수 있다.  비-제한적 예에서, 본원에 기재된 특정 서열과 적어도 85％, 90％, 95％, 98％ 또

는 99％ 동일한 서열을 포함하는 항체가 포괄된다.

서열이 비교되는 경우, mAb 3C7, 8D12 및 7H5로서 언급되는 본 항체는 약 90％ 이상의 유사성 (또는 ≥90％ 동[0096]

일성)으로 서로와 관련된다.  그럼에도 불구하고 실질적으로 동일한 활성을 초래하는 서열에서의 변이는 실질적

으로 동일한 서열로 간주될 것이다.

변경, 예컨대 인간화로 인한 서열의 변화는 예측가능하고, 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 이해되는 방식으[0097]

로 서열을 변경시킬 수 있다.  따라서, 이러한 변경된 서열은 동일성이 상기 언급된 90％ 값 미만이도록, 보다

많은 수의 변경된 잔기를 가질 수 있다.  서열의 변이는 실질적으로 동일한 결합이 달성되는 한, CDR의 외부의

영역에 존재할 수 있거나, CDR 내에 있을 수 있다.

항체는 또한 재조합 항체의 발현, 검출 또는 정제를 보조하기 위한 추가의 서열을 포함할 수 있다.  관련 기술[0098]

분야의 통상의 기술자에게 공지된 임의의 이러한 서열 또는 태그가 사용될 수 있다.  예를 들어, 항체는 표적화

또는 신호 서열 (예를 들어, ompA (그러나, 이에 제한되지는 않음)), 검출/정제 태그 (예를 들어, c-Myc, His5,

His6, 또는 His8G (그러나, 이에 제한되지는 않음)), 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다.  또다른 예에서, 신호

펩티드는 MVLQTQVFISLLLWISGAYG  (서열식별번호:59)  또는 MDWTWRILFLVAAATGTHA  (서열식별번호:60)일 수 있다.

추가의 예에서, 추가의 서열은 비오틴 인식 부위일 수 있다.  또한 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 공지된

바와 같이, 링커 서열은 추가의 서열 또는 태그와 함께 사용될 수 있거나, 검출/정제 태그로서 기능할 수 있다.

다량체화, 연결, 및 화물 [0099]

항체는 본원에서 다가 제시로도 지칭되는 다가 제시 형식일 수 있다.  다량체화는 관련 기술분야에 공지된 임의[0100]

의 적합한 방법에 의해 달성될 수 있다.  예를 들어, 및 어떠한 식으로도 제한되지 않고, 다량체화는 자기-어셈
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블리 분자를 사용하여, 및/또는 항체 및 AB5 독소 패밀리의 B-서브유닛의 오량체화 도메인을 포함하는 융합 단백

질을 발현시켜 펜타바디를 제조함으로써 달성될 수 있다.  그 후, 오량체화 도메인은 오량체로 어셈블리된다.

다량체는 또한 다량체성 분자를 초래하는 코일드-코일 펩티드를 갖는, 항체의 융합물을 기재하기 위한 "콤바디"

형태로 지칭될 수 있는 다량체화 도메인을 사용하여 형성될 수 있다.  다가 제시의 다른 형태는 또한 본원에 포

괄된다.  예를 들어, 및 제한되지 않고, 항체는 이량체, 삼량체, 또는 임의의 다른 적합한 올리고머로서 제시될

수 있다.  이는 관련 기술분야에 공지된 방법에 의해, 예를 들어 직접 연결 연결로, c-jun/Fos 상호작용으로,

놉 인투 홀 (knob into holes) 상호작용을 사용하여 달성될 수 있다.

상기 기재된 다량체의 각각의 서브유닛은 동일하거나 상이한 특이성을 가질 수 있는 동일하거나 상이한 항체를[0101]

포함할 수 있다.  또한, 다량체화 도메인은 요구되는 경우 링커를 사용하여 항체에 연결될 수 있으며; 이러한

링커는 2개의 분자의 유연한 부착을 제공하기 위해 충분한 길이 및 적절한 조성의 것이어야 하지만, 항체의 항

원-결합 특성을 방해하지 않아야 한다.  예를 들어, 및 어떠한 식으로도 제한되지 않고, 항체는 화물 분자에 연

결될 수 있다.  화물 분자는 임의의 적합한 분자일 수 있다.  예를 들어, 화물 분자는 검출제, 치료제, 약물,

펩티드, 효소, 성장 인자, 시토카인, 수용체 트랩, 항체 또는 그의 단편 (예를 들어, IgG, scFv, Fab, VHH ,

VH,  VL  등) 화학적 화합물, 탄수화물 모이어티, DNA-기재 분자 (안티-센스 올리고뉴클레오티드, 마이크로RNA,

siRNA, 플라스미드), 세포독성제, 바이러스 벡터 (아데노-, 렌티-, 레트로-), 화물 분자의 이전에 인용된 유형

중 임의의 것으로 로딩된 1종 이상의 리포솜 또는 나노운반체, 또는 1종 이상의 나노입자, 나노와이어, 나노튜

브, 또는 양자 점일 수 있다.  항체는 관련 기술분야에 공지된 임의의 방법 (재조합 기술, 화학적 접합 등)을

사용하여 화물 분자에 연결될 수 있다.

한 비-제한적 예에서, 화물 분자는 검출가능한 표지, 방사성동위원소, 상자성 표지, 예컨대 가돌리늄 또는 산화[0102]

철, 형광단, 형광제, 근적외선 (Near Infra-Red) (NIR) 형광색소 또는 염료, 예컨대 Cy5.5, 에코발생 미세버블,

친화성 표지 (예를 들어 비오틴, 아비딘 등), 검출가능한 단백질-기재 분자, 뉴클레오티드, 양자 점, 나노입자,

나노와이어, 또는 나노튜브 또는 영상화 방법에 의해 검출될 수 있는 임의의 다른 적합한 작용제일 수 있다.

구체적인  비-제한적 예에서,  항-AXL  항체는  근적외선  형광  (NIRF)  영상화  염료,  예를  들어  Cy5.5,  알렉사

(Alexa)680, 다이라이트 (Dylight)680, 또는 다이라이트800에 연결될 수 있다.

본원에 기재된 항체는 세포 요법에, 키메라 항원 수용체 (CAR-T 세포) 요법에, 종양용해성 바이러스에, 및 이들[0103]

의 및 다른 치료 조성물에서의 제조를 위해 사용될 수 있다.

또다른  구체적인  비-제한적  실시양태에서,  항체는  약물에  연결되며,  따라서  항체-약물  접합체  (ADC)를[0104]

제공한다.   약물은 임의의 유형의 약물,  예를  들어 세포독성제 또는 화학치료제 (그러나,  이에 제한되지는

않음)일 수 있다.  세포독성제 또는 화학치료제로는 미세관 억제제 (예컨대 마이탄신 및 아우리스타틴), DNA 손

상제 (예컨대 칼리케아미신 및 다우카르마이신), RNA 폴리머라제 억제제 (예컨대 알파-아만틴), 항-대사물, DNA

와 반응하는 작용제 (예컨대 알킬화제, 배위 화합물, 백금 착체, DNA 가교 화합물 등), 전사 효소의 억제제, 티

로신 키나제 억제제, 토포이소머라제 억제제, DNA 소홈 결합 화합물, 항유사분열제 (예컨대 빈카 알칼로이드 및

탁산), 항종양 항생제, 호르몬, 효소, 및 다른 강력한 약물을 들 수 있으나, 이에 제한되지는 않는다.  관련 기

술분야의 통상의 기술자에게 공지된 바와 같이, 항체-약물 접합체는 약물의 표적화된 전달을 허용하며, 따라서

전신 노출을 제한한다.  이 구축물에서, 항체는 세포 표면 AXL 수용체의 세포외 도메인에 결합하며; 항체에 연

결된 약물은 따라서 내재화되고, 세포내로 전달된다.  그 후, 약물은 세포에서 직접적으로 활성이거나, 엔도솜

을 통해 먼저 활성화된 후, 세포에 대해 작용할 수 있다.

본원에 기재된 바와 같은 화물 분자는 관련 기술분야에 공지된 임의의 적합한 방법에 의해 항체에 연결될 (또한[0105]

본원에서 "접합된"으로 지칭됨) 수 있다.  예를 들어, 및 제한되지 않고, 화물 분자는 공유 결합 또는 이온 상

호작용에 의해 펩티드에 연결될 수 있다.  연결은 화학적 가교 반응을 통해, 또는 임의의 펩티드 발현 시스템,

예컨대 박테리아, 효모 또는 포유동물 세포-기재 시스템과 조합된 재조합 DNA 방법론을 사용한 융합을 통해 달

성될 수 있다.  화물 분자를 항체에 접합시키는 경우, 적합한 링커가 사용될 수 있다.  항체를 화물 분자, 예컨

대 치료제 또는 검출제에 연결시키는 방법은 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 널리 공지되어 있을 것이다.

본원에 기재된 바와 같은 분자를 코딩하는 핵산 서열은 또한 포괄된다.  유전 암호의 축퇴성을 고려하여, 다수[0106]

의 뉴클레오티드 서열은 통상의 기술자에 의해 용이하게 이해될 것인 바와 같이, 바람직한 폴리펩티드를 코딩하

는 효과를 가질 것이다.  핵산 서열은 다양한 미생물에서 발현에 대해 코돈-최적화될 수 있다.  방금 기재된 바

와 같은 핵산을 포함하는 벡터는 또한 포괄된다.  더욱이, 기재된 바와 같은 핵산 및/또는 벡터를 포함하는 세
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포는 포괄된다.

단리되거나 정제된 항체는 다양한 방법론을 사용하여 표면 상으로 고정화될 수 있으며; 예를 들어, 항체는 His-[0107]

태그 커플링, 비오틴 결합, 공유 결합, 흡착을 통해, 또는 다른 경로에 의해 표면에 연결되거나 커플링될 수 있

다.  항체의 고정화는 단백질을 포획하거나, 정제하거나, 단리하기 위한 다양한 적용에 유용할 수 있다.  고체

표면은 임의의 적합한 표면, 예를 들어, 미세역가판의 웰 표면, 표면 플라즈몬 공명 (SPR) 센서칩의 채널, 막,

비드 (예컨대 자기-기재 또는 세파로스-기재 비드 또는 다른 크로마토그래피 수지), 유리, 플라스틱, 스테인리

스 스틸, 필름, 또는 임의의 다른 유용한 표면, 예컨대 나노입자, 나노와이어 및 캔틸레버 표면 (그러나, 이에

제한되지는 않음)일 수 있다.  표면 상으로 고정화된 정제된 항체는 진단 방법을 비롯한 다양한 방법에 사용될

수 있다.

샘플을 검출제에 연결된 1종 또는 1종 초과의 단리되거나 정제된 항체와 접촉시키는 것을 포함하는, AXL을 검출[0108]

하는 시험관내 방법이 기재된다.  그 후, AXL-항체 복합체는 관련 기술분야에 공지된 검출 및/또는 영상화 기술

을 사용하여 검출될 수 있다.  방금 기재된 바와 같은 방법에서 샘플은 임의의 적합한 조직 샘플, 예를 들어 혈

청 샘플, 혈관 조직 샘플, 또는 종양 조직 샘플 (그러나 이에 제한되지는 않음)일 수 있으며; 샘플은 인간 또는

동물 대상체로부터의 것일 수 있다.  접촉 단계는 항체 및 AXL 사이의 복합체의 형성을 위한 관련 기술분야의

통상의 기술자에게 공지된 적합한 조건 하에서 수행된다.  검출 단계는 관련 기술분야에 공지된 임의의 적합한

방법, 예를 들어, 광학 영상화, 면역조직화학, 분자 진단 영상화, ELISA, 또는 다른 적합한 방법 (그러나 이에

제한되지는 않음)에 의해 달성될 수 있다.  예를 들어, 검출제에 연결된 단리되거나 정제된 항체는 효소 IA

(EIA), ELISA, "급속 항원 포획", "급속 크로마토그래피 IA", 및 "급속 EIA"를 포함하나 이에 제한되지는 않는

면역검정 (IA)에 사용될 수 있다.  구체적인 비-제한적 실시양태에서, 시험관내 방법은 순환 세포에서의 AXL의

검출을 위한 것이며, 샘플은 혈청 샘플이다.

AXL 검출 및 질환 진단 [0109]

대상체에서 AXL 발현을 검출하는 생체내 방법이 기재된다.  방법은 검출제에 연결된 1종 또는 1종 초과의 단리[0110]

되거나 정제된 항체를 대상체에게 투여한 후, AXL에 결합된 표지된 항체를 검출하는 것을 포함한다.  검출 단계

는 관련 기술분야에 공지된 임의의 적합한 방법, 예를 들어, PET, SPECT, 또는 형광 영상화, 또는 임의의 다른

적합한 방법 (그러나, 이에 제한되지는 않음)을 포함할 수 있다.  방금 기재된 바와 같은 방법은 조직, 예를 들

어 종양 조직 (그러나, 이에 제한되지는 않음)에서 AXL의 발현을 검출하는 데 유용할 수 있다.

상기 기재된 방법에서 생체내 검출 단계는 질환의 진행 또는 치료 처방에 대한 숙주 반응을 평가하기 위한 정량[0111]

적 방식에서, 진단 목적을 위한 전신 영상화 또는 특이적 부위, 예컨대 고형 종양 성장의 부위 (그러나, 이에

제한되지는 않음)에서의 국소 영상화일 수 있다.  상기 기재된 바와 같은 방법에서 검출 단계는 면역조직화학,

또는 광학 영상화; 양전자 방출 단층촬영술 (PET) (여기서, 검출제는 동위원소, 예컨대 
11
C, 

13
N, 

15
O, 

18
F, 

64
Cu,

62
Cu, 

124
I, 

76
Br, 

82
Rb 및 

68
Ga이며, 

18
F가 가장 임상적으로 이용됨); 단일 광자 방출 컴퓨터 단층촬영술 (SPECT)

(여기서, 검출제는 구체적 적용에 따라 방사선추적자, 예컨대 
99m
Tc, 

111
In, 

123
I, 

201
TI, 

133
Xe임); 자기 공명 영상

화 (MRI) (여기서, 검출제는 예를 들어 가돌리늄, 산화철 나노입자 및 탄소-코팅된 철-코발트 나노입자 (이에

제한되지는 않음)일 수 있으며, 그에 의해 플라크의 검출을 위한 MRI의 민감도를 증가시킴); 또는 조영-증강 초

음파검사 (Contrast-Enhanced Ultrasonography) (CEUS) 또는 초음파 (여기서, 검출제는 적어도 1종의 음향학적

으로 활성 및 기체-충전된 미세버블임)를 포함하나 이에 제한되지는 않는 비-침습성 (분자) 진단 영상화 기술일

수 있다.  초음파는 인간 질환의 스크리닝 및 조기 검출을 위한 광범위한 기술이며, MRI 또는 섬광조영술보다

덜 비싸고, 그것이 방사선을 포함하지 않기 때문에, 분자 영상화 양식, 예컨대 방사선핵종 영상화보다 더 안전

하다.

AXL을 발현하는 세포에의 분자의 전달[0112]

관심의 분자를 AXL을 발현하는 세포 내로 수송하는 방법이 기재된다.  방법은 항체에 연결된 분자를 대상체에게[0113]

투여하는 것을 포함한다.  분자는 이전에 기재된 바와 같은 화물 분자를 비롯한 임의의 바람직한 분자일 수 있

으며; 분자는 융합 단백질로서의 접합 또는 발현을 포함하나 이에 제한되지는 않는 임의의 적합한 방법을 사용

하여 항체에 "연결될" 수 있다.  투여는 임의의 적합한 방법, 예를 들어 정맥내 (iv), 피하 (sc), 및 근육내

(im) 투여를 포함하나 이에 제한되지는 않는 비경구 투여에 의해서일 수 있다.  이 방법에서, 항체는 바람직한

분자를 세포에 표적화된 방식으로 전달한다.
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조성물[0114]

1종 또는 1종 초과의 단리되거나 정제된 항체를 포함하는 조성물이 제공된다.  조성물은 상기 기재된 바와 같은[0115]

단일 항체를 포함할 수 있거나, 항체의 혼합물일 수 있다.  더욱이, 항체의 혼합물을 포함하는 조성물에서, 항

체는 동일한 특이성을 가질 수 있거나, 그들의 특이성에 있어서 상이할 수 있으며; 예를 들어, 조성물은 AXL에

대해 특이적인 항체 (동일하거나 상이한 에피토프)를 포함할 수 있다.  항체는 이중파라토프성일 수 있다.  조

성물은 또한 1종 또는 1종 초과의 화물 분자에 연결된 1종 이상의 항체를 포함할 수 있다.  예를 들어, 조성물

은 본원에 기재된 바와 같은 1종 또는 1종 초과의 ADC를 포함할 수 있다.

항-AXL 항체가 강력한 세포독성 약물을 전달하는 데 사용되는 항체-약물 접합체 (ADC) 접근법은 약물에 반응할[0116]

가능성이 있는 환자 집단을 증가시킨다.  이론에 구애되지는 않지만, 이는 대체로 진행중인 AXL 활성에 대한 요

건이라기 보다는 AXL의 증가된 발현에 대한 요건에 기인할 수 있다.  또다른 이점은 ADC가 항체에 대한 획득된

저항성의 경우 빈번히 주어질 수 있다는 것이다.

항체가 제공되는 조성물은 또한 제약상 허용되는 희석제, 부형제, 또는 담체를 포함할 수 있다.  희석제, 부형[0117]

제, 또는 담체는 관련 기술분야에 공지된 임의의 적합한 희석제, 부형제, 또는 담체일 수 있으며, 조성물에서의

다른 성분과, 조성물의 전달 방법과 혼화성이어야 하고, 조성물의 수혜자에게 유해하지 않다.  조성물은 임의의

적합한 형태일 수 있으며; 예를 들어, 조성물은 현탁액 형태, 분말 형태 (예를 들어, 동결건조되거나 캡슐화됨

(그러나, 이에 제한되지는 않음)), 캡슐 또는 정제 형태로 제공될 수 있다.  예를 들어, 조성물이 현탁액 형태

로 제공되는 경우, 담체는 물, 염수, 적합한 완충제, 또는 용해도 및/또는 안정성을 개선시키는 첨가제를 포함

할 수 있으며; 현탁액을 제조하기 위한 재구성은 항체의 생존율을 보장하기 위해 적합한 pH에서의 완충제에서

실행된다.  건조 분말은 또한 안정성을 개선시키는 첨가제 및/또는 벌크/부피를 증가시키는 담체를 포함할 수

있으며; 예를 들어 건조 분말 조성물은 수크로스 또는 트레할로스를 포함할 수 있다.  구체적인 비-제한적 예에

서, 조성물은 항체를 대상체의 위장관에 전달하도록 제형화될 수 있다.  따라서, 조성물은 캡슐화, 시간-방출,

또는 항체의 전달을 위한 다른 적합한 기술을 포함할 수 있다.  본 화합물을 포함하는 적합한 조성물을 제조하

는 것은 관련 기술분야의 통상의 기술자의 역량 내일 것이다.

항체는 AXL 발현이 조절이상된 질환 또는 상태의 치료에 사용될 수 있거나, 이러한 용도를 위한 의약의 제조에[0118]

사용될 수 있다.  항체는 화물 분자에 연결될 수 있거나, 조성물에 포함될 수 있다.  본원에 기재된 항체를 사

용하여 치료될 수 있는 질환 및 상태로는 유방, 신장, 자궁내막, 난소, 갑상선, 및 비-소세포 폐 암종, 흑색종,

전립선 암종, 육종, 위암 및 포도막 흑색종을 포함하나 이에 제한되지는 않는 고형 암 종양; 백혈병 (특히 골수

성 백혈병) 및 림프종을 포함하나 이에 제한되지는 않는 액상 종양; 자궁내막증, 혈관 질환/손상 (재협착, 죽상

동맥경화증 및 혈전증을 포함하나 이에 제한되지는 않음), 건선; 황반 변성으로 인한 시각 손상; 당뇨병성 망막

증 및 미숙의 망막증; 신장 질환 (사구체신염, 당뇨병성 신장병증 및 신장 이식 거부를 포함하나 이에 제한되지

는 않음), 류마티스성 관절염; 골관절염, 골다공증 및 백내장을 들 수 있으나, 이에 제한되지는 않는다.  치료

될 수 있는 질환 및 상태로는 또한 하기 생물학적 프로세스에 의해 영향받는 것들을 들 수 있다: 암에서 나타나

는 바와 같은 침습, 이동, 전이, 또는 약물 저항성; 암에서 나타나는 바와 같은 줄기 세포 생물학; 침습, 이동,

부착, 또는 혈관신생; 혈관 재형성; 골 항상성; 바이러스 감염; 또는 비만에서 나타나는 바와 같은 분화.  화학

식 (I)의 화합물은 또한 패혈증을 치료하고/거나, 백신 아주반트로서 작용하고/거나, 면역-손상된 환자에서 면

역 반응을 강화함으로써 염증 프로세스를 조정하는 데 사용될 수 있다.  한 비-제한적 예에서, 질환 또는 상태

는 전이성 암일 수 있다.

본 발명은 하기 실시예에서 추가로 예시될 것이다.  그러나, 이들 실시예는 단지 예시적 목적을 위한 것이며,[0119]

본 발명의 범위를 어떠한 식으로도 제한하는 데 사용되지 않아야 함이 이해되어야 한다.

실시예[0120]

실시예 1: 항-AXL 항체의 제조 [0121]

AXL에 대한 모노클로날 항체 (mAb)를 재조합 인간 AXL 단백질의 세포외 도메인 (rhAXL-ECD; 서열식별번호:58)으[0122]

로 마우스를 면역화시킴으로써 뿐만 아니라 유전적 면역화에 의해 생성하였다.

rhAXL-ECD의 제조: C-말단적으로 His8-태그부착된 재조합 인간 (rh)AXL 세포외 도메인 (ECD; 서열식별번호:71)[0123]

의 합성 재조합 단편을 함유하는 pTT5 구축물을 CHO 세포에서 발현시키고, Ni-아가로스에 의해 정제하고, SDS-

PAGE에 의해 확인하였다 (데이터는 나타내지 않음). 
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면역화: 마우스 mAb를 유전적 면역화에 의해 생성하였다.  유전적 면역화를 위해, 마우스를 채혈하고 (사전-면[0124]

역 혈청), 가용성 rhAXL-ECD의 발현을 위해 100 μg의 pTT40 발현 플라스미드를 사용하여 수력학적 꼬리 정맥

전달 기법 (HTV)에 의해 제0일 및 제42일에 면역화하였다.  마우스를 7 내지 10일 후에 채혈하고, 혈청 역가를

ELISA에 의해 측정하였다.  4 내지 5개월 후, 100 μg의 pTT40-AXL-H8G를 사용한 부스터 주사를 융합 실험 전 3

내지 4일에 HTV에 의해 수행하였다.

융합 실험 및 하이브리도마 선택.  모든 조작은 멸균 조건 하에서 수행하였다.  비장 세포를 IMDM (하이-클론[0125]

(Hy-Clone))에서 수확하고, PEG 융합 프로토콜을 사용하여 NS0 골수종 세포주에 융합시켰다.  이 목적으로, 비

장 세포 및 골수종 세포를 IMDM에서 세척하고, RBC 용해 완충제 (시그마 (Sigma))에서 카운팅하고, 5:1 비로 함

께 혼합하였다.  펠릿화된 세포를 PBS 중 PEG 4000 (이엠디-밀리포어 (EMD-Millipore))의 50％ 용액 1 ml를 1

분에 걸쳐 적가함으로써 함께 융합시키고, 37℃에서 추가의 90초 동안 인큐베이션하였다.  반응을 22℃에서 2분

에 걸쳐 30 ml의 IMDM의 첨가에 의해 정지시켰다.  10분 인큐베이션 후, 새롭게 융합된 세포를 233 xg에서 10분

동안 회전시켰다.  세포를 10％ 열 불활성화된 FBS (시그마)로 보충된 IMDM에서 1회 세척하고, 20％ 열 불활성

화된 FBS, 페니실린-스트렙토마이신 (시그마), 1 ng/ml 마우스 IL-6 (바이오소스 (Biosource)), HAT 배지 보충

물 (시그마) 및 L-글루타민을 함유하는 HAT 선택 배지 (IMDM)에서 ml 당 2X10
5
개 투입 골수종 세포의 농도로 현

탁시키고, 37℃, 5％ CO2에서 인큐베이션하였다.  다음 날, 하이브리도마 세포를 세척하고, 5％ 열 불활성화된

FBS, 1 ng/ml 마우스 IL-6 및 10 μg/ml FITC-Fab'2 염소 항-마우스 IgG (H+L) (잭슨 (Jackson))로 보충된 반-

고체 배지 D (스템셀 (StemCell))에서 ml 당 2X10
5
개 투입 골수종 세포의 농도로 현탁시켰다.  세포 혼합물을

페트리  디쉬  (젠틱스  (Genetix))에  플레이팅하고,  37℃,  5％  CO2에서  6  내지  7일  동안  추가로

인큐베이션하였다.  그 후, 분비선 클론을 포유동물 세포 클론 피커 (클론픽스 (CLONEPIX) ™ FL, 몰리큘라 디

바이시즈 (Molecular  Devices))를  사용하여 20％  열  불활성화된 FBS,  페니실린-스트렙토마이신 (시그마),  1

ng/ml 마우스 IL-6 (바이오소스), HT 배지 보충물 (시그마) 및 L-글루타민으로 보충된 200 μl의 IMDM을 함유하

는 멸균 96-w 플레이트 (코스타 (Costar)) 내로 옮기고, 37℃, 5％ CO2에서 2 내지 3일 동안 인큐베이션하였다.

하이브리도마 상청액을 수집하고, ELISA에 의해 rhAXL-ECD 단백질에의 결합에 대해 평가하였다.  이 목적으로,[0126]

96-w 반-면적 플레이트 (코스타)를 PBS 중 5 μg/ml의 rhAXL-ECD 25 μl로 코팅하고, 4℃에서 밤새 인큐베이션

하였다.  마이크로플레이트를 PBS로 3회 세척하고, PBS-BSA 1％로 차단하고, 25 μl의 하이브리도마 상청액을

첨가하고, 37℃, 5％ CO2에서 2시간 동안 인큐베이션하였다.  플레이트를 PBS-트윈 (TWEEN)™ 20 0.05％로 4회

세척하고, 차단 완충제 중 1/3000 희석된 2차 항체 알칼리성 포스파타제 접합된 F(ab)'2 염소 항-마우스 IgG

(H+L) (잭슨 이뮤노리서치 (Jackson Immunoresearch)) 25 μl와 함께 37℃, 5％ CO2에서 1시간 동안 인큐베이션

하였다.  PBS-트윈 ™20 0.05％로 4회 세척 후, 25 μl의 1 mg/ml pNPP 기질 용액을 첨가하고, 37℃에서 1시간

동안 추가로 인큐베이션하였다.  OD405nm 측정을 마이크로플레이트 판독기 (스펙트라맥스 (Spectramax) 340 PC,

몰리큘라 디바이시즈)를 사용하여 수행하였다.

ELISA 양성 항체를 선택하고 (클론 F107-7H5, F107-8D12, F111-5E9, F111-3C8, 및 F107-10G1을 포함함), 소규[0127]

모  정제를  10  ml  부피의  하이브리도마  상청액  상에서  수행하였다.   mAb를  단백질  G  맥  세파로스  (Mag

SEPHAROSE)™ 엑스트라 (Extra) (지이 헬스케어 라이프 사이언시즈 (GE Healthcare Life Sciences) #28-9670-

70) 상으로의 흡착을 통해 정제하고, PBS에서 세척하고, 200 μl의 글리신 200 mM pH 2.5로 2회 용리시키고,

TRIS-HCl 1 M pH 9.0에서 중화시켰다.  정제된 항체를 PBS에서 사전-평형화된 제바 스핀 (Zeba Spin) 수지 (피

어스 (Pierce))를 사용하여 탈염하고, 0.22 μM 막 (밀리포어 (Millipore))을 통해 필터 멸균하였다.  항체 용

액의 최종 농도를 나노-드롭 (#ND-1000)에 의해 측정하였다.

실시예 2: 항-AXL mAb의 교차-반응성 평가[0128]

재조합 AXL 엑토도메인에 대한 실시예 1에서 정제된 항-hAXL 모노클로날 항체의 교차-반응성 결합 특성을 평가[0129]

하였다.

TAM 수용체 티로신 키나제 서브패밀리의 다른 구성원에 대한 mAb의 교차-반응성을 평가하기 위해, rhAXL-ECD,[0130]

rhMER-ECD, rhTyro-3 및 BSA (음성 대조군)에의 mAb의 결합을 ELISA에 의해 측정하였다.  96-w 반-면적 플레이

트 (코스타)를 PBS에서 25 μl의 5 μg/ml rhAXL-ECD, rhMER-ECD, rhTyro-3 또는 BSA로 코팅하고, 4℃에서 밤

새 인큐베이션하였다.  마이크로플레이트를 PBS로 3회 세척하고, PBS-BSA 1％로 차단하고, PBS-BSA 1％에 희석

된 25 μl의 10 μg/ml를 첨가하고, 37℃, 5％ CO2에서 2시간 동안 인큐베이션하였다.  플레이트를 PBS-트윈™
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20 0.05％로 4회 세척하고, 차단 완충제에 1/5000 희석된 2차 항체 알칼리성 포스파타제 접합된 F(ab)'2 염소

항-마우스 IgG  (H+L)  (잭슨 이뮤노리서치) 25  μl와 함께 37℃,  5％ CO2에서 1시간 동안 인큐베이션하였다.

PBS-트윈 20 0.05％로 4회 세척 후, 25 μl의 1 mg/ml pNPP 기질 용액을 첨가하고, 37℃에서 1시간 동안 추가

로 인큐베이션하였다.  OD405nm 측정을 마이크로플레이트 판독기 (스펙트라맥스 340 PC, 몰리큘라 디바이시즈)

를 사용하여 수행하였다. 

표 1은 동일한 단백질 패밀리로부터의 다른 표적에 대한 항-AXL 모노클로날 항체의 교차-반응성 평가의 결과를[0131]

제공한다.  OD405nm에서의 측정이 나타내어진다.

<표 1>[0132]

[0133]

교차-반응성 평가의 결과는 5종의 mAb가 AXL의 세포외 도메인에 특이적으로 결합함을 지시하며, 즉, 이들은 BSA[0134]

또는 TAM 패밀리의 다른 구성원, 즉, Tyro3 및 MER의 세포외 도메인과 교차-반응하지 않는다.

실시예 3: ADC 잠재성에 대한 기능적 특징규명 [0135]

실시예 1에서 정제된 항-hAXL-ECD 모노클로날 항체를 ADC 대용물 스크리닝 검정에서 그들의 내재화 능력 및 항[0136]

체-약물 접합체 (ADC)  잠재성에 대해 평가하였다.  비-소세포 폐암 (NSCLC)  A549  세포, 유방암 MDA-MB  231

세포, 또는 교모세포종 U87MG 세포를 사용하였으며, 이들 모두는 중간 내지 높은 수준의 AXL을 발현한다.  관심

의 종양 표적 (즉, AXL)을 발현하는 것으로 공지된 1종 초과의 종양 세포주에서 2차 접합체 사포린-기재 세포독

성 스크리닝에서 낮은 또는 nM 이하 (IC50) 효능을 나타내는 mAb를 선택하였다.

세포 배양.  하기 세포주를 ATCC로부터 얻고, 공급자의 권고사항에 따라 배양하였다: A549 인간 비-소세포 폐암[0137]

(NSCLC), MDA-MB-231 삼중 음성 (ER-/PR-/HER2low) 유방암 (TNBC), 및 U87MG 교모세포종 세포주.  일반적으로,

세포를 1주 1회 또는 2회 계대하고, 모든 실험에 대해 4 내지 6주 내에 사용하였다.

항체-약물 접합체로서의 항체-매개 세포독성의 평가.  1차 마우스 항체 (농도에 있어서 전형적으로 1 nM)를 사[0138]

포린  독소로  화학적으로  접합된  등몰  농도의  항-마우스  2차  항체  (어드밴스드  타겟팅  시스템  (Advanced

Targeting Systems), 미국 캘리포니아주 샌 디에고), 세포 사멸을 유발하기 위해 내재화되는 데 필요한 리보솜

불활성화 효소와 함께 인큐베이션하였다.  그 후, 항체 복합체를 지시된 세포 유형에 첨가하고 (삼중으로 플레

이팅됨), 세포 생존율에 대한 그들의 효과를 37℃에서 3일의 인큐베이션 후에 측정하였다.  1차 항체 없이 (2차

항체 단독) 또는 무관한 1차 항체 (대조군 인간 IgG)와의 인큐베이션을 사용하여 비-표적-지정된 세포독성을 평

가하였다.  세포 생존율 및 대사를 통상적인 방법, 예컨대 알라마 블루 (Alamar Blue)와 같은 레수리진 염료 또

는 단백질 함량을 측정하기 위한 시약, 예컨대 술포로다민 B의 사용을 사용하여 측정하였다. 

A549 NSCLC 세포를 100 μl RPMI-5％ FBS에서 2000개 세포/웰의 밀도로 96-웰 플레이트에서 RPMI-5％ FBS에 시[0139]

딩하였다.  다음 날, 20 nM의 항-AXL mAb를 20nM의 Mab-Zap 2차 항체 (어드밴스드 타겟팅 시스템, 미국 캘리포

니아주 샌 디에고)와 혼합하고, 실온에서 30분 동안 인큐베이션하고; 11 μl의 이 혼합물을 항-AXL mAb (F107-

7H5, F107-8D12, F111-5E9, F111-3C8, 또는 F107-10G1) 및 사포린-접합된 항-마우스 2차 항체 (Mab-Zap)의 1:1

복합체의 1 nM 최종 농도가 세포와 함께 인큐베이션되도록 세포에 삼중으로 첨가하였다.  72시간의 인큐베이션

(37℃, 5％ CO2, 습윤 인큐베이터) 후, 세포 생존율을 알라마 블루를 제조자의 지시서 (바이오소스)에 따라 사

용하여 측정하였다.  이어서, 1nM 농도에서 A549 세포 생존율의 50％ 초과의 감소를 유발한 항체를 또한 상기
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기재된 방법을 사용하여 유방암 MDA-MB 231 세포, 또는 교모세포종 U87MG 세포주에 대한 세포독성 효과에 대해

시험하였다.

도 2는 항-hAXL-ECD mAb에 대한 ADC 대용물 스크리닝 검정의 결과를 나타낸다.  검정에서 항체는 2차 접합체 단[0140]

독 (Mab-Zap)으로 처리된 세포에 비해 A549 세포 생존의 현저한 감소를 유발하였다.  삼중 실험의 평균 값+SEM

이 나타내어진다.

도 2에서, 세포의 생존이 mAb-ZAP 2차 접합체 단독의 그것 (100％로서 나타내어짐)에 비해 표현된다.  선택된[0141]

mAb 클론 (F107-7H5, F107-8D12, F107-10G1, F111-3C8, 및 F111-5E9)은 A549 세포에서 및 적어도 1종 이상의

세포주에서 생존율의 50％ 초과의 감소를 유발하였으며, 고도로 세포독성 약물 DM1에의 직접적 접합을 위해 선

택하였다.  시험된 250개 초과의 1차 마우스 mAb 중으로부터, 이들 5종의 항체와 연관된 높은 정도의 세포독성

(IC50<1nM)은 이들이 높은 정도의 내재화 및 사포린 독소의 활성화를 달성하기 위한 적절한 세포내 경로화를 나

타내며, 이는 이들을 ADC 개발에 이상적으로 만듦을 입증한다.  놀랍지 않게, 이 스크린에서 확인된 항체는 모

두 종양 세포의 표면 상에 AXL에의 주목할 만한 결합을 나타내었다 (도 3). 

도 3은 세포 표면-발현된 AXL에의 항-AXL mAb의 결합 특성을 측정하는 유동 세포측정 실험의 결과를 나타낸다.[0142]

패널 A는 선형 규모 용량-반응 곡선을 나타내는 반면, 패널 B는 로그 규모 용량 반응 곡선을 나타낸다.

실시예 4: DM1 접합 및 ADC 시험[0143]

실시예 1에서 정제된 항-hAXL-ECD 모노클로날 항체를 리신 잔기를 통해 N2'-데아세틸-N2'-(3-머캅토-1-옥소프로[0144]

필)-마이탄신 (DM1)에 연결된 숙신이미딜 트랜스-4-[말레이미딜메틸] 시클로헥산-1-카르복실레이트 (SMCC)에 접

합시켰다.  생성물 순도 및 약물:항체 비를 UPLC 기재 크기-배제 크로마토그래피 (SEC)에 의해 측정하였다. 

접합: 정제된 항-hAXL-ECD mAb (F107-7H5, F107-8D12, F111-5E9, F111-3C8, 또는 F107-10G1; 실시예 1)를 사전[0145]

-평형화된 스핀 탈염 컬럼을 사용하여 접합 완충제 (100 mM 인산나트륨, 20 mM NaCl, 2 mM EDTA pH 7.2)로 완

충제-교환하였다.  각각의 mAb의 농도를 접합 완충제로 2 mg/mL로 조정하고, 각각의 총 200 μg를 접합에 사용

하였다.  SMCC-DM1의 스톡 용액을 디메틸아세트아미드 (DMA)에서 제조하였다.  DMA 스톡 용액으로부터의 SMCC-

DM1을 각각의 mAb에 첨가하여 10.0의 몰 SMCC-DM1:mAb 비를 달성하였다.  용액을 철저히 혼합하고, 37℃에서 3

시간 동안 인큐베이션하였다.  반응 혼합물을 0.02％ w/v 폴리소르베이트 (Polysorbate)-20 첨가된 접합 완충제

에서 평형화된 2개의 스핀 탈염 컬럼을 통해 통과시킴으로써 반응을 정지시켰다.

약물-항체 비 (DAR)를 280 nm 및 252 nm 둘 다에서 UPLC-SEC 크로마토그램으로부터의 단량체 피크를 적분하고,[0146]

이들을 동일한 파장에서 비접합된 항체 및 유리 약물에 대한 소광 계수의 비와 비교함으로써 측정하였다.  퍼센

트 단량체를 단량체의 총 적분된 면적으로부터 측정하고, 고-분자량 종 및 저-분자량 종을 크로마토그램에서 관

찰하였다.  결과를 표 2에 나타내며, 이는 DM1에 접합된 F107-7H5, F107-8D12, F111-5E9, F111-3C8, 및 F107-

10G1에 대한 UPLC-SEC에 의해 측정된 약물-항체 비 및 퍼센트 응집체를 제공한다.

<표 2>[0147]

[0148]

세포 배양.  NCI-H292 및 A549 인간 비-소세포 폐암 (NSCLC) 및 MDA-MB-231 삼중 음성 (ER-/PR-/HER2low) 유방[0149]

암 (TNBC) 세포주를 ATCC로부터 얻고, 공급자의 권고사항에 따라 배양하였다.  HaCaT 세포는 피부 생물학 및 분

화의 연구에 폭넓게 사용된 자발적으로 불멸화된 인간 각질세포주이다.  이 세포주를 독일 하이델베르크 셀 라

인 서비시즈 (Cell Line Services), DKFZ로부터 얻고, 공급자의 권고사항에 따라 배양하였다.  일반적으로, 세
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포를 1주 1회 또는 2회 계대하고, 모든 실험에 대해 4 내지 6주 내에 사용하였다.

ADC  시험: 상기 제조된 항-AXL ADC를 비-소세포 폐암 (NSCLC)  NCI-H292  및 A549  세포주, 인간 유방 선암종[0150]

MDA-MB-231 종양 세포주, 뿐만 아니라 불멸화 각질세포를 비롯한 AXL을 발현하는 것으로 공지된 다양한 배양된

세포주의 생존율에 대한 그들의 효과에 대해 시험하였다.  5일의 노출 후, 세포 성장/생존율을 술포로다민 B 시

약을 사용하여 평가하고, 용량-반응 곡선을 생성하여 그래프패드 프리즘 (GraphPad Prism) v6.0 소프트웨어로부

터 로그(억제제) 대 반응 -- 가변 기울기 (4 파라미터) 모델을 사용하여 그들의 효능 (IC50) 및 효력 (％ 최대

억제)을 측정하였다.

도 4는 AXL을 발현하는 H292 종양 세포주, A549 세포주, 인간 유방 선암종 MDA-MB-231 종양 세포주, 뿐만 아니[0151]

라 불멸화 HaCaT 각질세포 세포에서의 세포 생존율에 대한 항-AXL-DM1 접합체의 활성의 결과를 나타낸다.

DM1-접합된 항-AXL 항체는 비-표적화된 무관한 인간 IgG-DM1 접합체 음성 대조군에 비해 분석된 종양 세포주에[0152]

서 양호한 효력 (55 내지 74％ 최대 성장 억제로부터) 및 강한 효능 (IC50 < 0.1 nM)을 입증하였다.  대조적으

로, 매우 적은 독성이 AXL을 발현하는 비-종양형성, 불멸화 HaCaT 각질세포 세포에 대해 보여졌다.

표 3은 항-AXL 항체의 ADC 시험의 결과를 제공한다.  ％ max inh = 퍼센트 최대 억제.[0153]

<표 3>[0154]

[0155]

실시예 5: 유동 세포측정에 의한 세포 표면 결합[0156]

세포 표면 상의 AXL에의 실시예 1에서 정제된 항-hAXL-ECD 모노클로날 항체의 결합 특성을 항-hAXL-ECD mAb에[0157]

의한 그의 강한 억제로 인해, H292 세포주를 사용하여 유동 세포측정에 의해 평가하였다 (실시예 2 참조).

유동 세포측정에 의한 표면 AXL에 결합하는 항체의 검출.  분석 전에, 세포를 이들이 분석의 날에 80％ 이하 전[0158]

면생장하도록 플레이팅하였다.  세포를 PBS에서 세척하고, 세포 해리 완충제 (시그마)의 첨가에 의해 수확하였

다.  2.5 × 10
5
개의 세포 (500 μl 상응하는 세포 배양 배지 중)를 함유하는 세포 현탁액을 다양한 농도 (0.01

내지 10nM)의 항-AXL 항체와 함께 4℃에서 2시간 동안 인큐베이션하였다 (내재화를 방지하기 위해).  세포 배양

배지로 1회 세척 후, 1차 항체를 2 μg 다이라이트™ 488 접합된 아피니퓨어 (AffiniPure) 염소 항-마우스 IgG

알렉사 488 2차 항체 (잭슨 이뮤노리서치)와 함께 100 μl의 배지에서 4℃에서 1시간 동안 인큐베이션하였다.

분석 전에, 세포 펠릿을 300 내지 500 μl 배지에 재-현탁시키고, 50 μm 나일론 메쉬 필터를 통해 여과하여 세

포 응집체를 제거하였다.  유동 세포측정 분석을 전방향 스캐터링, 측면 스캐터링 파라미터 및 아이오드화프로

피듐 염료 배제 상에 게이팅된 10,000개의 생존성 세포에 대해 BD LSRII 유동 세포측정기 (벡톤-디킨슨 바이오

사이언시즈 (Becton-Dickinson Biosciences), 미국 캘리포니아주) 및 BD 팍스디바 (BD FACSDiva)™ 획득 소프

트웨어를 사용하여 설정된 표준 필터를 제조자의 지시서에 따라 사용하여 수행하였다.

항체 결합의 특이적 검출을 1차 항체 (그러나 검출 항체를 함유하지 않음)의 부재 하에서의 결합의 평균 형광[0159]

강도의 배경 수준 삭감 후에 각각의 1차 항체에의 결합의 평균 형광 강도로서 계산하였다.  그 후, 결합 파라미

터 Bmax, (수용체 포화에서의 최대 형광 신호), 및 KD (겉보기 세포 결합 상수)를 그래프패드 프리즘 v 6.0에서

힐 슬로프를 갖는 한 부위 - 특이적 결합 (One site - Specific binding with Hill slope) 모델을 사용하여 측

정하였다.

결과를 도 3 및 표 4에 나타낸다.  이들 결과는 mAb 7H5, 8D12, 및 5E9가 음성-결합 대조군 (300 nM 마우스[0160]
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IgG)에 비해 강하게 결합하였음을 나타내었다 (겉보기 결합 상수, KD ≤1nM을 가짐). 

표 4는 H292 세포 상의 세포-기재 AXL에의 항-AXL mAb의 결합 특성을 제공한다.[0161]

<표 4>[0162]

[0163]

실시예 6: 에피토프 비닝 실험[0164]

실시예 1의 항-hAXL-ECD mAb가 동일한 에피토프 영역에 결합하는지 여부를 평가하기 위해, 표면 플라즈몬 공명[0165]

에피토프 비닝 실험을 수행하였다.

항체를 칩 표면 ('mAbl') 상에 직접적으로 고정화한 후, rhAXL ECD를 유동시키고, 이어서 동일하거나 상이한 항[0166]

체 ('mAb2')를 유동시켰다.  모든 실험은 구동 완충제로서 PBST (0.05％ v/v 트윈20을 갖는 PBS)를 사용하여 25

℃에서 프로트온 (ProteOn) XPR36 바이오센서 상에서 수행하였다.  GLM 센서 칩 및 커플링 시약 (10mM 아세트산

나트륨, pH 4.5, 술포-N-히드록시숙신이미드 (SNHS), 1-에틸-3-(3-디메틸아미노프로필)-카르보디아미드 히드로

클로라이드 (EDC), 및 에탄올아미드)은 바이오래드, 인크 (BioRad, Inc) (미국 캘리포니아주 허큘레스)로부터

구입하였다.

항체 어레이의 생성.  항체 (Mab1)를 GLM 칩 표면 상에 30 μl/분에서 고정화하였다.  활성화 시약 (물 중 0.4M[0167]

EDC 및 0.1M SNHS의 스톡 농도에서)을 물에 각각 20배 희석하였다.  상부 (A1) 수평 채널 (프로트온 제어 소프

트웨어에서의 분석물 채널)을 희석된 활성화 시약으로 3분 동안 활성화시켰다.  다음으로, mAb (실시예 1)를 각

각 10 mM 아세테이트 pH4.5에 20 μg/ml로 희석하고, 별개의 수직 (L1 내지 L6) 채널 (프로트온 제어 소프트웨

어에서의 리간드 채널)에서 3분 동안 주사, 이어서, 에탄올아민의 3분 주사로 반응성 스팟을 차단하였다.  그

후, 다중-채널 모듈 (MCM)을 회전시키고, 에탄올아민의 또다른 3분 주사를 활성화된 수평 채널 (A1) 상에서 수

행하였다.  그 후, 이 4-단계 '활성화-결합-및-2x 탈활성화' 절차를 수평 채널 (A2 내지 A6)의 각각에 대해 반

복하였다.

샌드위치  에피토프  비닝.   2-단계  샌드위치  에피토프  비닝을  분석물  배향에서  30  μl/분에서  수행하였다.[0168]

100nM rhAXL-ECD 단백질을 3분 동안 주사한 직후, 100nM의 mAb2를 3분 주사하였다.  고정화된 mAb (mAb1) 표면

을 100 μl/분에서의 0.85％ 인산의 18초 주사에 의해 재생하였다.  이 2-단계 주사 (rhAXL-ECD-mAb2)를 각각의

개별적 mAb2에 대해 반복하였다.  각각의 mAb를 또한 mAb1 (칩 상에 고정화됨) 및 mAb2 (용액 중)와 동시에 시

험하였다.  고정화된 mAb1로부터 AXL 해리를 모니터링하기 위해 PBST를 mAb2 대신 주사하였다.

표 5는 mAb에 대한 에피토프 비닝 결과를 제공한다.  "nc"로 표지된 세포는 경쟁 없음을 지시하고, "sc" 세포는[0169]

자기-경쟁을 지시하고, "C" 세포는 경쟁을 지시한다.
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<표 5>[0170]

[0171]

표 5에 나타내어진 결과로부터, mAb 중 4종은 2개의 에피토프 빈에 해당함, 즉, 이들은 AXL에의 결합에 대해 서[0172]

로와 경쟁하며; 7H5는 8D12와 경쟁하고, 그 역도 마찬가지이고, 3C8은 5E9와 경쟁하고, 그 역도 마찬가지임을

알 수 있다.  10G1은 다른 mAb와 경쟁하지 않는다.  대조적으로, ADC 대용물 검정에서 내재화되는 그들의 능력

에 기초하여 선택되지 않은 항-AXL mAb는 그들 자신을 다수의 빈 내로 분포시키는 경향이 있었다 (데이터는 나

타내지 않음).  이 데이터는 항체를 내재화하기 위한 기능적 선택이 AXL 세포외 도메인 상의 3개의 주요한 부위

에 선택적으로 결합하는 하위세트를 초래함을 시사한다.  더욱이, 유사한 방법을 사용한 추가의 SPR 결합 연구

는 이들 부위가 이뮤노글로불린-유사 도메인-1 및 -2 내의 영역에 상응함을 입증하였다.  개별적 AXL 세포외 하

위도메인 (이뮤노글로불린-유사 도메인 또는 피브로넥틴 유형 III-유사 도메인)으로 수행된 에피토프 비닝 실험

(상기와 동일한 방법)은 mAb F107-10G1이 이뮤노글로불린-유사 도메인-1에서의 서열에 결합하고, 이는 전체 AXL

엑토도메인을 이용한 결과와 일치하게, 시험된 모든 다른 IgL1-결합 항체와 경쟁하는 데 실패하였음을 나타내었

다.  이들 결과는 ADC mAb가 상호작용하는 이뮤노글로불린-유사 도메인-1 내의 적어도 2개의 별개의 에피토프가

있음을 지시한다.

실시예 7: 효모 표면 제시에 의한 에피토프 지도화[0173]

효모 표면 제시를 사용하여 실시예 1의 항-hAXL-ECD mAb가 결합하는 서열을 지도화하였다.[0174]

에피토프 지도화.  hAXL 엑토도메인 (ECD) 및 그의 단편을 발현시키고, 효모 표면 제시 방법을 사용하여 효모[0175]

세포의 표면 상에 공유적으로 제시하였다 (Feldhaus et al., 2003).  YSD 벡터 (pPNL6)는 미국 더 퍼시픽 노쓰

웨스트 내셔널 래버러토리 (The Pacific Northwest National Laboratory)로부터의 것이었다.  전체 hAXL-ECD를

커버하는 hAXL 단편 (도 5)은 효모 세포 표면 상에 융합 단백질 (Aga2-HA-(hAXL)-MYC로서 발현되었다.  제시된

hAXL 단편을 사용하여 실시예 1의 항-hAXL-ECD mAb가 결합하는 hAXL의 도메인을 지도화하였다.  효모 세포에의

mAb의 결합을 전체 효모 세포 ELISA를 사용하여 수행하였다.  제시된 융합 단백질의 상대량을 항-MYC 항체로,

이어서 HRP-접합된 2차 항체로 탐색함으로써 측정하고, 실시예 1의 mAb에 대한 결합 신호를 정규화하는 데 사용

하였다.

도 5는 인간 AXL 엑토도메인 및 막횡단 도메인의 개략적 도시이다.  전체 hAXL-ECD를 커버하는 10개의 펩티드를[0176]

효모 막 상에 발현시켜 항-AXL mAb의 결합 에피토프를 지도화하였다.  펩티드를 제시하고, 1 내지 10으로 넘버

링하였다.

표 6은 제시된 효모 세포 상의 AXL 세포외 도메인에서의 다양한 영역에의 항-AXL mAb 결합의 결과를 나타낸다.[0177]

실시예 1의 mAb는 2개의 영역에 결합한다: 이뮤노글로불린-유사 도메인 1 (IgL1 , aa 26 내지 138에 상응함) 또

는 이뮤노글로불린-유사 도메인 2 (IgL2, aa 135 내지 226에 상응함) 중 어느 하나.  이들 결과는 실시예 6에서

얻어진 결과와 일치한다.
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<표 6>[0178]

[0179]

에피토프의 성질.  mAb에 대한 에피토프가 연속적 (선형)인지 비-연속적 (입체형태적)인지를 측정하기 위해,[0180]

IgL1 또는 IgL2 도메인 중 어느 하나의 다양한 단편을 발현시키고, 효모 세포 상에 제시하고, 상기 기재된 바와

같이 세포 ELISA를 사용하여 mAb에의 결합에 대해 검정하였다.  양쪽 IgL 도메인의 하위-단편 중 어느 것도 실

시예 1의 임의의 mAb에 유의하게 결합하지 않지만, 이들 하위-단편은 항-MYC 신호의 신호에 의해 판단된 바와

같이 효모 세포의 표면 상에 잘 제시되었다.  이들 결과는 실시예 1의 mAb에 대한 에피토프가 IgL 도메인의 전

체 서열 정보를 요구하며, 따라서 대체로 입체형태적임을 강하게 시사한다.

실시예 8: 항체 시퀀싱 [0181]

실시예 1의 항-hAXL mAb의 VH 및 VL 도메인을 시퀀싱하고, 분석하였다.[0182]

VH 및 VL 도메인 뿐만 아니라 CDR 영역의 서열을 표 7에 나타낸다.  VH 및 VL 쇄의 CDR 1 내지 3 영역의 컨센서[0183]

스 결합 서열에 대한 서열의 분석을 웹-기재 소프트웨어를 사용하여 수행하였다.  이 분석의 결과는 mAb F107-

7H5의 VH 및 VL 영역 둘 다의 CDR 영역이 F107-8D12의 그것과 매우 유사함 (2 아미노산 변화)을 지시하였다.

이들 항체는 함께 클러스터화하며, IgL1 내의 공통적인 선형 에피토프를 인식한다.  대조적으로, 항체의 나머지

는 보다 작은 분화된 클러스터를 형성하는 경향이 있으며, 이들의 대다수는 IgL2에 결합하며, F107-10G1은 예외

이다 (이는 선택된 대다수의 IgL1 결합 항체와 별개인 IgL1 상의 부위에 결합함).
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<표 7>[0184]

[0185]

실시예 9: 재조합 항체 제조 및 정제[0186]

대규모 mAb 제조 및 제조 사이의 일관성을 용이하게 하기 위해, 실시예 8에서 확인된 항-hAXL-ECD mAb를 CHO 세[0187]

포에서 재조합적으로 제조하였다.

VH 및 VL 영역 (실시예 8 참조)을 인간 IgG1 불변 영역 (각각 인간 IgG1 중쇄 및 인간 카파 경쇄)을 갖는 융합[0188]

물로서 pTT5 벡터 내로 클로닝함으로써, 키메라 mAb를 생성하였다.

표 8은 키메라 mAb의 각각에 대한 서열을 제공한다: hFC-F107-7H5, hFC-F107-8D12, hFC-F111-5E9, hFC-F111-[0189]

3C8,  및  hFC-F107-10G1.   또한,  모든  경쇄  서열은  N-말단에  신호  서열  MVLQTQVFISLLLWISGAYG  (서열식별번

호:59)를 포함한 반면, 중쇄 서열은 N-말단에 신호 서열 MDWTWRILFLVAAATGTHA (서열식별번호:60)를 포함하였다.
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<표 8>[0190]

[0191]

키메라 mAb 발현을 2 mL 발현 스카우트를 통해 확인하였다: CHO 세포를 VL 및 VH 함유 구축물 (1:1 비)로 일시[0192]

적으로 형질감염시키고; 컨디셔닝된 배지 (CM)를 제7일에 수확하고, mAb 발현 수준을 SDS-PAGE에 의해 평가하였

다 (데이터는 나타내지 않음).  키메라 mAb는 잘 발현하였으며, 소규모 제조 (50 mL)를 CHO 세포를 동일한 구축

물 비로 일시적으로 형질감염시킴으로써 개시하였다.  컨디셔닝된 배지 (CM)를 제7일에 수확하고, 키메라 mAb를

정제하고 (ProtA), 정량하고, SDS-PAGE에 의해 평가하였다.  데이터는 모든 5종의 키메라 mAb가 일시적으로 형

질감염된 CHO 세포에 의해 잘 발현되었음을 나타내었다.

재조합적으로 발현된 키메라 mAb가 하이브리도마-발현된 mAb와 유사하게 거동하는 지를 확인하기 위해, SPR 결[0193]

합 실험을 AXL 결합이 손상되지 않음을 보장하기 위해 수행한다.

실시예 10: 항-AXL mAb 및 sdAb의 단리 [0194]

이 실시예에서, 인간 AXL 엑토도메인에 대해 지정된 라마 sdAb의 단리를 수행한다.[0195]

물질 및 방법[0196]

재조합 인간 AXL 엑토도메인 (rhAXL ECD)의 제조.  C-말단적으로 His8-태그부착된 재조합 인간 AXL 세포외 도메[0197]

인의 합성 재조합 단편을 함유하는 포유동물 발현 벡터 (pTT5)를 CHO 세포에서 일시적으로 형질감염시키고, Ni-

아가로스에 의해 정제하고, SDS-PAGE에 의해 확인하였다 (데이터는 나타내지 않음).

라마 단일 도메인 항체 (sdAb) 생성.  라마 sdAb (VHH)를 라마를 rhAXL ECD 단백질로 면역화하고, 이어서 말초[0198]

혈액 림프구로부터 구축된 파지-제시된 VHH  라이브러리를 패닝함으로써 생성하였다.  간략하게, 하나의 라마

(라마 글라마 (Lama glama))를 제0일, 제21일, 제28일, 제35일 및 제42일에 100 μg의 rhAXL로 면역화하였다.

항원을 제0일에 프로인트 완전 아주반트, 및 제21일, 제28일, 제35일 및 제42일에 프로인트 불완전 아주반트와

혼합하였다.  혈청을 제0일의 제1 면역화 (사전-면역) 전에 뿐만 아니라 제35일 및 제49일에 뽑아낸 후, 단백질

A 및 단백질 G 친화성 크로마토그래피를 사용하여 중쇄 IgG (hcIgG)로부터 별개의 통상적인 IgG (cIgG) 내로 분

획화하였다.  비분획화된 및 분획화된 혈청 상의 rhAXL에 대한 ELISA를 수행하였다.  간략하게, PBS에 희석된 1

μg의 rhAXL을 96 웰 맥시소르프 (MAXISORP)™ 플레이트 (날지 눈크 인터내셔널 (Nalge Nunc International),

미국 뉴욕주 로체스터)에서 밤새 코팅하였다 (100 μl/웰, 18시간, 4℃).  플레이트를 5％ 탈지유/PBST로 차단

하고, PBS-T (PBS + 0.05％ (v/v) 트윈 20)로 세척하고, 사전-면역 총 (비분획화된) 혈청, 면역후 총 혈청 (제

35일 및 제49일) 및 분획화된 혈청 (제49일; 100 μg/ml 출발 농도)의 계열 희석을 적용하였다.  실온에서 1.5

시간 동안 인큐베이션 및 PBS-T로의 세척 후, 염소 항-라마 IgG-HRP (PBS 중 1:10,000)를 37℃에서 1시간 동안

첨가하였다.  최종 PBS-T 세척은 10분 동안의 100 μl/웰 TMB 기질 (KPL, 미국 매릴랜드주 게이더스버그)의 첨

가를 진행하였다.  반응을 100 μl/웰 1 M H3P04로 정지시키고, 바이오래드 플레이트 판독기 (미국 캘리포니아

주 허큘레스) 상에서 450 nm에서 판독하였다.

파지-제시된 VHH 라이브러리 구축을 위해, RNA를 퀴아앰프 RNA 블러드 미니 키트 (QIAamp RNA Blood Mini Kit)[0199]

(퀴아젠 (QIAGEN), 캐나다 온타리오주 미시소거)를 사용하여 면역화 후 제35일 및 제49일에 수집된 대략 5 ×

10
7
개의 림프구로부터 단리하였다.  대략 10  μg의 총 RNA를 제1-가닥 cDNA  합성 키트 (First-Strand  cDNA

Synthesis Kit) (지이 헬스케어 (GE Healthcare), 캐나다 퀘벡주 베-듀흐페)를 사용한 올리고 dT 프라이머로의
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제1 가닥 cDNA 합성에 대한 주형으로서 사용하였다.  cDNA를 3개의 가변 영역-특이적 센스 프라이머 (MJ1, MJ2,

및 MJ3) 및 2개의 안티센스 CH2-특이적 프라이머 (CH2 및 CH2b3)의 등몰 믹스에 의해 PCR-증폭시켰다.  간략하

게, PCR 반응 혼합물을 하기 성분을 갖는 50 μl의 총 부피에서 설정하였다: 5 μl cDNA, 5 pmol의 MJ1-3 프라

이머 혼합물, 5 pmol의 CH2 또는 CH2b3 프라이머 중 어느 하나, 5 μl의 10x 반응 완충제, 1 μl의 10 mM dNTP

및  2.5  단위의  플래티넘  (PLATINUM)®  Taq  DNA  폴리머라제  (인비트로젠  (Invitrogen)/라이프  테크놀로지즈

(Life Technologies), 캐나다 온타리오주 벌링톤).  PCR 프로토콜은 94℃에서 3분 동안 초기 단계, 이어서 94℃

에서 30초 동안, 57℃에서 45초 동안, 72℃에서 1분 동안의 30 사이클, 및 72℃에서 10분 동안 최종 연장 단계

로 이루어졌다.  증폭된 PCR 생성물을 2％ 아가로스 겔에서 구동시켰으며, 2개의 주요 밴드가 관찰되었다: 통상

적인 IgG에 상응하는 약 850 bp의 밴드, 및 중쇄 항체 (hcIgG)에 상응하는 약 600 bp의 제2 밴드.  보다 작은

밴드를 커팅하고, 퀴아퀵 겔 추출 키트 (QIAquick Gel Extraction Kit) (퀴아젠)를 사용하여 정제하고, 1 μl

의 DNA 주형, 5 pmol의 각각의 MJ7 프라이머 및 MJ8 프라이머, 5 μl의 10x 반응 완충제, 1 μl의 10 mM dNTP

및 2.5 단위의 플래티넘® Taq DNA 폴리머라제를 사용하여 50 μl의 총 부피에서 제2 PCR에서 재-증폭시켰다.

PCR 프로토콜은 94℃에서 3분 동안 초기 단계, 이어서 94℃에서 30초 동안, 57℃에서 30초 동안 및 72℃에서 1

분 동안의 30 사이클, 및 72℃에서 7분 동안 최종 연장 단계로 이루어졌다.  340 bp 내지 420 bp 범위 및 hcIgG

의  VHH  단편에  상응하는  증폭된  PCR  생성물을  퀴아퀵  PCR  정제  키트  (QIAquick  PCR  Purification  Kit)

(퀴아젠)를 사용하여 정제하고, SfiI 제한 효소 (뉴 잉글랜드 바이오랩스 (New England BioLabs), 캐나다 온타

리오주 피커링)로 소화시키고, 동일한 키트를 사용하여 재-정제하였다.  50 마이크로그램의 pMED1 파지미드를

SfiI로 50℃에서 밤새 소화시켰다.

자기-라이게이션을 최소화하기 위해, 20 단위의 XhoI 및 PstI 제한 효소를 첨가하고, 소화 반응물을 37℃에서[0200]

추가의 2시간 동안 인큐베이션하였다.  20 마이크로그램의 소화된 파지미드 DNA를 T4 DNA 리가제 (인비트로젠)

및 그의 프로토콜을 사용하여 실온에서 3시간 동안 6 μg의 소화된 VHH 단편으로 라이게이션하였다.  라이게이

션된 물질을 퀴아퀵 PCR 정제 키트를 사용하여 100 μl의 최종 부피에서 정제하고, 기재된 바와 같이 상업적 전

기적격 TG1 이. 콜라이 (E. coli) 세포 (스트라타진 (Stratagene), 미국 캘리포니아주 라 호야) 내로 5 μl 부

분에서 전기천공하였다.  라이브러리의 크기를 기재된 바와 같이 측정하였다.  라이브러리를 37℃, 250 rpm에서

2시간 동안 2％ (w/v) 글루코스의 존재 하에서 성장시켰다.  박테리아 세포를 펠릿화하고, 35％ (v/v) 글리세롤

을 갖는 2xYT/Amp/Glu (100 μg/ml 암피실린 및 2％ (w/v) 글루코스를 갖는 2 x YT 배지)에 재-현탁시키고, 작

은 분취물로 -80℃에서 저장하였다.

파지-제시된 라이브러리를 M13K07 헬퍼 파지를 사용하여 구제하였다.  AXL-특이적 VHH를 2가지 전략을 사용하여[0201]

라이브러리로부터 선택하였다.  첫번째 전략에서, 라이브러리를 문헌 [Zhou et al., 2010]에 기재된 바와 같이

고정화된 rhAXL ECD에 대해 및 A549 종양 세포에 대해 동시에 패닝하였다.  두번째 전략에서, 문헌 [Henry et

al., 2016]에 기재된 바와 같이 라이브러리를 rhAXL ECD에 대해 패닝하고, VHH-제시 파지를 AXL-특이적 뮤린

mAb (5E9 및 10G1)으로 경쟁적으로 용리하였다.  라이브러리 파지 및 패닝으로부터 용리된 파지를 문헌 [Henry

et al., 2016]에 기재된 바와 같이 일루미나 마이섹 (Illumina MiSeq) 차세대 DNA 시퀀싱을 사용하여 탐문하였

다.

결과[0202]

rhAXL ECD에 대해 지정된 VHH를, 상기 방법 섹션에 기재된 바와 같이 면역화된 라마로부터 파지-제시된 VHH 라[0203]

이브러리를 구축하고, 라이브러리의 다양한 선택을 수행함으로써 확인하였다.  투입 (라이브러리) VHH-제시 파

지 및 산출 (용리된) VHH-제시 파지를 시퀀싱하고, 특정 선택에서 선택적으로 풍부화된 개별적 VHH 서열을 확인

하였다.

도 6은 항-rhAXL ECD sdAb의 단리를 위한 전략을 예시한다.  패널 A 및 C에서, rhAXL-ECD로 면역화된 라마로부[0204]

터  구축된  파지-제시된  VHH  라이브러리를  고정화된  rhAXL  상에  및  AXL+  A549  종양  세포  상에  동시에

패닝하였다.  rhAXL ECD에의 결합 및 A549 세포 내로의 내재화에 대해 동시에 풍부화된 VHH (NRC-sdAb001, 서열

식별번호: 119; NRC-sdAb002, 서열식별번호: 120) 뿐만 아니라 단지 A549 세포 내로의 내재화에 대해 풍부화된

VHH  (NRC-sdAb003,  서열식별번호:121;  NRC-sdAb004,  서열식별번호:  122)를  확인하였다.   패널 B  및  D에서,

rhAXL-ECD로 면역화된 라마로부터 구축된 파지-제시된 VHH  라이브러리를 rhAXL  ECD에 대해 패닝하고, VHH를

AXL-특이적 mAb 5E9 또는 8D12를 사용하여 경쟁적으로 용리하였다.  이 선택 전략을 사용하여 풍부화된 VHH를

차세대 DNA 시퀀싱을 사용하여 확인하였다.

실시예 11: 항-AXL mAb 및 sdAb의 DNA 및 아미노산 서열의 측정[0205]
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이 실시예에서, 항-AXL mAb 및 sdAb (실시예 10에 따라 단리됨)의 DNA 및 아미노산 서열이 기재된다.[0206]

물질 및 방법[0207]

뮤린 mAb 시퀀싱을 위해, 총 RNA를 하이브리도마 클론 (퀴아젠, RN이지 (RNEasy))으로부터 추출하고, cDNA (수[0208]

퍼스크립트 (Superscript)™, 써모피셔 사이언티픽 (ThermoFisher Scientific), 미국 매사추세츠주 월텀)로 역

전사하였다.  VH 및 VL 도메인을 코딩하는 DNA를 FR1에서 어닐링하는 축퇴성 전방향 프라이머 및 CH1에서 어닐

링하는 단일 역방향 프라이머의 혼합물 (노바젠 (Novagen)/EMD  밀리포어 카탈로그 번호 69831-3)을 사용하여

PCR 증폭시켰다 (플래티넘 택 (Platinum Taq) 또는 등가물).  생성된 앰플리콘을 서브클로닝하고 (TOPO-TA),

ABI 3730x1 기기 상에서 생거 (Sanger) 방법을 사용하여 시퀀싱하였다.

라마 VHH DNA 서열의 측정을 위해, 파지-제시된 VHH 라이브러리를 다양한 시험관내 선택으로 처리하고 (실시예[0209]

10에 기재됨), 일루미나 마이섹 기기 상에서 2×250 bp 리드를 사용하여 시퀀싱하였다.  관심의 VHH 서열을 전

에 비해 선택후 증가된 빈도에 의해 확인하였다.  VHH를 코딩하는 DNA 구축물을 상업적으로 합성하고 (진아트

(Geneart), 라이프 테크놀로지즈), 박테리아 발현 벡터 내로 서브클로닝한 후, ABI 3730x1 기기 상에서 생거 방

법을 사용하여 다시 확인하였다.

결과[0210]

7종의 뮤린 mAb의 VH 및 VL 도메인의 DNA 서열을 하이브리도마 세포로부터 유래된 앰플리콘의 생거 시퀀싱에 의[0211]

해 측정하였다.  mAb VH/VL 도메인을 코딩하는 DNA 구축물을 단편 결정화가능한 영역 (Fc 영역)을 함유하는 포

유동물 발현 벡터에서 상업적으로 합성하고, 생거 시퀀싱에 의해 확인하였다.

도 7은 볼드체 밑줄 폰트로 나타내어진 국제 면역유전학 (International ImMunoGeneTics) (IMGT) 정보 시스템[0212]

정의를 사용한 CDR을 갖는 mAb VH/VL 도메인의 아미노산 서열을 나타낸다.  IMGT 정의는 본원에서 CDR 서열을

언급하는 경우 사용된다.  CDR의 카바트 정의는 단지 주로 흥미를 위해, IMGT에 대한 대안적 정의로서 도 7에

음영처리 폰트로 나타내어진다.  CDR의 IMGT 정의는 약간 더 많은 N-말단 서열을 포함할 수 있는 반면, 카바트

정의는 CDR을 보다 나중에 시작하고, 추가로 C-말단적으로 연장된 것으로서 나타낸다.

8개의 라마 VHH의 DNA 서열을 일루미나 마이섹 기기 상에서 2×250 bp 리드를 사용하여 측정하였다 (서열을 실[0213]

시예 10에 기재된 바와 같이 이들 VHH의 단리의 일부로서 측정하였음).  VHH를 코딩하는 DNA 구축물을 박테리아

발현 벡터에서 상업적으로 합성하고 (진아트, 라이프 테크놀로지즈), 그들의 서열을 생거 시퀀싱을 사용하여 확

인하였다. 

도 8은 볼드체 밑줄 폰트로 나타내어진 IMGT 정의를 사용한 CDR을 갖는 VHH의 아미노산 서열을 나타낸다.  IMGT[0214]

정의는 본원에서 CDR 서열을 언급하는 경우 사용된다.  CDR의 카바트 정의는 IMGT에 대한 대안으로서 도 8에 음

영처리 폰트로 나타내어진다.  NRC-sdAb001 내지 NRC-sdAb008로 지칭된 서열이 나타내어진다.

실시예 12: 재조합 AXL 세포외 도메인 (ECD)에의 mAb 및 sdAb의 결합[0215]

이 실시예의 목적은 재조합 AXL 세포외 도메인 (ECD)에의 mAb/sdAb의 결합을 특징규명하여, 친화도 및 동역학,[0216]

종 교차-반응성, 및 도메인 및 에피토프 지도화를 평가하는 것이다.

물질 및 방법[0217]

뮤린 mAb의 제조.  뮤린 mAb를 하이브리도마 상청액으로부터 직접적으로 정제하거나, CHO 세포의 일시적 형질감[0218]

염에 의해 재조합적으로 제조하였다 (인간 IgG1 Fc 영역을 가짐).  10 mL 하이브리도마 상청액으로부터의 소규

모 정제를 위해, mAb를 단백질 G 맥 세파로스™ 엑스트라 (지이 헬스케어 라이프 20 사이언시즈 (GE Healthcare

Life 20 Sciences) #28-9670-70) 상으로 흡착을 통해 정제하고, PBS에서 세척하고, 200 μl의 글리신 200 mM

pH 2.5로 2회 용리시키고, TRIS-HCl 1M pH 9.0에서 중화시켰다.  정제된 mAb를 PBS에서 사전-평형화된 제바 스

핀 수지 (피어스)를 사용하여 탈염하고, 0.22 μM 막 (밀리포어)을 통해 필터 멸균하였다.  mAb의 최종 농도를

나노-드롭 (#ND-1000)에 의해 측정하였다.  재조합 제조를 위해, DNA 구축물을 문헌 [Raymond et al. (2015)]

에 기재된 바와 같이 CHO 세포에서 일시적으로 형질감염시키고, 정제하였다.

VHH 및 VHH-Fc의 제조.  VHH를 문헌 [Baral et al. (2013)]에 의해 이전에 기재된 바와 같이 이. 콜라이에서[0219]

6xHis- 및 Myc-태그부착된 단량체로서 제조하였다.  VHH-Fc를 문헌 [Zhang et al., 2009]에 기재된 바와 같이

인간 IgG1 Fc에 N-말단적으로 융합된 VHH를 코딩하는 DNA로의 HEK293 세포의 일시적 형질감염에 의해 제조하였

다.
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표면 플라즈몬 공명.  뮤린 mAb에 대해, 인간 및 시노몰거스 AXL ECD에의 결합을 비아코어 (Biacore) T200 기기[0220]

를 사용하여 평가하였다.  간략하게, 항-마우스 또는 항-인간 Fc 항체 중 어느 하나를 아세테이트 완충제에서의

아민 커플링을 사용하여 연구-등급 CM5 시리즈 S 센서 칩 상에 고정화하였다.  뮤린 또는 재조합 키메라 뮤린-

인간 mAb (마우스 VH/VL; 인간 불변 영역)를 포획한 후, 재조합 인간 또는 시노몰거스 AXL ECD를 항체에 따라

상이한 농도 범위 (0.1 내지 500 nM)에서 표면 상으로 유동시켰다.  구동 완충제는 PBS/트윈-20이고, 유속은

100 uL/분이었다.  모든 결합 연구는 25℃에서 수행하였다.  표면을 10 mM 글리신, pH 1.5를 사용하여 재생하였

다. 

VHH 및 VHH-Fc에 대해, 인간 및 시노몰거스 AXL ECD에의 결합을 비아코어 T200 기기 또는 비아코어 3000 기기[0221]

중 어느 하나를 사용하여 평가하였다.  인간 AXL ECD 또는 항-인간 Fc 항체 중 어느 하나를 아세테이트 완충제

에서의 아민 커플링을 사용하여 연구-등급 CM5 시리즈 S 센서 칩 (T200, rhAXL ECD) 또는 C1 센서 칩 (3000,

항-인간 Fc) 상에 고정화하였다.  VHH-Fc를 항-인간 Fc 표면 상에 포획하였다.  단량체성 VHH (rhAXL ECD 표면

에 대해) 또는 인간 및 시노몰거스 AXL ECD (VHH-Fc 표면에 대해) 중 어느 하나를 상이한 농도 범위에서 표면

상으로 유동시켰다.  구동 완충제는 HBS-EP (3000) 및 HBS-EP+ (T200)였다.  유속은 10 내지 40 ul/분이었다.

모든 결합 연구는 25℃에서 수행하였다.  표면을 10 mM 글리신, pH 1.5을 사용하여 재생하였다. 

에피토프 비닝 실험을 위해, 2가지 시험 물품 (VHH 또는 mAb)을 먼저 별개로 주사하고 (50 nM mAb; VHH 단량체[0222]

에 대해 25배 KD), 해리시켰다.  그 후, mAb (50 nM)를 다시 주사하고, 반응의 피크에서, VHH (25배 KD) 및 mAb

(50 nM)의 혼합물을 주사하여 임의의 추가의 결합을 관찰하였다.

ELISA.  인간, 시노몰거스 및 마우스 AXL ECD에 대한 ELISA를 100 ng의 각각의 단백질을 눈크 맥시소르프 마이[0223]

크로플레이트의 웰에서 밤새 고정화함으로써 수행하였다.  인간 AXL (aa 1 내지 451) 및 시노몰거스 AXL (aa 1

내지 449)을 실시예 10에 기재된 바와 같이 재조합적으로 제조하였다.  마우스 AXL은 시노 (Sino) (카탈로그

51026-M08H)로부터 구입하였다.  다음 날, 플레이트를 PBS 중 5％ (w/v) 건조유로 차단하였다.  뮤린 mAb (하이

브리도마- 또는 재조합적으로-제조된) 또는 VHH-Fc 중 어느 하나를 1％ BSA 및 0.1％ 트윈-20을 함유하는 PBS에

희석하고, 실온에서 2시간 동안 웰에 첨가하였다.  웰을 0.1％ 트윈-20을 함유하는 PBS로 5회 세척한 후, HRP-

표지된 단백질 A (1％ BSA 및 0.1％ 트윈™-20을 함유하는 PBS에 1:1000 희석됨)를 실온에서 1시간 동안 웰에

첨가하였다.  웰을 다시 PBS/0.1％ 트윈-20으로 다시 5회 세척하고, TMB 기질을 사용하여 전개하였다.  흡광도

를 450  nm에서 측정하였다.  마우스 AXL  결합에 대한 양성 대조군으로서, 상업적 항-마우스 AXL  mAb  (클론

175128, 알앤디 시스템즈 (R&D Systems) MAB8541, 래트 IgG2A)를 사용하고, 당나귀 항-마우스:HRP 2차 항체로

검출하였다.

효모 표면 제시.  인간 AXL, Tyro3 및 Mer 세포외 도메인의 효모 표면 제시를 수행하였다.  간략하게, 효모를[0224]

Aga2p 단백질에 융합된 myc-태그부착된 TAM-패밀리 RTK 엑토도메인을 코딩하는 DNA 구축물로 형질전환시켰다.

구축물을 완전한 AXL ECD (aa 1 내지 449) 또는 개별적 하위도메인 (N-에서 C-말단으로 Ig1, Ig2, Fn1, Fn2)을

코딩하도록 설계하였다.  미세 에피토프 지도화를 위해, AXL ECD의 개별적 아미노산을 구축물에서 Ala로 치환하

였다.  부분적 또는 완전한 AXL, Tyro3 및 Mer 세포외 도메인을 발현하는 생성된 효모 세포를 마이크로웰 플레

이트에 흡착시키고, mAb/VHH-Fc의 결합을 ELISA에 의해 평가하고, 염소 항-인간 F(ab')2-HRP를 사용하여 검출하

였다.  항-AXL mAb/VHH-Fc 결합을 발현 수준에 대해 대조하기 위해 항-myc 항체의 결합 수준에 대해 정규화하였

다.

결과[0225]

인간 및 시노몰거스 AXL ECD에의 뮤린 mAb의 결합을 재조합적으로 제조된 키메라 뮤린-인간 mAb를 사용하여 SPR[0226]

에서 평가하였다.  인간 및 시노몰거스 AXL ECD에의 라마 VHH의 결합을 단량체성 VHH 및 키메라 재조합 VHH-

hIgG1 Fc 융합물 둘 다를 사용하여 SPR에서 평가하였다.

SPR에 의한 친화도 측정.  재조합 인간 및 시노몰거스 AXL ECD에 대한 뮤린 mAb의 친화도 및 동역학을 표 9에[0227]

나타낸다.
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<표 9>[0228]

[0229]

표 10에서의 데이터는 재조합 인간 및 시노몰거스 AXL 세포외 도메인 (ECD)에 대한 라마 VHH의 친화도 및 동역[0230]

학을 지시한다.

<표 10>[0231]

[0232]

시노몰거스 및 뮤린 AXL의 교차-반응성을 측정하고, 결과를 하기 표 11에 나타낸다.  이들 데이터는 ELISA에서[0233]

의 재조합 인간 및 마우스 AXL ECD에 결합하는 mAb/sdAb에 대한 반-최대 유효 농도 EC50을 나타낸다.
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<표 11>[0234]

[0235]

효모 표면 제시를 사용한 TAM 패밀리 RTK (Mer, Tyro3)에 대한 교차-반응성의 측정을 측정하고, 결과를 표 12에[0236]

나타낸다.

<표 12>[0237]

[0238]

에피토프 비닝을 평가하고, 데이터를 표 13에 요약한다.  항-AXL mAb/sdAb에 의해 표적화된 에피토프 빈이 나타[0239]

내어진다.  효모 표면 제시를 사용한 도메인 지도화를 평가하였다.
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<표 13>[0240]

[0241]

실시예 13: 종양 세포주에의 결합의 특징규명[0242]

이 실시예의 목적은 Kd의 관점에서 중간 내지 높은 수준의 AXL을 발현하는 종양 세포주에의 mAb/sdAb의 결합,[0243]

및 최대 항체 결합 (Bmax)을 특징규명하는 것이다.

물질 및 방법 [0244]

세포 배양.  NCI-H292 인간 비-소세포 폐암 (NSCLC) 및 SKOV3 (인간 난소 선암종) 세포주를 ATCC로부터 얻고,[0245]

공급자의 권고사항에 따라 배양하였다.  MDA-MB-231 삼중 음성 (ER-/PR-/HER2low) 유방암 (TNBC)을 미국 노쓰

캐롤라이나주 벌링톤 씨더레인 랩스 (Cedarlane Labs)로부터 구입하였다.  반딧불이 루시페라제 유전자를 갖는

안정한 형질감염체를 생성하였다.  이 세포주를 RPMI-1640 + 5％FBS에서 배양하였다.  U87 교모세포종 세포를

실시예 3에 상기 기재된 바와 같이 사용하였다.  세포를 1주 2회 계대하고, 모든 세포주에 대해 4 내지 6주 내

에 사용하였다.

FACS 결합 검정.  부착성 세포를 비-효소적 시그마 세포 해리 용액 (카탈로그 번호 C5789)으로 해리시켰다.  세[0246]

포 현탁액을 폴리프로필렌, V-바닥 96-웰 플레이트에 첨가하고, 얼음 상에서 2시간 동안 100 nM 내지 0.001 nM

범위의 농도에서 또는 100 nM의 단일 용량에서 (비-특이적 대조군에 대해) 1차 항체와 함께 인큐베이션하였다.

인큐베이션 및 세척 후, 세포를 형광적으로 표지된 2차 항체 (잭슨 카탈로그 번호 709-546-098로부터의 알렉사

플루오르 (Alexa Fluor)® 488 항-인간 IgG)와 함께 얼음 상에서 1시간 동안 인큐베이션한 후, 세척하였다.  세

포 생존율을 픽서블 (Fixable) 생존율 염료 450을 사용하여 측정하였다 (얼음 상에서 20분).  염색된 세포를 4

℃에서 1％ 포름알데히드에서 고정시키고, 다음 날 수행된 획득까지 4℃에서 저장하였다.

데이터 획득을 FACS 디바 소프트웨어 및 HTS 유닛 (96-웰 플레이트에서 자동화 샘플링)을 구비한 LSR-포르테사[0247]

(Fortessa)  유동  세포측정기  (벡톤  디킨슨  (Beckton  Dickinson))에서  수행하였다.   FACS  데이터를  엑셀

(Excel) 데이터 파일 내로 내보내고, AF488-염색된, 살아있는 (단일 세포) 피크의 MFI (중위 형광 강도 (Median

Fluorescence intensity))를 계산을 위해 취하였다.  배경 삭감을 2차 항체의 부재 하에서 인큐베이션된 세포의

MFI 값을 사용하여 모든 웰에 대해 계산하였다.

배경 삭감된 데이터를 그래프패드™ 6.0에서 힐 슬로프를 갖는 한-부위 특이적 결합 비-선형 회귀 곡선 적합 모[0248]

델을 사용하여 분석하여 시험 물품의 각각에 대한 겉보기 Bmax 및 Kd를 측정하였다.  사용된 모델은 식 I에 따

랐다.
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모델 Y =  (식 I)[0249]

Bmax는 Y와 동일한 단위로, 최대 특이적 결합이다.[0250]

Kd는 X와 동일한 단위로 표현되는, 평형에서의 반 최대 결합을 달성하는 데 필요한 리간드 농도이다. [0251]

변수 "h"는 힐 슬로프이다. [0252]

AXL 수용체 밀도 측정.  10μl의 인간 AXL 알렉사 플루오르 488 MAb (클론 108724)를 사용하여 콴텀 (Quantu[0253]

m)™  심플리  셀룰러  비드  (Simply  Cellular  Beads)  (미국  인디애나주  피셔스,  방스  래버러토리즈  (Bangs

Laboratories)로부터의 카탈로그 번호 814)를 4℃에서 30분 동안, 또는 AXL 발현 세포주 (100 000 세포/시험)

를 4℃에서 2시간 동안 표지하였다.

비드 및 세포에 대한 데이터 획득을 동일한 FACS 설정 하에서 수행하고, 플로우조 (FlowJo)™ 소프트웨어를 사[0254]

용하여 분석하였다.  기하평균을 사용하여 표준 곡선을 생성하고, 각각의 세포 유형에 대한 값을 보간하였다.

블랭크  비드  값을  검출  역치로서  간주하고,  비염색된  세포의  값을  각각의  경우  기하평균  값으로부터

삭감하였다.  생성된 항체 결합 능력을 시험된 세포주의 각각에 대한 수용체 밀도의 척도로서 사용하였다.

결과[0255]

3종의 세포주에의 재조합 키메라 Ab의 결합을 상기 기재된 바와 같이 FACS에 의해 평가하였다.  겉보기 Bmax 및[0256]

Kd 측정을 하기 표 14에 나타낸다.

<표 14>[0257]

[0258]

도 9는 하기 세포주에서의 수용체 밀도 (수용체/세포)에 기초한 AXL의 항체 결합 능력을 예시한다: H292, MDA-[0259]

MB-231, SKOV, 및 U87 교모세포종.

도  10은  폐,  유방  및  난소암에  대한  3종의  세포주에서의  인간  (h)  IgG  Ab  및  sdAb의  FACS  결합  곡선을[0260]

예시한다.  나타내어진 모든 예에서, 비-특이적 결합 (x)은 무시가능한 반면, hIgG 곡선 (F107-10G1, F107-7H5,

F111-5E9)은 일부의 경우 sdAb (sdAB001, sdAb008, sdAb006)보다 약간 더 높은 형광 강도의 평균 (MFI)을 나타

낸다. 

실시예 14: 시험관내 세포독성 검정[0261]

이 실시예에서, 항-AXL 모노클로날 항체를 효능 (IC50) 및 최대 백분율 성장 억제 (효력)의 관점에서, AXL-발현[0262]

세포에서의 성장 억제 검정에서의 내재화 능력 및 항체-약물 접합체 (ADC) 잠재성에 대해 평가하였다.

물질 및 방법 [0263]

세포 배양.  NCI-H292 인간 비-소세포 폐암 (NSCLC) 및 SKOV3 (인간 난소 선암종) 세포주를 ATCC로부터 얻고,[0264]

공급자의 권고사항에 따라 배양하였다.  MDA-MB-231 삼중 음성 (ER-/PR-/HER2low) 유방암 (TNBC) 세포주는 씨

더레인 랩스로부터 구입하였다.  반딧불이 루시페라제 유전자를 갖는 안정한 형질감염체를 퍼킨 엘머 (Perkin

Elmer)에 의해 생성하였다.  이 세포주를 RPMI-1640+5％FBS에서 배양하였다.  세포를 1주 2회 계대하고, 모든
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세포주에 대해 4 내지 6주 내에 사용하였다.

성장 억제 검정.  항-AXL ADC를 NCI-H292 (비-소세포 폐암), MDA-MB-231 (인간 유방 선암종) 및 SKOV3 (난소[0265]

암종)을 비롯한 AXL을 발현하는 것으로 공지된 다양한 배양된 세포주에 대한 생존율에 대한 그들의 효과에 대해

시험하였다.  세포를 3종의 세포주에 대해 각각 125개, 200개 및 200개 세포/웰에서 384-웰 플레이트 (코닝

(Corning)®  384  백색  평평  바닥  폴리스티렌  TC-처리된  마이크로플레이트  (Well  White  Flat  Bottom

Polystyrene TC-Treated Microplates), 카탈로그 번호 3570)에서 시딩하였다.  세포를 시험 물품의 계열 희석

또는 100 nM 내지 0.0017 nM 범위의 벤치마크 대조군의 존재 하에서 및 첨가된 Gas6 리간드 (2 μg/mL, 알앤디

CF885)의 존재 또는 부재 하에서 5일 동안 성장시켰다.  5일 후 (37℃, 5％ CO2, 습윤 인큐베이터), 배양물 중

의 생존성 세포의 수를 대사적으로 활성인 세포의 존재를 신호전달하는 각각의 웰에 존재하는 ATP의 정량에 기

초하여, 셀타이터글로 (CellTiterGlo)™ (프로메가 (Promega), 매디슨)를 사용하여 측정하였다.

신호 출력을 0.1초의 통합 시간에서 설정된 발광 플레이트 판독기 (엔비전 (Envision), 퍼킨 엘머) 상에서 측정[0266]

하였다.  통합 시간을 높은 ATP 농도에서 신호 포화를 최소화하도록 조정한다.

데이터 분석.  각각의 농도 점 (S)을 음성 대조군 웰 (NC)에 대해 정규화하고, ％ 생존으로서 표현하고, 식 II[0267]

에 따라 계산한다.

％ 생존  (식 II)[0268]

％ 생존 대 로그 농도의 용량-반응 곡선을 4 파라미터 로지스틱 모델을 갖는 그래프패드™ 프리즘 6.0을 사용하[0269]

여 피팅하여 IC50 및 최대 효력을 추정하였다.  모델 Y를 식 III에 따른 계산에 사용하였다.

모델  (식 III)[0270]

IC50은 하부 및 상부 사이의 반응 중간을 제공하는 효능제의 농도이다.[0271]

힐슬로프 (HillSlope)는 곡선의 기울기를 기재한다.[0272]

상부 및 하부는 Y 축의 단위에서 플래토이다.[0273]

결과[0274]

3종의 세포주에서의 DM1 또는 MMAE에 접합된 재조합 키메라 Ab의 성장 억제 활성을 상기 기재된 바와 같이 평가[0275]

하였다.

직접적 약물 접합체로서의 세포독성을 표 15에 나타난 바와 같이 평가하였다.  3종의 AXL 발현 세포주에서의 항[0276]

AXL ADC의 효능 (IC50) 및 효력 (％ 최대 억제).  결과를 평균 +/- 표준편차 (N)로서 표현한다.
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<표 15>[0277]

[0278]

Gas6 민감도의 평가.  Gas6 리간드 (2 μg/mL)의 존재 또는 부재 하에서의 NCI-H292에서의 항-AXL ADC의 효능[0279]

(IC50)을 평가하였다.  결과를 표 16에 평균 +/- 표준편차 (N)로서 표현한다.

<표 16>[0280]

[0281]

성장 억제를 평가하고, 3종의 종양 세포주에서의 hIgG Ab 및 sdAb의 성장 억제 결합 곡선을 도 11에 나타낸다.[0282]

폐, 유방 및 난소 세포주 (각각 H292, MDA-MB-231 루시페라제, 및 SKOV3)가 나타내어진다.  퍼센트 생존 분율

(5d)이 평가된다.

부류 1에서, hIgG-F107-10G1-DM1 대 비-특이적 결합이 모든 세포에 대해 나타내어지며, sdAb001이 또한 H292에[0283]

대해 평가된다. 

부류 2에서, hIgG-F107-7H5-DM1  및 hIgG-F107-8D12-DM1  대 비특이적 결합 곡선이 MDa-MB-231  루시페라제 및[0284]

SKOV3 세포에 대해 나타내어진다.  sdAb008 및 hIgG-F107-7H5-DM1을 H292에 대한 비-특이적 결합에 비해 평가

하였다.

부류 3에서, hIgG-F111-5E9-DM1 및 hIgG-F111-5E9-MMAE 대 비-특이적 결합이 모든 세포에 대해 나타내어지며,[0285]

sdAb006이 또한 H292에 대해 평가된다. 
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도 12는 비-특이적 결합에 비해, H292 세포주에서 Gas6의 존재 및 부재 하에서의 hIgG-F11-5E9-DM1 및 hIgG-[0286]

F107-10G1-DM1의 성장 억제 결합 곡선을 예시한다.

실시예 15: 이중파라토프성/1가 항-AXL 항체의 활성의 평가.[0287]

이 실시예에서, 이중파라토프성/1가 항-AXL 항체를 제조하고, 효능 및 효력에 대해 평가하였다.[0288]

2개의 비-중첩하는 에피토프를 표적화하는 이중파라토프성 항체는 표적 클러스터링을 유도할 수 있으며, 이는[0289]

다시 HER2를 비롯한 수용체 표적의 왕성한 내재화, 리소좀 트래피킹을 촉진시킨다 (Li et al. 2016).  이 실시

예는 단일 도메인 항-AXL 항체의 이중파라토프성 (동일한 표적 상에 2개의 에피토프) 조합의 ADC 효능을 평가한

다.  이중파라토프성 항체를 함유하는 인간 Fc를 문헌 [Strop et al. (2012)]에 의해 공개된 방법에 따라 구축

하였으며, 여기서, 상보적 점 돌연변이 (RRR, EEE)를 인간 IgG1 Fc 영역에서 조작하여 반 단량체 교환을 용이하

게 하고, 이중특이적 항체를 안정화시킨다.  관심의 2종의 항체를 별개로 발현시키고, 정제하고, 적절한 산화환

원 조건 하에서 함께 혼합하여, 안정한 이중특이적 항체의 형성을 초래할 수 있다.  모든 경우, 이중파라토프성

ADC의 활성을 그들이 유래된 동종1가 단일파라토프성 sdAb-기재 ADC의 효능과 비교하였다.

표 17은 SKOV3 세포주에서의 단일파라토프성 (2가) 모 ADC에 비한 항 AXL 이중파라토프성 구축물 ADC의 효능[0290]

(IC50) 및 효력 (％ 최대 억제)을 나타낸다.  이용가능한 경우, 결과는 평균 +/- 표준편차 (N)로서 표현된다.

<표 17>[0291]

[0292]

예비적 결과는 도메인 1A/도메인 2에서 발견되는 이중파라토프성 sdAb 지정된 에피토프 (sdAb 001R/005E-DM1,[0293]

sdAb 001R/006E-DM1)를 포함하는 ADC 둘 다가 상응하는 2가 Fc 함유 sdAb로부터 유래된 ADC보다 훨씬 더 강력

하게 나타남 (7 내지 100x)을 지시한다.  이 실시예에서 시험된 다른 이중파라토프성 조합은 증가된 효능을 나

타내지 않았다.

도 13은 SKOV3 세포주에서의 단일파라토프성/2가 모 ADC에 비한 항 AXL 이중파라토프성/1가 구축물 ADC의 성장[0294]

억제 결합 곡선을 나타낸다.  5일 후의 퍼센트 생존 분율을 로그 농도 (nM)로서 플롯팅한다.  패널 A는 SKOV3

조합 008R/005E, sdAb008-DM1 (정사각형), sdAb005-DM1 (삼각형), 및 이중파라토프성 008/005 (별표)의 차트가

비교됨을  제공한다.   패널  B는  예시된  SKOV3  조합  008R/006E  차트를  제공한다:  sdAb006-DM1  (마름모),

sdAb008-DM1  (정사각형),  및  이중파라토프성  008/006  (비어있는  원)이  비교된다.   패널  C는

hFc/sdAb001R/005E, sdAb005-DM1 (삼각형), sdAb001-DM1 (채워진 원), 및 이중파라토프성 001/005 구축물 ("

X"로 나타내어짐)의 차트가 비교됨을 제공한다.  패널 D는 SKOV3 조합 001R/006E, sdAb001-DM1 (채워진 원),

sdAb006-DM1 (마름모) 및 이중파라토프성 001/006 구축물 (큰 별표)이 비교됨을 제공한다.

실시예 16: SKOV3 종양 이종이식편 마우스 모델에서의 ADC에 의한 생체내 종양 성장 억제[0295]

이 실시예에서, 시험관내 세포독성을 SKOV3 세포에서의 종양 성장 억제의 억제를 사용하여 평가한다.  항-hAXL[0296]

항체-약물 접합체 ADC를 AXL을 발현하는 이종이식편 모델에서 종양 성장 억제를 유발하는 능력에 대해 평가하였
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다.

물질 및 방법 [0297]

프로토콜.  이 연구에서 동물의 관리 및 사용을 포함하는 프로토콜 및 절차는 오타와-NRC 동물 관리 위원회[0298]

(Ottawa-NRC Animal Care Committee) (프로토콜 # 2014.02)에 의해 검토되고, 승인되었다.  6주령, 18 내지 20

그램 암컷 CD1 알비노 (Albino) 마우스 (Crl:CD1-Foxn1nu)를 찰스 리버 캐나다 (Charles River Canada) (캐나

다 퀘벡주 세인트-콘스탄트)로부터 주문하였다.  동물을 동물 관리에 관한 캐나다 위원회 (Canadian Council on

Animal Care) (CCAC)의 지침에 따라 관리하고, 사용하였다.

항-hAXL-ECD 모노클로날 항체를 실시예 1에 개요된 바와 같이 정제하고, 실시예 4에서와 같이 리신 잔기를 통해[0299]

N2'-데아세틸-N2'-(3-머캅토-1-옥소프로필)-마이탄신 (DM1)에 연결된 숙신이미딜 트랜스-4-[말레이미딜메틸] 시

클로헥산-1-카르복실레이트 (SMCC)에 접합시켰다.

세포 배양 및 종양 성장 측정.  SKOV3 (인간 난소 선암종) 세포를 ATCC로부터 얻고, 공급자의 권고사항에 따라[0300]

배양하였다.  MDA-MB-231 삼중 음성 (ER-/PR-/HER2low) 유방암 (TNBC)은 ATCC (씨더레인 랩스)로부터 구입하였

다.  반딧불이 루시페라제 유전자를 갖는 안정한 형질감염체를 퍼킨 엘머에 의해 생성하였다.  이 세포주를

RPMI-1640+5％FBS에서 배양하였다. 

세포를 1주 2회 계대하고, 모든 세포주에 대해 4 내지 6주 내에 사용하였다.  세포를 멸균 조건 하에서 이소플[0301]

루란 마취된 누드 마우스 (n=8)의 좌측 옆구리에 피하로 접종하였다 (주사 부위 당 0.1 mL PBS의 부피에서 5×

10
6
개의 세포).  종양을 부피로 80 내지 100 mm

3
의 크기로 성장시킨 후, 각각의 코호트가 가변적 종양 크기를 갖

는 동물을 함유하는 것을 보장하기 위해 동물을 투여 일 1일 전에 무작위화하였다.  각각의 동물에 대한 적절한

부피의 시험/대조군 물품을 투여 일에 제조하고, 정맥내로 (i.v.) 주사하였다.  마우스를 제0일 및 제4일 (96시

간 간격)에 꼬리 정맥을 통해 5 mg/kg의 시험 물품으로 주사하였다.  대조군은 염수로 처리하였다.

종양 성장을 처리후 29일 동안 또는 이들이 윤리적 이유로 안락사될 때까지 (인도적 종점) 캘리퍼스 측정에 의[0302]

해 3일마다 모니터링하였다.

종양 부피를 식 IV에 따라 계산하였다:[0303]

추정된 종양 부피 [mm
3
] = [0304]

π/6(길이 [mm]) × (폭 [mm] × (높이 [mm]))  (식 IV)[0305]

각각의  군에서의  종양  부피를  평균±SEM으로서  나타내고,  SKOV3  세포  접종  후  측정  시간의  함수로서[0306]

플롯팅한다.  종양 부피 데이터에 대한 군 비교를 그래프패드 프리즘 버전 7.0을 사용하여 터키 (Tukey) 다중

비교 검정을 갖는 2-원 ANOVA를 사용하여 수행하였다.  처리군 및 대조군 사이의 차이는 P < 0.05에서 통계적으

로 유의하였다.

결과 [0307]

비히클 (PBS 대조군) 처리된 동물에 비해, 5 mg/kg (mpk)으로 투여된 AXL ADC는 SKOV3 종양 이종이식편 마우스[0308]

모델 (n=2)에서 유의한 종양 성장 억제를 유발하는 것으로 나타났다.  종양 성장의 높은 재현성이 2개의 별개의

연구 (본원에서 "연구 15A" 및 "연구 15b"로 지칭됨)에서 대조군 및 처리군 둘 다에서 관찰되었다.  이들 2개의

별개의 연구로부터의 데이터를 도 14 및 도 15에 제시한다.

도 14는 5 mg/kg의 선택된 ADC로 2회 (제0일 및 제4일) 처리된 SKOV3 종양-함유 마우스에 대한 연구 15a에서의[0309]

종양 성장 억제를 나타낸다.  사용된 ADC는 염수 (1a)와의 비교를 위한 hF107-10G1-DM1 (2a), hF111-5E9-DM1

(3a); hF107-7H5-DM1 (4a); hF107-8D12-DM1 (5a); mF149-4G4-DM1 (6a); 및 mF155-3C7-DM1 (7a)이었다.  종양

부피 (mm
3
)를 3일마다 기록하였다.  각각의 데이터 점은 평균 ± SEM, (n=8)을 나타낸다.

도 15는 5 mg/kg의 선택된 ADC로 2회 (제0일 및 제4일) 처리된 SKOV3 종양-함유 마우스에 대한 연구 15b에서의[0310]

종양 성장 억제를 나타낸다.  사용된 ADC는 염수 대조군 (1b)과의 비교를 위한 hF111-5E9-DM1 (2b); hF107-

7H5-DM1 (3b); hF107-10G1-DM1 (4b); sdAb001-DM1 (6b); sdAb006-DM1 (7b); sdAb008-DM1 (8b); 및 mF149-4G4-

DM1  (9b)이었다.   종양  부피  (mm
3
)를  3일마다  기록하였다.   각각의  데이터  점은  평균  ±  SEM,  (n=8)을

나타낸다. 
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ADC-처리된 및 염수-처리된 군 사이에 종양 성장에 대한 통계적으로 유의한 (p<0.05) 효과가 제28일에서 37.0％[0311]

로부터 66.9％로의 종양 부피 감소로 제13 내지 18일 내지 제28일에 관찰되었다.

표 18은 연구 15a 및 15b의 데이터 (각각 도 14 및 도 15 참조)에 대한 처리 개시후 제28일에 대조군 (염수)에[0312]

비한 종양 부피 감소의 백분율을 나타낸다.  대조군에 비한 종양 부피 (TV) 감소의 백분율을 ％ 감소 = (TV대조군

- TV처리군)/ TV대조군 * 100 (식 V)으로서 계산하였다.

<표 18>[0313]

[0314]

실시예 17: 반복된 정맥내 투여 후의 MDA-MB-231-Luc 이종이식편 마우스에서의 항-AXL ADC 히트의 효력의 평가[0315]

AXL은 다양한 유형의 암에서 발현되며, 침습, 전이 뿐만 아니라 혈관신생과 연관된다.  생성된 항-AXL ADC는[0316]

SMCC 링커를 통해 미세관 억제제, 머탄신 (DM1)에 접합된 항-AXL 항체를 갖는다.  이들 ADC는 다양한 세포주에

서 유망한 시험관내 효력을 나타내며, 효능 및 Gas6 민감도에 기초하여 선택되었다.  이 실시예에서, 몇몇 항-

AXL ADC 히트를 스크리닝하고, 항-AXL ADC의 생체내 효력에 대한 Gas6 민감도의 역할을 평가한다.

효력 및 약동학을 암컷 NU/NU 누드 마우스에의 2회의 정맥내 볼루스 투여 후에 몇몇 항-AXL ADC에 대해 평가한[0317]

다.  이 실시예는 항-AXL ADC의 효력에 대한 Gas6 민감도의 역할을 추가로 조사한다.

방법[0318]

세포주.  MDA-MB-231은 원래 51세 백인 여성 환자로부터 유래된 상피 부착성 세포인 삼중 음성 (ER
-
, PR

-
, HER2

-
[0319]

) 인간 유선 선암종 세포주이다.  이들 세포는 1차 난소 종양과 일치하는 중간 정도로 잘 분화된 선암종을 형성

하는 누드 마우스에서 종양형성성이다.  MDA-MB-231 세포는 표피 성장 인자 (EGF) 및 전환 성장 인자 알파 (TGF

α)를 발현하는 종양형성성 세포이다.  이들 세포는 ALS 처리된 BALB/c 마우스에서 저조하게 분화된 선암종 (등

급 III)을 형성하고, 누드 마우스에서 저조하게 분화된 선암종 (등급 III)을 형성한다.  세포주는 원래 아메리

칸 티슈 컬쳐 콜렉션 (American Tissue Culture Collection) (ATCC, 미국 버지니아주 마나사스)으로부터 얻었

다.

세포를 10％ 소 태아 혈청 (FBS, 하이클론 (Hyclone) SH30070.03)을 갖는 ATCC-제형화된 RPMI 1640 배지 (ATCC[0320]

카탈로그 #: 30-2001)에서 최대 80％ 전면생장률로 성장시켰다.  세포를 습윤 5％ CO2 분위기에서 37℃에서 유

지하였다.  이들을 트립신화에 의해 수확하고 (0.25％ 트립신/EDTA, 지브코 (Gibco)/BRL 15090-046), 이어서

차가운 포스페이트-완충 염수 용액 (PBS)에서 세척하고, 트리판 블루 염료를 배제하는 능력에 의해 생존율에 대
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해 평가하였다.  마우스에서 이종이식편으로서 성장을 위한 모든 세포 집단은 최소로 98％ 생존성이었다.

동물 관리: 수령, 순응, 하우징 및 취급.  이 연구에서 동물의 관리 및 사용을 포함하는 프로토콜 및 절차는 오[0321]

타와-NRC 동물 관리 위원회 (프로토콜 # 2014.02)에 의해 검토되고, 승인되었다.  동물의 관리 및 사용은 동물

관리에  대한  캐나다  위원회  (CCAC)의  지침에  따랐다.   6주령,  18  내지  20  그램  암컷  CD1  알비노  마우스

(Crl:CD1-Foxn1nu)를 찰스 리버 캐나다 (캐나다 퀘벡 세인트-콘스탄트 라살레 18)로부터 주문하였다.  도착 시,

마우스를 정상적인 건강 상태를 보장하기 위해 스태프 구성원에 의한 일반적 신체 검사로 처리하였다.  자명한

이상은 수령된 동물에서 검출되지 않았다.  마우스를 적어도 5일의 기간 동안 순응시켜 이들이 하우징 환경에

익숙하게 되도록 하였다.  마우스를 오염을 피하기 위해 필터 톱을 구비한 옥수숫대 베딩 상에 폴리카르보네이

트 케이지에서 케이지 당 4마리씩 하우징하였다.  각각의 케이지를 프로토콜 번호, 주요 조사자의 성명, 동물

번호 및 성별을 지시하는 컬러-부호화된 케이지 카드로 명확하게 표지하였다.  각각의 마우스를 귀 펀칭을 사용

하여 고유하게 식별하였다.

마우스를 하기 조건 하에서 시간 당 75  공기 변화에 대해 설정된 양으로 가압된 테크니플라스트 그린 라인[0322]

(Tecniplast  Green  Line)  개별적으로  환기된  케이지  (Individually  Ventilated  Cages)  (IVC)에서

하우징하였다: 온도: 23 내지 24℃; 습도: 50％; 광 사이클: 12시간 명 및 12시간 암.

무균 기법을 마우스를 취급하는 경우 모든 시간에 사용하였다.  이 연구에 사용된 모든 장비는 사용 전에 70％[0323]

에탄올로 멸균하였다.  동물을 또한 사용 전에 매회 70％ 에탄올로 소독한 생물학적 안전성 캐비닛 (Biological

Safety Cabinet) (BSC) 하에서 취급하였다.  마우스를 취급하는 모든 개인은 증기 멸균된 가운, 마스크, 헤어

보닛 및 멸균 장갑을 착용하였다.  1/8" 조사된 옥수숫대 베딩으로 충전된 오토클레이브된 IVC 케이지 (엔비고

(Envigo), 미국 위스콘신주 매디슨) 및 작은 부피의 엔비로-드라이 (Enviro-dri) 페이퍼 (쉐퍼드 스페셜티 페이

퍼스 (Shepherds Specialty Papers))를 BSC에서 매주 적어도 1회 교환하였다.

식이.  모든 동물은 먹이 및 물에 자유로운 접근을 가졌다.  물병을 한외-여과된 물로 채우고, 오래된 마우스[0324]

구두상자 케이지에서 별개로 캡으로 정치하고, 증기 오토클레이브하였다.  일단 오토클레이브되면, 캡을 BSC의

테두리에서 작동하면서 설치하였다.  물병을 1주 1회 또는 물 수준이 낮아진 경우 보다 빈번히 교환하였다.  동

물을 순응 및 실험 기간 동안 무제한, 감마-조사된 유지 설치류 식이 (2914 테크래드 글로벌 (Teklad Global)

14％ 단백질 유지 식이 (Protein Maintenance Diet), 엔비고)로 공급하였다.

피하 이종이식편 종양 모델.  세포를 멸균 조건 하에서 이소플루란 마취된 누드 마우스 (n=8)의 좌측 옆구리에[0325]

피하로 접종하였다 (주사 당 0.1 mL PBS의 부피에서 5×10
6
개의 세포).  종양을 부피로 80 내지 100 mm

3
의 크기

로 성장시킨 후, 각각의 코호트가 가변적 종양 크기를 갖는 동물을 함유하는 것을 보장하기 위해 동물을 투여

일 전 1일에 무작위화하였다.

종양 모니터링.  종양 성장을 처리후 29일 동안 또는 윤리적 이유로 안락사될 때까지 (인도적 종점) 캘리퍼스[0326]

측정에 의해 3일마다 모니터링하였다: 1) 48주 내에 체중 회복이 없는 10％ 초과의 체중 감소; 2) 2500 mm
3
 초

과의 종양 부피; 3) 종양 궤양화; 및 4) 고통의 명백한 징후, 예컨대 부동성 및 감소된 그루밍 등.

종양 부피를 식 IV에 따라 계산하였다:[0327]

추정된 종양 부피 [mm
3
] = [0328]

π/6(길이 [mm]) × (폭 [mm] × (높이 [mm]))  (식 IV)[0329]

시험 물품 및 비히클.  모든 시험 물품을 NRC 몬트리올로부터 오타와로 얼음 상에 선적하고, 투여 전에 4℃에서[0330]

저장하였다.   ADC,  hF111-5E9-DM1을  뱃치  번호:  CC31MAY  2016;  약물  대  항체  비  (DAR):  2.62;  농도:

1.31mg/mL; 분취물 부피: 3.7mL; 저장 조건: 4℃; 내독소 수준: <0.15로서 제조하고; 캐나다 퀘백주 몬트리올에

서, NRC 설비 HHT 몬트리올에서 제조하였다.

처리를 위한 비히클은 하기 특징을 갖는 ADC 완충제였다: 멸균성: 멸균-여과됨; 저장 조건: 20 내지 25℃; 공급[0331]

자: NRC-HHT 몬트리올.

용량 제형 제조.  각각의 제형을 투여 일에 제조하였다.  5 mg/kg의 용량 수준을 얻기 위해, 시험/대조군 물품[0332]

의 주사 부피를 그들의 스톡 농도 및 동물의 체중에 기초하여 계산하였다.  최종 투여 용액의 제조를 깨끗한

HEPA/UV 램프 생물학적 후드 하에서 바람직한 부피를 얻기 위해 염수를 첨가함으로써 수행하였다.  시험/대조군

물품을 제조 기간 동안 4℃에서 보관하였다.  각각의 동물에 대한 적절한 부피의 시험/대조군 물품을 정맥내로
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주사하였다.

임상적 관찰 및 체중.  모든 동물을 사망률 및 질병 건강의 징후에 대해 매일 1회 관찰하였다.  동물의 개별적[0333]

체중 및 종양 크기를 측정하고, 처리 일에 및 그 후 3일마다 기록하였다.

처리.  마우스를 제0일 및 제4일 (96시간 간격)에 꼬리 정맥을 통해 5 mg/kg의 시험 물품으로 주사하였다.  대[0334]

조군은 염수로 처리하였다.  주사 일에 동물 중량 및 주사된 부피를 기록하였다.

샘플 수집, 프로세싱 및 저장.  혈액 샘플을 시점 당 3마리의 동물로부터 제2 용량 후 1, 2, 4, 6, 24, 48, 96,[0335]

120, 168, 216, 264 및 336시간에 하악 정맥을 통해 수집하였다.

도 16은 혈액 샘플이 제2 용량전, 1시간, 2시간, 4시간, 6시간, 24시간, 48시간, 96시간, 120시간, 168시간,[0336]

216시간, 264시간, 및 336시간에 취해진 것을 비롯한 연구 설계를 나타낸다.  종양 부피 측정, 및 투여를 제1일

및 제4일에 취한 반면, 종양 부피 측정을 지시된 간격에서 취하였다.  또한 도 16에 나타난 바와 같이, 하기 연

구 설계는 동물 수 및 연구에 대한 시점이다.  대략 80 내지 100 μL의 얻어진 혈액을 실온에서 15 내지 30분

동안 응고시킨 후, 실온에서 10분 동안 1500 g에서 원심분리하였다.  원심분리 후, 액체 성분 (혈청)을 즉시 사

전-표지된 튜브 내로 옮기고, 드라이 아이스 상에서 즉시 순간-동결시키고, -80℃에서 저장하였다.

연구의 종료 시, 종양을 수집하였다.  각각의 종양의 반 부분을 4％ 파라포름알데히드에 실온에서 밤새 고정시[0337]

키고, PBS로 세척하고, 파라핀 포매하였다.  이어서, 파라핀 포매된 종양을 프로젝트 리드의 재량에 따라 AXL

발현에 대해 프로세싱할 것이다.  종양의 다른 반을 드라이 아이스를 사용하여 급속하게 동결시키고, 추가의 분

석을 위해 -80℃에서 저장하였다.

통계적 분석.  각각의 군에서의 종양 부피를 평균 ± SEM으로 나타내고, MDA-MB-231-Luc 세포 접종 후의 측정[0338]

시간의 함수로서 플롯팅한다.  종양 부피 데이터에 대한 군 비교를 그래프패드™ 프리즘 버전 7.0을 사용하여

터키 다중 비교 검정을 갖는 2-원 ANOVA를 사용하여 수행하였다.  처리군 및 대조군 사이의 차이는 P < 0.05에

서 통계적으로 유의하였다.  그럽스 (Grubbs)  검정을 사용하여 대조군/처리군 내의 아웃라이어를 측정하였다

(α=0.05). 

결과 및 논의[0339]

도 17은 5 mg/kg의 hF111-5E9-DM1로 2회 (제0일 및 제4일) 처리한 후의 MDA-MB-231-Luc 종양-함유 마우스에서[0340]

의 초기 체중 (BW)의 백분율로서의, 체중에 대한 항-AXL ADC의 효과를 나타낸다.  ADC 완충제 (원) 및 hF111-

5E9-DM1 (삼각형) 군이 예시된다. 

체중을 오프-타겟 잠재적 독성의 지표로서 측정하였다.  대조군 동물 (ADC 완충제 군) 및 hF111-5E9-DM1 처리된[0341]

동물 사이에 유의한 차이는 관찰되지 않았다.  둘 다의 군에서의 마우스는 실험 기간 동안 약 10％ 체중 증가하

였다.

도 18은 종양 부피로서 평가된, 종양 성장에 대한 항-AXL ADC의 효과를 나타낸다.  ADC 완충제 (CTR) 또는 5[0342]

mg/kg hF111-5E9-DM1 중 어느 하나로 2회 (제0일 및 제4일) 처리된 MDA-MB-231-Luc 종양-함유 마우스에서의 종

양 성장 곡선이 나타내어지며, 종양 부피 (mm
3
)는 3일마다 기록된다.  각각의 데이터 점은 ADC 완충제 (원) 및

hF111-5E9-DM1 (삼각형) 군에 대한 평균 ± SEM을 나타낸다.

종양 성장에 대한 통계적으로 유의한 (p<0.05) 효과가 제8일 내지 제28일에 hF111-5E9-DM1-처리된 및 ADC 완충[0343]

제-처리된 군 사이에 관찰되었다.  hF111-5E9-DM1 군으로부터의 1마리의 동물은 동일한 군에서 나머지에 비해

유의하게 더 높은 종양 성장 속도를 나타내었다.  이 동물을 그럽스 검정을 사용하여 아웃라이어로서 추가로 확

인하였다 (α=0.05). 

hF111-5E9-DM1-처리된 군에서의 평균 종양 부피 감소는 제28일에 약 90에서 360 mm
3
까지의 종양 성장을 경험한[0344]

대조군에 비해, 약 90에서 60 mm
3
였다.  감소된 종양 부피의 이 현저한 차이는 항-AXL ADCx가 유방암 종양 모델

에서 종양 부피를 감소시킬 수 있음을 나타낸다.

실시예 18: 시험관내에서 혈액 뇌 장벽을 횡단하는 항-AXL sdAb 능력의 평가[0345]

혈액 뇌 장벽을 횡단하는 항-AXL 항체의 능력을 이 실시예에서 평가한다.  중추 신경계 (CNS)에서의 AXL의 발현[0346]

으로 인해, AXL을 표적화하고 독소 (예컨대 DM1, MMAE 등)에 연결된 항체는, 이들이 혈액 뇌 장벽 (BBB)을 횡단

할 수 있는 경우, 뇌에서 매우 강력한 온-타겟 독성을 나타낼 수 있다.  따라서, BBB를 횡단하는 특정 항-AXL
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sdAb의 능력을 인간 시험관내 BBB 모델을 사용하여 평가한다.

물질 및 방법[0347]

인간 혈액 뇌 장벽 모델.  줄기 세포 기재 인간 BBB 모델을 사용한다.  모델은 인간 양수-유래된 유도된 다능성[0348]

줄기 세포로부터 생성된 뇌 내피 세포 (BEC)를 이용한다.  이 시험관내 인간 혈액-뇌 장벽 (BBB) 모델은 유망한

BBB-침투 화합물 및 CNS-표적화 항체의 전-임상 스크리닝을 가능하게 한다.  이들 BEC는 실질적 장벽 특성, 예

컨대 잘 조직화된 연속적 긴밀한 연접부, 높은 경내피 전기 저항성 (TEER) 및 유출 및 수용체-매개 통과세포외

배출 (RMT) 수송체의 극성화된 발현을 나타낸다.

트랜스웰-기재 시험관내 BBB 모델.  트랜스웰 BBB 검정은 12-웰 동반 플레이트 내로 정치된 젤라틴-코팅된 투과[0349]

성 트랜스웰 막 삽입물 상으로 시딩된 BEC로 구성된다.  BEC를 페놀 레드가 없는 1 mL의 BEC 공급 배지에서 1

μm 기공 크기의 래트-꼬리 콜라겐 코팅된 0.83 cm
2
 팔콘 (Falcon)™ 세포 삽입물 상에 500,000개 세포/막으로

시딩하였다.  12-웰 조직 배양 플레이트 (즉, 수송을 위한 하부 챔버)의 웰은 페놀 레드가 없는 2 mL의 BEC 배

지를 함유하였다.  TEER 값을 각각의 삽입물에 대해 측정하고, 단지 > 300Ωcm
2
의 TEER을 갖는 삽입물을 통과세

포외배출 연구에 사용하였다.  수송 실험을 1.25 μM의 각각에서 시험 항체 (표 19) 및 음성 대조군 (A20.1)의

혼합물을 상부 챔버에 첨가함으로써 및 나노LC-MS/MS에 의한 모든 시험 항체의 동시 정량화 (다중 반응 모니터

링 - MRM)를 위한 15, 30, 60 및 90분에서의 하부 챔버로부터 100 μL 분취물을 수집함으로써 (이어서, 각각의

분취물 수집 후에 하부 챔버 내로 100 μL의 수송 완충제의 대체) "다중화" 방식으로 수송 완충제 (포스페이트

완충 염수 중 10 mM HEPES, 5 mM MgCl2, 및 0.01％ BSA, pH 7.4; 1 mL 상부 챔버 및 2 mL 하부 챔버)에서 수행

하였다.

시험 물품에 대한 및 A20.1에 대한 특이적 펩티드 시그니처를 MRM 분석을 위해 측정하였다.  시험 항체에 대해,[0350]

Fc 펩티드 (TTPPVLDSDGSFFLYSK; 서열식별번호: 187) 및 음성 대조군에 대해 A20.1 펩티드 (EFVAAGSSTGR; 서열

식별번호: 188)를 MRM에 의해 검출하였다.  검정의 기간 동안 BBB의 통합성을 각각의 시험 샘플에서 BBB 비-횡

단 sdAb (A20.1)의 혼입에 의해 모니터링하였다.  FC5Hfc1X0을 양성 대조군으로서 및 TWIN200-hIgG1을 음성 대

조군으로서 사용하였다.  이 연구에서 평가된 sdAb 및 대조군 시험 물품을 표 19에 개요한다.  실험은 삼중으로

수행하였다.

<표 19>[0351]

[0352]
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결과[0353]

FC5Hfc1X0 (양성 대조군), TWIN200-hIgG1 (음성 대조군) 및 7종의 항-AXL sdAb의 시험관내 Papp 값의 비교를[0354]

도 19에 나타낸다.  다양한 분자량의 대조군 분자, 15.6 kDa (A20.1), 및 79.0 kDa (TWIN200-hIgG1)은 약 9.0

내지 15.0 × 10
-6
 cm/분의 범위의 유사한 낮은 Papp 값을 나타내었으며; 대조적으로, FC5Hfc1X0에 대한 Papp

값은 약 175  × 10
-6
 cm/분이었다 (A20.1보다 > 10배 더 높음).  모든 항-AXL sdAb는 음성 대조군과 유사한

Papp 값을 나타내었으며, 이는 그들의 각각의 대조군에 비해 (약 2배의) 낮은 Papp 값을 나타내는 NRC-sdAb004

및 NRC-sdAb005 항체를 제외하고, 시험관내 BBB의 유의한 침투성이 없음을 지시한다.  차트의 하부에서의 회색

선은 정량화의 하부 수준 (Lower Level of Quantification) (LLOQ)을 지시한다.  NRC-sdAb006-hIgG1에 대해 차

트에 나타내어진 별표는 누출성 삽입물 AOR1 데이터가 제거되었음을 지시한다.

표 20은 Papp 데이터를 제공하며, A20.1 (음성 대조군)에 비한 시험 물품에 대한 Papp 값의 통계적 분석을 나타[0355]

낸다.

<표 20>[0356]

[0357]

선행 설명에서, 설명의 목적으로, 다수의 상세사항이 실시양태의 철저한 이해를 제공하기 위해 제시된다.  그러[0358]

나, 이들 구체적인 상세사항은 요구되지 않음이 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 명백할 것이다.

상기-기재된 실시양태는 단지 예인 것으로 의도된다.  변경, 변형 및 변화가 관련 기술분야의 통상의 기술자에[0359]

의해 특정 실시양태에 실행될 수 있다.  청구항의 범위는 본원에 제시된 특정 실시양태에 의해 제한되지 않아야

하지만, 전체로서 명세서와 일치하는 방식으로 해석되어야 한다.

서열[0360]

본원에 언급된 서열의 통합된 목록은 표 21에서 발견된다.[0361]
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<표 21>[0362]

[0363]
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[0364]
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[0365]
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[0370]
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[0371]

[0372]

참고문헌: [0373]
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본원에 언급된 모든 간행물은 본원에 참조로 포함된다.[0374]

국제 특허 공개 WO2016/005593 A1 (브레이지 등) [0375]

미국 특허 출원 공개 US 2014/0227283 A1 (로버트 (Robert) 등)[0376]

[0377]
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[0380]
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도면19

서 열 목 록

                         SEQUENCE LISTING

<110>  National Research Council Canada

 

<120>  AXL-SPECIFIC ANTIBODIES AND USES THEREOF

<130>  PAT 86600W-90

<150>  US 62/557,870

<151>  2017-09-13

<160>  188   

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  CDR L1-B consensus

<220><221>  misc_feature

<222>  (9)..(9)

<223>  Xaa = S or T

<220><221>  misc_feature
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<222>  (14)..(14)

<223>  Xaa = I or N

<400>  1

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Xaa Arg Thr Arg Lys Xaa Tyr Leu 

1               5                   10                  15      

Ala 

    

<210>  2

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  CDR L2-B consensus

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (6)..(6)

<223>  Xaa is E, H or Q

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (7)..(7)

<223>  Xaa is S or T

<400>  2

Trp Ala Ser Thr Arg Xaa Xaa 

1               5           

<210>  3

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  CDR H1-B consensus

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (2)..(2)

<223>  Xaa is F or Y

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (5)..(5)

<223>  Xaa is I, S, or T

<220><221>  MISC_FEATURE
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<222>  (6)..(6)

<223>  Xaa is S, N, or K

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (7)..(7)

<223>  Xaa is F or Y

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (8)..(8)

<223>  Xaa is G or W

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (9)..(9)

<223>  Xaa is i or M

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (10)..(10)

<223>  Xaa is N, S, or H

<400>  3

Gly Xaa Thr Phe Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 

1               5                   10  

<210>  4

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  CDR H2-B consensus

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (3)..(3)

<223>  Xaa is F, N, or Y

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (5)..(5)

<223>  Xaa is G, N, or D

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (7)..(7)

<223>  Xaa is S or T

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (9)..(9)

<223>  Xaa is A or T
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<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (10)..(10)

<223>  Xaa is N or D

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (17)..(17)

<223>  Xaa is S or R

<400>  4

Asn Ile Xaa Pro Xaa Ser Xaa Ser Xaa Xaa Tyr Asn Glu Lys Phe Lys 

1               5                   10                  15      

Xaa 

    

<210>  5

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  CDR H3-B consensus

<220><221>  misc_feature

<222>  (2)..(2)

<223>  Xaa is T or Y

<400>  5

Asp Xaa Tyr Gly Gly Ser Pro Asp Tyr 

1               5                   

<210>  6

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  CDR L2-B consensus (2)

<220><221>  misc_feature

<222>  (6)..(6)

<223>  Xaa is E or Q

<400>  6

Trp Ala Ser Thr Arg Xaa Ser 

1               5           
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<210>  7

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  CDR H1-B consensus (2)

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (7)..(7)

<223>  Xaa is F or Y

<400>  7

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Xaa Trp Ile Asn 

1               5                   10  

<210>  8

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220>

<223>  CDR H2-B consensus (2)

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (3)..(3)

<223>  Xaa is F or Y

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (5)..(5)

<223>  Xaa is G or D

<400>  8

Asn Ile Xaa Pro Xaa Ser Ser Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys 

1               5                   10                  15      

Ser 

    

<210>  9

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5 CDR L1-B

<400>  9

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Arg Thr Arg Lys Ile Tyr Leu 
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1               5                   10                  15      

Ala 

    

<210>  10

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5 CDR L2-B

<400>  10

Trp Ala Ser Thr Arg Gln Ser 

1               5           

<210>  11

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5/F107 & 8D12 CDR L3-B

<400>  11

Lys Gln Ser Tyr Asn Leu Trp Thr 

1               5               

<210>  12

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5 CDR H1-B

<400>  12

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Ile Asn 

1               5                   10  

<210>  13

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5 CDR H2-B

<400>  13
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Asn Ile Tyr Pro Asp Ser Ser Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys 

1               5                   10                  15      

Ser 

    

<210>  14

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5 CDR H3-B

<400>  14

Asp Thr Tyr Gly Gly Ser Pro Asp Tyr 

1               5                   

<210>  15

<211>  17

<212

>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-8D12 CDR L1-B

<400>  15

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Thr Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu 

1               5                   10                  15      

Ala 

    

<210>  16

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-8D12 CDR L2-B

<400>  16

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser 

1               5           

<210>  17

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  F107-8D12 CDR H1-B

<400>  17

Gly Tyr Thr Phe Ile Ser Phe Trp Ile Asn 

1               5                   10  

<210>  18

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-8D12 CDR H2-B

<400>  18

Asn Ile Phe Pro Gly Ser Ser Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys 

1               5                   10                  15      

Ser 

    

<210>  19

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-8D12 CDR H3-B

<400>  19

Asp Tyr Tyr Gly Gly Ser Pro Asp Tyr 

1               5                   

<210>  20

<211>  11

<212

>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9 CDR L1-B

<400>  20

Arg Ala Ser Gln Asp Ile Asn Asn Tyr Leu Asn 

1               5                   10      

<210>  21

<211>  7

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9 CDR L2-B

<400>  21

Tyr Ile Ser Arg Leu His Ser 

1               5           

<210>  22

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9  CDR L3-B

<400>  22

Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Phe Thr 

1               5                   

<210>  23

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9 CDR H1-B

<400>  23

Lys Tyr Gly Met Asn 

1               5   

<210>  24

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9 CDR H2-B

<400>  24

Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe Lys 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  25

<211>  13

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9 CDR H3-B

<400>

  25

Gly Gly Tyr Tyr Ser Asn Pro Ile Tyr Pro Met Asp Tyr 

1               5                   10              

<210>  26

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-3C8 CDR L1-B

<400>  26

Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Tyr 

1               5                   10  

<210>  27

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-3C8 CDR L2-B

<400>  27

Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser 

1               5           

<210>  28

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-3C8 CDR L3-B

<400>  28

Gln Gln Tyr His Asn Tyr Pro Pro Thr 

1               5                   

<210>  29

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  F111-3C8 CDR H1-B

<400>  29

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Met His 

1               5                   10  

<210>  30

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-3C8 CDR H2-B

<400>  30

Asn Ile Asn Pro Asn Ser Thr Ser Ala Asp Tyr Asn Glu Lys Phe Lys 

1               5                   10                  15      

Arg 

    

<210>  31

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-3C8 CDR H3-B

<400>  31

Pro Leu Met Gly Pro Tyr Trp Tyr Phe Asp Val 

1               5                   10      

<210>  32

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 CDR L1-B

<400>  32

Lys Ala Ser Gln Asp Val Thr Thr Ala Val Ala 

1               5                   10      

<210>  33

<211>  7

<212

>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 CDR L2-B

<400>  33

Trp Ala Ser Thr Arg His Thr 

1               5           

<210>  34

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 CDR L3-B

<400>  34

Gln Gln His Phe Thr Thr Pro Leu Thr 

1               5                   

<210>  35

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 CDR H1-B

<400>  35

Asn Tyr Gly Met Ser 

1               5   

<210>  36

<211>  17

<212

>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 CDR H2-B

<400>  36

Ser Ile Ser Gly Gly Gly Gly Arg Thr Tyr Tyr Leu Asp Asn Val Lys 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  37

<211>  11

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 CDR H3-B

<400>  37

Gly Ala Arg Ala Ser Tyr Phe Ala Met Asp Tyr 

1               5                   10      

<210>  38

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5 VL

<400>  38

Asp Ile Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser 

            20                  25                  30          

Arg Thr Arg Lys Ile Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln 

        35                  40                  45              

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Gln Ser Gly Val 

    50                  55                  60                  

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr 

65                  70                  75                  80  

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Lys Gln 

                85                  90                  95      

Ser Tyr Asn Leu Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

<210>  39

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5 VH

<400>  39

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 
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1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Trp Ile Asn Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Asn Ile Tyr Pro Asp Ser Ser Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Ser Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Thr Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Ile Gln Phe Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Thr Arg Asp Thr Tyr Gly Gly Ser Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Thr Leu Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  40

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-8D12 VL

<400>  40

Asp Ile Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Thr 

            20                  25                  30          

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln 

        35                  40                  45              

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val 

    50                  55                  60                  

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr 

65                  70                  75                  80  

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Lys Gln 
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                85                  90                  95      

Ser Tyr Asn Leu Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

<210>  41

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-8D12 VH

<400>  41

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Gly Asn Ile Phe Pro Gly Ser Ser Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Ser Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Tyr Tyr Gly Gly Ser Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Thr Leu Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  42

<211>  106

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-3C8 VL

<400>  42

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

Glu Lys Val Thr Ile Ser Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Glu Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr His Asn Tyr Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105     

<210>  43

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-3C8 VH

<400>  43

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Gly Asn Ile Asn Pro Asn Ser Thr Ser Ala Asp Tyr Asn Glu Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Arg Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Ser Thr Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      
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Thr Arg Pro Leu Met Gly Pro Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Thr 

            100                 105                 110         

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  44

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9 VL

<400>  44

Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu Leu 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Phe 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  45

<211>  122

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9 VH

<400>  45

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

1               5                   10                  15      

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Lys Tyr 
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            20                  25                  30          

Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Ile Asn Asn Leu Thr Thr Glu Asp Met Val Thr Tyr Phe Cys 

                85                  90                  95      

Ala Lys Gly Gly Tyr Tyr Ser Asn Pro Ile Tyr Pro Met Asp Tyr Trp 

            100                 105                 110         

Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120         

<210>  46

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 VL

<400>  46

Val Ile Val Met Thr Gln Ser His Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Ser Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val Thr Thr Ala 

            20                  25                  30          

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Trp Ala Ser Thr Arg His Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Val Gln Thr 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Ala Phe Tyr Tyr Cys Gln Gln His Phe Thr Thr Pro Leu 

                85                  90                  95      
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Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys 

            100                 105         

<210>  47

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 VH

<400>  47

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Glu Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Ser Asp Lys Arg Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Ser Ile Ser Gly Gly Gly Gly Arg Thr Tyr Tyr Leu Asp Asn Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Ile Ile Ser Arg Glu Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Leu Phe Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Gly Ala Arg Ala Ser Tyr Phe Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Ser Ser Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  48

<211>  219

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Chimeric F107-7H5 light chain

<400>  48

Asp Ile Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly 

1               5                   10                  15      
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Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser 

            20                  25                  30          

Arg Thr Arg Lys Ile Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln 

        35                  40                  45              

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Gln Ser Gly Val 

    50                  55                  60                  

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr 

65                  70                  75                  80  

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Lys Gln 

                85                  90                  95      

Ser Tyr Asn Leu Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu 

        115                 120                 125             

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe 

    130                 135                 140                 

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser 

                165                 170                 175     

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu 

            180                 185                 190         

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser 

        195                 200                 205             

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 215                 

<210>  49

<211>  447

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Chimeric F107-7H5 heavy chain
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<400>  49

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Trp Ile Asn Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Asn Ile Tyr Pro Asp Ser Ser Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Ser Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Thr Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Ile Gln Phe Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Thr Arg Asp Thr Tyr Gly Gly Ser Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro 

        115                 120                 125             

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly 

    130                 135                 140                 

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln 

                165                 170                 175     

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser 

            180                 185                 190         

Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser 

        195                 200                 205             

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr 

    210                 215                 220                 

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser 

225                 230                 235                 240 

공개특허 10-2020-0067145

- 96 -



Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg 

                245                 250                 255     

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro 

            260                 265                 270         

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala 

        275                 280                 285             

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val 

    290                 295                 300                 

Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr 

305                 310                 315                 320 

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr 

                325                 330                 335     

Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu 

            340                 345                 350         

Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys 

        355                 360                 365             

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser 

    370                 375                 380                 

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp 

385                 390                 395                 400 

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser 

                405                 410                 415     

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala 

            420                 425                 430         

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

        435                 440                 445         

<210>  50

<211>  219

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Chimeric F107-8D12 light chain

<400>  50
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Asp Ile Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Thr 

            20                  25                  30          

Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln 

        35                  40                  45              

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val 

    50                  55                  60                  

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr 

65                  70                  75                  80  

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Lys Gln 

                85                  90                  95      

Ser Tyr Asn Leu Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu 

        115                 120                 125             

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe 

    130                 135                 140                 

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser 

                165                 170                 175     

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu 

            180                 185                 190         

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser 

        195                 200                 205             

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 215                 

<210>  51

<211>  447

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Chimeric F107-8D12 heavy chain

<400>  51

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Gly Asn Ile Phe Pro Gly Ser Ser Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Ser Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Tyr Tyr Gly Gly Ser Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro 

        115                 120                 125             

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly 

    130                 135                 140                 

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln 

                165                 170                 175     

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser 

            180                 185                 190         

Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser 

        195                 200                 205             

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr 

    210                 215                 220                 

His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser 
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225                 230                 235                 240 

Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg 

                245                 250                 255     

Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro 

            260                 265                 270         

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala 

        275                 280                 285             

Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val 

    290                 295                 300                 

Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr 

305                 310                 315                 320 

Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr 

                325                 330                 335     

Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu 

            340                 345                 350         

Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys 

        355                 360                 365             

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser 

    370                 375                 380                 

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp 

385                 390                 395                 400 

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser 

                405                 410                 415     

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala 

            420                 425                 430         

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

        435                 440                 445         

<210>  52

<211>  213

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Chimeric F111-3C8 light chain

<400>  52

Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Lys Val Thr Ile Ser Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Glu Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr His Asn Tyr Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro 

            100                 105                 110         

Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr 

        115                 120                 125             

Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys 

    130                 135                 140                 

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu 

145                 150                 155                 160 

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser 

                165                 170                 175     

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala 

            180                 185                 190         

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe 

        195                 200                 205             

Asn Arg Gly Glu Cys 

    210             

<210>  53

<211>  449
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Chimeric F111-3C8 heavy chain

<400>  53

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Gly Asn Ile Asn Pro Asn Ser Thr Ser Ala Asp Tyr Asn Glu Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Arg Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Ser Thr Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Thr Arg Pro Leu Met Gly Pro Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Thr 

            100                 105                 110         

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 
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    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu 

            260                 265                 270         

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

            340                 345                 350         

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp 

                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly 

    

<210>  54
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<211>  214

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Chimeric F111-5E9 light chain

<400>  54

Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu Leu 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Phe 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala 

            100                 105                 110         

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly 

        115                 120                 125             

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala 

    130                 135                 140                 

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln 

145                 150                 155                 160 

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser 

                165                 170                 175     

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr 

            180                 185                 190         

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser 

        195                 200                 205             
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Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 

<210>  55

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Chimeric F111-5E9 heavy chain

<400>  55

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Lys Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Ile Asn Asn Leu Thr Thr Glu Asp Met Val Thr Tyr Phe Cys 

                85                  90                  95      

Ala Lys Gly Gly Tyr Tyr Ser Asn Pro Ile Tyr Pro Met Asp Tyr Trp 

            100                 105                 110         

Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro 

        115                 120                 125             

Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr 

    130                 135                 140                 

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr 

145                 150                 155                 160 

Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro 

                165                 170                 175     

Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr 

            180                 185                 190         
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Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn 

        195                 200                 205             

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser 

    210                 215                 220                 

Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu 

225                 230                 235                 240 

Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu 

                245                 250                 255     

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser 

            260                 265                 270         

His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu 

        275                 280                 285             

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr 

    290                 295                 300                 

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn 

305                 310                 315                 320 

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro 

                325                 330                 335     

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln 

            340                 345                 350         

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val 

        355                 360                 365             

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val 

    370                 375                 380                 

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro 

385                 390                 395                 400 

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr 

                405                 410                 415     

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val 

            420                 425                 430         

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu 
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        435                 440                 445             

Ser Pro Gly 

    450     

<210>  56

<211>  214

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Chimeric F107-10G1 light chain

<400>  56

Val Ile Val Met Thr Gln Ser His Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Ser Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val Thr Thr Ala 

            20                  25                  30          

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Trp Ala Ser Thr Arg His Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Val Gln Thr 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Ala Phe Tyr Tyr Cys Gln Gln His Phe Thr Thr Pro Leu 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg Thr Val Ala Ala 

            100                 105                 110         

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly 

        115                 120                 125             

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala 

    130                 135                 140                 

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln 

145                 150                 155                 160 

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser 

                165                 170                 175     

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr 
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            180                 185                 190         

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser 

        195                 200                 205             

Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 

<210>  57

<211>  449

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Chimeric F107-10G1 heavy chain

<400>  57

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Glu Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Ser Asp Lys Arg Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Ser Ile Ser Gly Gly Gly Gly Arg Thr Tyr Tyr Leu Asp Asn Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Ile Ile Ser Arg Glu Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Leu Phe Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Gly Ala Arg Ala Ser Tyr Phe Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Ser Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 
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Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly 

225                 230                 235                 240 

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile 

                245                 250                 255     

Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu 

            260                 265                 270         

Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His 

        275                 280                 285             

Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg 

    290                 295                 300                 

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

305                 310                 315                 320 

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

                325                 330                 335     

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

            340                 345                 350         

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 

        355                 360                 365             

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

    370                 375                 380                 

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val 

385                 390                 395                 400 

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp 
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                405                 410                 415     

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

            420                 425                 430         

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        435                 440                 445             

Gly 

    

<210>  58

<211>  460

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  rhAXL-ECD

<400>  58

Met Ala Trp Arg Cys Pro Arg Met Gly Arg Val Pro Leu Ala Trp Cys 

1               5                   10                  15      

Leu Ala Leu Cys Gly Trp Ala Cys Met Ala Pro Arg Gly Thr Gln Ala 

            20                  25                  30          

Glu Glu Ser Pro Phe Val Gly Asn Pro Gly Asn Ile Thr Gly Ala Arg 

        35                  40                  45              

Gly Leu Thr Gly Thr Leu Arg Cys Gln Leu Gln Val Gln Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Pro Glu Val His Trp Leu Arg Asp Gly Gln Ile Leu Glu Leu Ala Asp 

65                  70                  75                  80  

Ser Thr Gln Thr Gln Val Pro Leu Gly Glu Asp Glu Gln Asp Asp Trp 

                85                  90                  95      

Ile Val Val Ser Gln Leu Arg Ile Thr Ser Leu Gln Leu Ser Asp Thr 

            100                 105                 110         

Gly Gln Tyr Gln Cys Leu Val Phe Leu Gly His Gln Thr Phe Val Ser 

        115                 120                 125             

Gln Pro Gly Tyr Val Gly Leu Glu Gly Leu Pro Tyr Phe Leu Glu Glu 

    130                 135                 140                 
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Pro Glu Asp Arg Thr Val Ala Ala Asn Thr Pro Phe Asn Leu Ser Cys 

145                 150                 155                 160 

Gln Ala Gln Gly Pro Pro Glu Pro Val Asp Leu Leu Trp Leu Gln Asp 

                165                 170                 175     

Ala Val Pro Leu Ala Thr Ala Pro Gly His Gly Pro Gln Arg Ser Leu 

            180                 185                 190         

His Val Pro Gly Leu Asn Lys Thr Ser Ser Phe Ser Cys Glu Ala His 

        195                 200                 205             

Asn Ala Lys Gly Val Thr Thr Ser Arg Thr Ala Thr Ile Thr Val Leu 

    210                 215                 220                 

Pro Gln Gln Pro Arg Asn Leu His Leu Val Ser Arg Gln Pro Thr Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Glu Val Ala Trp Thr Pro Gly Leu Ser Gly Ile Tyr Pro Leu Thr 

                245                 250                 255     

His Cys Thr Leu Gln Ala Val Leu Ser Asp Asp Gly Met Gly Ile Gln 

            260                 265                 270         

Ala Gly Glu Pro Asp Pro Pro Glu Glu Pro Leu Thr Ser Gln Ala Ser 

        275                 280                 285             

Val Pro Pro His Gln Leu Arg Leu Gly Ser Leu His Pro His Thr Pro 

    290                 295                 300                 

Tyr His Ile Arg Val Ala Cys Thr Ser Ser Gln Gly Pro Ser Ser Trp 

305                 310                 315                 320 

Thr His Trp Leu Pro Val Glu Thr Pro Glu Gly Val Pro Leu Gly Pro 

                325                 330                 335     

Pro Glu Asn Ile Ser Ala Thr Arg Asn Gly Ser Gln Ala Phe Val His 

            340                 345                 350         

Trp Gln Glu Pro Arg Ala Pro Leu Gln Gly Thr Leu Leu Gly Tyr Arg 

        355                 360                 365             

Leu Ala Tyr Gln Gly Gln Asp Thr Pro Glu Val Leu Met Asp Ile Gly 

    370                 375                 380                 

Leu Arg Gln Glu Val Thr Leu Glu Leu Gln Gly Asp Gly Ser Val Ser 
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385                 390                 395                 400 

Asn Leu Thr Val Cys Val Ala Ala Tyr Thr Ala Ala Gly Asp Gly Pro 

                405                 410                 415     

Trp Ser Leu Pro Val Pro Leu Glu Ala Trp Arg Pro Gly Gln Ala Gln 

            420                 425                 430         

Pro Val His Gln Leu Val Lys Glu Pro Ser Thr Pro Ala Phe Ser Trp 

        435                 440                 445             

Pro Trp Trp Gly Ser Gly Gly Gly Ser Ser Thr Gly 

    450                 455                 460 

<210>  59

<211>  20

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Light chain signal sequence

<400>  59

Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile Ser Leu Leu Leu Trp Ile Ser 

1               5                   10                  15      

Gly Ala Tyr Gly 

            20  

<210>  60

<211>  19

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Heavy chain signal sequence

<400>  60

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly 

1               5                   10                  15      

Thr His Ala 

            

<210>  61

<211>  339

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5 VL sequence

<400>  61

gacattgtga tgtcacagtc tccatcctcc ctggctgtgt cagcaggaga gaaggtcact       60

atgagctgca aatccagtca gagtctgctc aacagtagaa cccgaaagat ctacttggct      120

tggtaccagc agaaaccagg tcagtctcct aaactgctga tctattgggc atccactagg      180

caatctgggg tccctgatcg cttcacaggc agtggatctg ggacagattt cactctcacc      240

atcagcagtg tgcaggctga agacctggca gtttattact gcaagcaatc ttataatctg      300

tggacgttcg gtggaggcac caagctggaa atcaaacgg                             339

<210

>  62

<211>  354

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5 VH sequence

<400>  62

caggtccaac tgcagcagcc tggggctgag cttgtgaagc ctggggcttc agtgaaactg       60

tcctgcaagg cttctggcta cactttcacc agctactgga taaactgggt gaagcagagg      120

cctggacaag gccttgagtg gattggaaat atttatcctg atagtagtag tactaactac      180

aatgagaagt tcaagagcaa ggccacactg actgtagaca agtcctccac cacagcctac      240

atacagttca gcagcctgac atctgaggac tctgcggtct attattgtac aagagatacc      300

tatggtggta gccctgacta ctggggccaa ggcaccactc tcacagtctc ctca            354

<210>  63

<211>  336

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-8D12 VL sequence

<400>  63

gacattgtga tgtcacagtc tccatcctcc ctggctgtgt cagcaggaga gagggtcact       60

atgagctgca aatccagtca gagtctgctc aacactagaa cccgaaagaa ctacttggct      120

tggtaccagc agaaaccagg gcagtctcct aaactgctga tctactgggc atccactagg      180

gaatctgggg tccctgatcg cttcacaggc agtggatctg ggacagattt cactctcacc      240

atcagcagtg tgcaggctga agacctggca gtttattact gcaagcaatc ttataatctg      300
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tggacgttcg gtggaggcac caagctggaa atcaaa                                336

<210>  64

<211>  354

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-8D12 VH sequence

<400>  64

caggtccaac tgcagcagcc tggggctgag cttgtgaagc ctggggcttc agtgcagctg       60

tcctgcaagg cttctggcta cactttcatc agcttctgga taaactgggt gaagcagagg      120

cctggacaag gccttgagtg gatgggaaat atttttcctg gtagtagtag tacgaactac      180

aatgagaagt tcaagagcaa ggccacactg actgtagaca aatcctccag cacagcctac      240

atgcagctca gcagcctgac atctgaggac tctgcggtct atttttgtgc aagagattac      300

tatggtggta gccctgacta ctggggccaa ggcaccactc tcacagtytc ctca            354

<210>  65

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9 VL sequence

<400>  65

gatatccaga tgacacagac tacatcctcc ctgtctgcct ctctgggaga cagagtcacc       60

atcagttgca gggcaagtca ggacattaac aattatttaa actggtatca gcagaaacca      120

gatggaactg ttaaactcct gatctactac atatcaagat tacactcagg agtcccatca      180

aggttcagtg gcagtgggtc tggaacagat tattctctca ccattagcaa cctggagcta      240

gaagatgttg ccacttactt ttgccaacag ggtaatacgc ttccattcac gttcggctcg      300

gggacaaagt tggaaataaa a                                                321

<210>  66

<211>  366

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9 VH sequence

<400>  66

cagatccagt tggtgcagtc tggacctgag ctgaagaagc ctggagagac agtcaagatc       60
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tcctgcaagg cttctgggta taccttcaca aaatatggaa tgaactgggt aaagcaggct      120

ccaggaaagg gtttaaagtg gatgggctgg ataaacacct acactggaga gccaacatat      180

gctgatgact tcaagggacg gtttgccttc tctttggaaa cctctgccag cactgcctat      240

ttgcagatca acaacctcac aactgaggac atggtcacat atttctgtgc aaaagggggg      300

tattatagta accctatcta tcctatggac tactggggtc aaggaacctc agtcaccgtc      360

tcctca                                                                 366

<210>  67

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-3C8 VL sequence

<400>  67

caaattgttc tcacccagtc tccagcaatc atgtctgcat ctccagggga gaaggtcacc       60

atatcctgca gtgccagctc aagtgtaagt tacatgtatt ggtaccagca gaagccagga      120

tcctccccca aaccctggat ttatcgcaca tccaacctgg cttctggagt ccctgctcgc      180

ttcagtggca gtgggtctgg gacctcttac tctctcacaa tcagcagcat ggaggctgaa      240

gatgctgcca cttattactg ccagcagtat cataattacc cacccacgtt cggagggggg      300

accaagctgg aaataaaacg g                                                321

<210>  68

<211>  360

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-3C8 VH sequence

<400>  68

caggtccaac tgcagcagcc tggggctgaa ctgggcaagc ctgggacatc agtgaagctg       60

tcctgcaagg cttctggcta caccttcacc agctattgga tgcactgggt gaagcgggtg      120

cctggacaag gccttgagtg gattggaaat attaatccta atagtactag tgctgactac      180

aatgagaagt tcaagaggaa ggccacattg actgtagaca aatcctccag cacagcctac      240

atgcagctca gcaccctgac atctgaggac tctgcggtct actactgtac aagaccccta      300

atgggtcctt actggtactt cgatgtctgg ggcacaggga ccacggtcac cgtctcctca      360

<210>  69

<211>  321
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 VL sequence

<400>  69

gtcattgtga tgacccagtc tcacaaattc atgtccacat cagtaggaga cagggtcagt       60

atcacctgca aggccagtca ggatgtgact actgctgtag cctggtatca acaaaaacca      120

gggcaatctc ctaaactact gatttactgg gcatccaccc ggcacactgg agtccctgat      180

cgcttcacag gcagtggatc tgggacagat tattctctca ccatcagcaa tgtgcagact      240

gaagacctgg cattttatta ctgtcagcaa cattttacca ctcctctcac gttcggtgct      300

gggaccaagt tggagctgaa a                                                321

<210>  70

<211>  360

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 VH sequence

<400>  70

gaagtgaacc tggtggagtc tgggggaggc gtagtgaagc ctggagcgtc tctgaaactc       60

tcctgtgaag cctctggatt cactttcagt aactatggca tgtcttgggt tcgccagact      120

tcagacaaga ggctggagtg ggtcgcatcc attagtggtg gtggtggtag aacctactat      180

ctagacaatg taaagggccg attcatcatc tccagagaga atgccaagaa caccctgtac      240

ctgcaaatga gtagtctgaa gtctgaggac acggccttgt tttactgtgc aagaggagct      300

cgggcctctt actttgctat ggactactgg ggtcaaggaa gttcagtcac cgtctcctca      360

<210>  71

<211>  469

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  (rh)AXL-ECD His8

<400>  71

Met Ala Trp Arg Cys Pro Arg Met Gly Arg Val Pro Leu Ala Trp Cys 

1               5                   10                  15      

Leu Ala Leu Cys Gly Trp Ala Cys Met Ala Pro Arg Gly Thr Gln Ala 

            20                  25                  30          
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Glu Glu Ser Pro Phe Val Gly Asn Pro Gly Asn Ile Thr Gly Ala Arg 

        35                  40                  45              

Gly Leu Thr Gly Thr Leu Arg Cys Gln Leu Gln Val Gln Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Pro Glu Val His Trp Leu Arg Asp Gly Gln Ile Leu Glu Leu Ala Asp 

65                  70                  75                  80  

Ser Thr Gln Thr Gln Val Pro Leu Gly Glu Asp Glu Gln Asp Asp Trp 

                85                  90                  95      

Ile Val Val Ser Gln Leu Arg Ile Thr Ser Leu Gln Leu Ser Asp Thr 

            100                 105                 110         

Gly Gln Tyr Gln Cys Leu Val Phe Leu Gly His Gln Thr Phe Val Ser 

        115                 120                 125             

Gln Pro Gly Tyr Val Gly Leu Glu Gly Leu Pro Tyr Phe Leu Glu Glu 

    130                 135                 140                 

Pro Glu Asp Arg Thr Val Ala Ala Asn Thr Pro Phe Asn Leu Ser Cys 

145                 150                 155                 160 

Gln Ala Gln Gly Pro Pro Glu Pro Val Asp Leu Leu Trp Leu Gln Asp 

                165                 170                 175     

Ala Val Pro Leu Ala Thr Ala Pro Gly His Gly Pro Gln Arg Ser Leu 

            180                 185                 190         

His Val Pro Gly Leu Asn Lys Thr Ser Ser Phe Ser Cys Glu Ala His 

        195                 200                 205             

Asn Ala Lys Gly Val Thr Thr Ser Arg Thr Ala Thr Ile Thr Val Leu 

    210                 215                 220                 

Pro Gln Gln Pro Arg Asn Leu His Leu Val Ser Arg Gln Pro Thr Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Glu Val Ala Trp Thr Pro Gly Leu Ser Gly Ile Tyr Pro Leu Thr 

                245                 250                 255     

His Cys Thr Leu Gln Ala Val Leu Ser Asp Asp Gly Met Gly Ile Gln 

            260                 265                 270         

Ala Gly Glu Pro Asp Pro Pro Glu Glu Pro Leu Thr Ser Gln Ala Ser 
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        275                 280                 285             

Val Pro Pro His Gln Leu Arg Leu Gly Ser Leu His Pro His Thr Pro 

    290                 295                 300                 

Tyr His Ile Arg Val Ala Cys Thr Ser Ser Gln Gly Pro Ser Ser Trp 

305                 310                 315                 320 

Thr His Trp Leu Pro Val Glu Thr Pro Glu Gly Val Pro Leu Gly Pro 

                325                 330                 335     

Pro Glu Asn Ile Ser Ala Thr Arg Asn Gly Ser Gln Ala Phe Val His 

            340                 345                 350         

Trp Gln Glu Pro Arg Ala Pro Leu Gln Gly Thr Leu Leu Gly Tyr Arg 

        355                 360                 365             

Leu Ala Tyr Gln Gly Gln Asp Thr Pro Glu Val Leu Met Asp Ile Gly 

    370                 375                 380                 

Leu Arg Gln Glu Val Thr Leu Glu Leu Gln Gly Asp Gly Ser Val Ser 

385                 390                 395                 400 

Asn Leu Thr Val Cys Val Ala Ala Tyr Thr Ala Ala Gly Asp Gly Pro 

                405                 410                 415     

Trp Ser Leu Pro Val Pro Leu Glu Ala Trp Arg Pro Gly Gln Ala Gln 

            420                 425                 430         

Pro Val His Gln Leu Val Lys Glu Pro Ser Thr Pro Ala Phe Ser Trp 

        435                 440                 445             

Pro Trp Trp Gly Ser Gly Gly Gly Ser Ser Thr Gly His His His His 

    450                 455                 460                 

His His His His Gly 

465                 

<210>  72

<211>  909

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  AXL - full length His6

<400>  72
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Met Ala Trp Arg Cys Pro Arg Met Gly Arg Val Pro Leu Ala Trp Cys 

1               5                   10                  15      

Leu Ala Leu Cys Gly Trp Ala Cys Met Ala Pro Arg Gly Thr Gln Ala 

            20                  25                  30          

Glu Glu Ser Pro Phe Val Gly Asn Pro Gly Asn Ile Thr Gly Ala Arg 

        35                  40                  45              

Gly Leu Thr Gly Thr Leu Arg Cys Gln Leu Gln Val Gln Gly Glu Pro 

    50                  55                  60                  

Pro Glu Val His Trp Leu Arg Asp Gly Gln Ile Leu Glu Leu Ala Asp 

65                  70                  75                  80  

Ser Thr Gln Thr Gln Val Pro Leu Gly Glu Asp Glu Gln Asp Asp Trp 

                85                  90                  95      

Ile Val Val Ser Gln Leu Arg Ile Thr Ser Leu Gln Leu Ser Asp Thr 

            100                 105                 110         

Gly Gln Tyr Gln Cys Leu Val Phe Leu Gly His Gln Thr Phe Val Ser 

        115                 120                 125             

Gln Pro Gly Tyr Val Gly Leu Glu Gly Leu Pro Tyr Phe Leu Glu Glu 

    130                 135                 140                 

Pro Glu Asp Arg Thr Val Ala Ala Asn Thr Pro Phe Asn Leu Ser Cys 

145                 150                 155                 160 

Gln Ala Gln Gly Pro Pro Glu Pro Val Asp Leu Leu Trp Leu Gln Asp 

                165                 170                 175     

Ala Val Pro Leu Ala Thr Ala Pro Gly His Gly Pro Gln Arg Ser Leu 

            180                 185                 190         

His Val Pro Gly Leu Asn Lys Thr Ser Ser Phe Ser Cys Glu Ala His 

        195                 200                 205             

Asn Ala Lys Gly Val Thr Thr Ser Arg Thr Ala Thr Ile Thr Val Leu 

    210                 215                 220                 

Pro Gln Gln Pro Arg Asn Leu His Leu Val Ser Arg Gln Pro Thr Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Glu Val Ala Trp Thr Pro Gly Leu Ser Gly Ile Tyr Pro Leu Thr 
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                245                 250                 255     

His Cys Thr Leu Gln Ala Val Leu Ser Asp Asp Gly Met Gly Ile Gln 

            260                 265                 270         

Ala Gly Glu Pro Asp Pro Pro Glu Glu Pro Leu Thr Ser Gln Ala Ser 

        275                 280                 285             

Val Pro Pro His Gln Leu Arg Leu Gly Ser Leu His Pro His Thr Pro 

    290                 295                 300                 

Tyr His Ile Arg Val Ala Cys Thr Ser Ser Gln Gly Pro Ser Ser Trp 

305                 310                 315                 320 

Thr His Trp Leu Pro Val Glu Thr Pro Glu Gly Val Pro Leu Gly Pro 

                325                 330                 335     

Pro Glu Asn Ile Ser Ala Thr Arg Asn Gly Ser Gln Ala Phe Val His 

            340                 345                 350         

Trp Gln Glu Pro Arg Ala Pro Leu Gln Gly Thr Leu Leu Gly Tyr Arg 

        355                 360                 365             

Leu Ala Tyr Gln Gly Gln Asp Thr Pro Glu Val Leu Met Asp Ile Gly 

    370                 375                 380                 

Leu Arg Gln Glu Val Thr Leu Glu Leu Gln Gly Asp Gly Ser Val Ser 

385                 390                 395                 400 

Asn Leu Thr Val Cys Val Ala Ala Tyr Thr Ala Ala Gly Asp Gly Pro 

                405                 410                 415     

Trp Ser Leu Pro Val Pro Leu Glu Ala Trp Arg Pro Gly Gln Ala Gln 

            420                 425                 430         

Pro Val His Gln Leu Val Lys Glu Pro Ser Thr Pro Ala Phe Ser Trp 

        435                 440                 445             

Pro Trp Trp Tyr Val Leu Leu Gly Ala Val Val Ala Ala Ala Cys Val 

    450                 455                 460                 

Leu Ile Leu Ala Leu Phe Leu Val His Arg Arg Lys Lys Glu Thr Arg 

465                 470                 475                 480 

Tyr Gly Glu Val Phe Glu Pro Thr Val Glu Arg Gly Glu Leu Val Val 

                485                 490                 495     
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Arg Tyr Arg Val Arg Lys Ser Tyr Ser Arg Arg Thr Thr Glu Ala Thr 

            500                 505                 510         

Leu Asn Ser Leu Gly Ile Ser Glu Glu Leu Lys Glu Lys Leu Arg Asp 

        515                 520                 525             

Val Met Val Asp Arg His Lys Val Ala Leu Gly Lys Thr Leu Gly Glu 

    530                 535                 540                 

Gly Glu Phe Gly Ala Val Met Glu Gly Gln Leu Asn Gln Asp Asp Ser 

545                 550                 555                 560 

Ile Leu Lys Val Ala Val Lys Thr Met Lys Ile Ala Ile Cys Thr Arg 

                565                 570                 575     

Ser Glu Leu Glu Asp Phe Leu Ser Glu Ala Val Cys Met Lys Glu Phe 

            580                 585                 590         

Asp His Pro Asn Val Met Arg Leu Ile Gly Val Cys Phe Gln Gly Ser 

        595                 600                 605             

Glu Arg Glu Ser Phe Pro Ala Pro Val Val Ile Leu Pro Phe Met Lys 

    610                 615                 620                 

His Gly Asp Leu His Ser Phe Leu Leu Tyr Ser Arg Leu Gly Asp Gln 

625                 630                 635                 640 

Pro Val Tyr Leu Pro Thr Gln Met Leu Val Lys Phe Met Ala Asp Ile 

                645                 650                 655     

Ala Ser Gly Met Glu Tyr Leu Ser Thr Lys Arg Phe Ile His Arg Asp 

            660                 665                 670         

Leu Ala Ala Arg Asn Cys Met Leu Asn Glu Asn Met Ser Val Cys Val 

        675                 680                 685             

Ala Asp Phe Gly Leu Ser Lys Lys Ile Tyr Asn Gly Asp Tyr Tyr Arg 

    690                 695                 700                 

Gln Gly Arg Ile Ala Lys Met Pro Val Lys Trp Ile Ala Ile Glu Ser 

705                 710                 715                 720 

Leu Ala Asp Arg Val Tyr Thr Ser Lys Ser Asp Val Trp Ser Phe Gly 

                725                 730                 735     

Val Thr Met Trp Glu Ile Ala Thr Arg Gly Gln Thr Pro Tyr Pro Gly 
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            740                 745                 750         

Val Glu Asn Ser Glu Ile Tyr Asp Tyr Leu Arg Arg Gly Asn Arg Leu 

        755                 760                 765             

Lys Gln Pro Ala Asp Cys Leu Asp Gly Leu Tyr Ala Leu Met Ser Arg 

    770                 775                 780                 

Cys Trp Glu Leu Asn Pro Gln Asp Arg Pro Ser Phe Thr Glu Leu Arg 

785                 790                 795                 800 

Glu Asp Leu Glu Asn Thr Leu Lys Ala Leu Pro Pro Ala Gln Glu Pro 

                805                 810                 815     

Asp Glu Ile Leu Tyr Val Asn Met Asp Glu Gly Gly Gly Tyr Pro Glu 

            820                 825                 830         

Pro Pro Gly Ala Ala Gly Gly Ala Asp Pro Pro Thr Gln Pro Asp Pro 

        835                 840                 845             

Lys Asp Ser Cys Ser Cys Leu Thr Ala Ala Glu Val His Pro Ala Gly 

    850                 855                 860                 

Arg Tyr Val Leu Cys Pro Ser Thr Thr Pro Ser Pro Ala Gln Pro Ala 

865                 870                 875                 880 

Asp Arg Gly Ser Pro Ala Ala Pro Gly Gln Glu Asp Gly Ala Tyr Leu 

                885                 890                 895     

Glu Cys Gly Arg Tyr Ala Ser His His His His His His 

            900                 905                 

<210>  73

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F155-3C7 VH

<400>  73

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Trp Ile Asn Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 
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        35                  40                  45              

Gly Asn Ile Phe Pro Gly Ser Asn Ser Ser Asn Tyr Asn Glu Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Asn Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met His Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Val Arg Asp Tyr Tyr Gly Gly Ser Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Thr Leu Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  74

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F155-3C7 VL

<400>  74

Asp Ile Val Met Ser Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser 

            20                  25                  30          

Lys Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln 

        35                  40                  45              

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val 

    50                  55                  60                  

Pro Ala Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr 

65                  70                  75                  80  

Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Ile Tyr Tyr Cys Lys His 

                85                  90                  95      

Ser Tyr Asn Leu Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Arg 

            100                 105                 110         
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<210>  75

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F149-4G4 VH

<400>  75

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

1               5                   10                  15      

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Thr Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Tyr Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Ile Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Leu Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Ile Asn Asn Leu Arg Asp Glu Asp Met Ala Thr Tyr Phe Cys 

                85                  90                  95      

Thr Arg Gly Thr Met Ser Tyr Ser Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Ala Leu Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  76

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F149-4G4 VL

<400>  76

Gln Asn Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Glu Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser 

            20                  25                  30          

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Ser Gly Ala Ser Pro Lys Leu Trp 
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        35                  40                  45              

Ile Tyr Ser Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Val Glu 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys His Gln Tyr Ser Gly Asp Pro 

                85                  90                  95      

Leu Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Val Lys 

            100                 105             

<210>  77

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 CDR H1-A

<400>  77

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Gly 

1               5               

<210>  78

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 CDR H2-A

<400>  78

Ile Ser Gly Gly Gly Gly Arg Thr 

1               5               

<210>  79

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 CDR H3-A

<400>  79

Ala Arg Gly Ala Arg Ala Ser Tyr Phe Ala Met Asp Tyr 

1               5                   10              
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<210>  80

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 CDR L1-A

<400>  80

Gln Asp Val Thr Thr Ala 

1               5       

<210>  81

<211>  4

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 CDR L2-A

<400>  81

Trp Ala Ser Thr 

1               

<210>  82

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-10G1 CDR L3-A

<400>  82

Gln Gln His Phe Thr Thr Pro Leu Thr 

1               5                   

<210>  83

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9 CDR H1-A

<400>  83

Gly Tyr Thr Phe Thr Lys Tyr Gly 

1               5               

<210>  84
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<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9 CDR H2-A

<400>  84

Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro 

1               5               

<210>  85

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9 CDR H3-A

<400>  85

Ala Lys Gly Gly Tyr Tyr Ser Asn Pro Ile Tyr Pro Met Asp Tyr 

1               5                   10                  15  

<210>  86

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9 CDR L1-A

<400>  86

Gln Asp Ile Asn Asn Tyr 

1               5       

<210>  87

<211>  4

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9 CDR L2-A

<400>  87

Tyr Ile Ser Arg 

1               

<210>  88

<211>  9

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-5E9 CDR L3-A

<400>  88

Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Phe Thr 

1               5                   

<210>  89

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-8D12 CDR H1-A

<400>  89

Gly Tyr Thr Phe Ile Ser Phe Trp 

1               5               

<210>  90

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-8D12 CDR H2-A

<400>  90

Ile Phe Pro Gly Ser Ser Ser Thr 

1               5               

<210>  91

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-8D12 CDR H3-A

<400>  91

Ala Arg Asp Tyr Tyr Gly Gly Ser Pro Asp Tyr 

1               5                   10      

<210>  92

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  F107-8D12 CDR L1-A

<400>  92

Gln Ser Leu Leu Asn Thr Arg Thr Arg Lys Asn Tyr 

1               5                   10          

<210>  93

<211>  4

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-8D12 CDR L2-A

<400>  93

Trp Ala Ser Thr 

1               

<210>  94

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-8D12 CDR L3-A

<400>  94

Lys Gln Ser Tyr Asn Leu Trp Thr 

1               5               

<210>  95

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5 CDR H1-A

<400>  95

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp 

1               5               

<210>  96

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5 CDR H2-A

<400>  96
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Ile Tyr Pro Asp Ser Ser Ser Thr 

1               5               

<210>  97

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5 CDR H3-A

<400>  97

Thr Arg Asp Thr Tyr Gly Gly Ser Pro Asp Tyr 

1               5                   10      

<210>  98

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5 CDR L1-A

<400>  98

Gln Ser Leu Leu Asn Ser Arg Thr Arg Lys Ile Tyr 

1               5                   10          

<210>  99

<211>  4

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5 CDR L2-A

<400>  99

Trp Ala Ser Thr 

1               

<210>  100

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F107-7H5 CDR L3-A

<400>  100

Lys Gln Ser Tyr Asn Leu Trp Thr 
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1               5               

<210>  101

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F155-3C7 CDR H1-A

<400>  101

Gly Tyr Ile Phe Thr Asn Phe Trp 

1               5               

<210>  102

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F155-3C7 CDR H2-A

<400>  102

Ile Phe Pro Gly Ser Asn Ser Ser 

1               5               

<210>  103

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F155-3C7 CDR H3-A

<400>  103

Val Arg Asp Tyr Tyr Gly Gly Ser Pro Asp Tyr 

1               5                   10      

<210>  104

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F155-3C7 CDR L1-A

<400>  104

Gln Ser Leu Leu Asn Ser Lys Thr Arg Lys Asn Tyr 

1               5                   10          
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<210>  105

<211>  4

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F155-3C7 CDR L2-A

<400>  105

Trp Ala Ser Thr 

1               

<210>  106

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F155-3C7 CDR L3-A

<400>  106

Lys His Ser Tyr Asn Leu Trp Thr 

1               5               

<210>  107

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-3C8 CDR H1-A

<400>  107

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp 

1               5               

<210>  108

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-3C8 CDR H2-A

<400>  108

Ile Asn Pro Asn Ser Thr Ser Ala 

1               5               

<210>  109

<211>  13
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-3C8 CDR H3-A

<400>  109

Thr Arg Pro Leu Met Gly Pro Tyr Trp Tyr Phe Asp Val 

1               5                   10              

<210>  110

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-3C8 CDR L1-A

<400>  110

Ser Ser Val Ser Tyr 

1               5   

<210>  111

<211>  4

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-3C8 CDR L2-A

<400>  111

Arg Thr Ser Asn 

1               

<210>  112

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F111-3C8 CDR L3-A

<400>  112

Gln Gln Tyr His Asn Tyr Pro Pro Thr 

1               5                   

<210>  113

<211>  8

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F149-4G4 CDR H1-A

<400>  113

Gly Tyr Thr Phe Thr Tyr Tyr Gly 

1               5               

<210>  114

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F149-4G4 CDR H2-A

<400>  114

Ile Asn Thr Tyr Leu Gly Glu Pro 

1               5               

<210>  115

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F149-4G4 CDR H3-A

<400>  115

Thr Arg Gly Thr Met Ser Tyr Ser Phe Asp Tyr 

1               5                   10      

<210>  116

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F149-4G4 CDR L1-A

<400>  116

Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser Tyr 

1               5               

<210>  117

<211>  4

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F149-4G4 CDR L2-A
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<400>  117

Ser Thr Ser Lys 

1               

<210>  118

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F149-4G4 CDR L3-A

<400>  118

His Gln Tyr Ser Gly Asp Pro Leu Thr 

1               5                   

<210>  119

<211>  115

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb001

<400>  119

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Ala Ser Ile Ser Ser Phe Asp 

            20                  25                  30          

Ile Met Gly Trp Tyr Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gln Arg Glu Leu Val 

        35                  40                  45              

Ala Ala Ile Thr Thr Leu Asp Ile Ala Asn Tyr Arg Asp Ser Val Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Met Asp Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Arg Tyr His Cys Ala 

                85                  90                  95      

Ala Phe Gln Ser Asp Gln Asn Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr 

            100                 105                 110         

Val Ser Ser 
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        115 

<210>  120

<211>  127

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb002

<400>  120

Gln Val Gln Leu Val Asp Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Ala Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Thr Arg Thr Val Ser Ser Ala 

            20                  25                  30          

Val Met Ala Trp Phe Arg Gln Ala Pro Glu Lys Val Arg Asp Phe Val 

        35                  40                  45              

Gly Phe Ile Thr Asn Ser Gly Asn Ile Leu Tyr Asp Asp Ser Val Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Gln Asn Thr Val Tyr Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Ala Lys Trp Ser Phe Ser Ser Gly Tyr Gly Asp Leu Arg Arg Ala Ala 

            100                 105                 110         

Met Tyr Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120                 125         

<210>  121

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb003

<400>  121

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Ala Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Val Thr Leu Asp Tyr Thr 
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            20                  25                  30          

Ala Ile Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Leu Val 

        35                  40                  45              

Ala Ala Ile Thr Ser Gly Gly Asn Thr Asp Tyr Ala Glu Ser Ala Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Phe Arg Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Ile Tyr Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Gly Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Ala Arg Arg Gly Gly Ala Arg Gly Glu Tyr Asp Tyr Trp Asp Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Gln Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  122

<211>  125

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb004

<400>  122

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Ala Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Phe Ser Arg Gly Ala Phe Asp Thr Tyr 

            20                  25                  30          

Glu Ile Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu Arg Glu Phe Val 

        35                  40                  45              

Ala Ala Val Thr Arg Asn Gly Asp Ser Val Val Tyr Ala Asp Ser Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Ala Arg Phe Thr Ala Ser Arg Asn Asn Ala Val Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu His Met Asn Ile Leu Gln Pro Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      
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Ala Ala Asn Trp Arg Pro Leu Arg Thr Ser Ser Gly Ala Asp Asp Tyr 

            100                 105                 110         

Ala Asp Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120                 125 

<210>  123

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb005

<400>  123

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ser Ile Ser Ser Ile Asn 

            20                  25                  30          

Thr Ile Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gln Arg Glu Leu Val 

        35                  40                  45              

Ala Ala Ser Asp Ser Gly Ala Asn Arg Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Met Asn Asn Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Arg 

                85                  90                  95      

Ala Trp Gly Thr Gly Thr Ile Ser Thr Met Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Gln Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  124

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb006

<400>  124

Gln Val Lys Leu Glu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Ala Gly Ala 
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1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala Ser Glu Ser Ile Phe Gly Phe Asn 

            20                  25                  30          

Thr Met Gly Trp Tyr Arg Gln Ala Pro Gly Asn Glu Arg Glu Leu Val 

        35                  40                  45              

Ala Ser Ile Ser Asn Ser Lys Arg Thr Met Tyr Ala Asp Ser Val Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Asn Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Met Asn Asn Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Arg 

                85                  90                  95      

Ala Trp Gly Ile Ile Thr Ser Ala Thr Val Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Gln Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  125

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb007

<400>  125

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Thr Arg Thr Val Ser Ser Ala 

            20                  25                  30          

Val Met Ala Trp Phe Arg Gln Ala Pro Glu Lys Glu Arg Asp Phe Val 

        35                  40                  45              

Gly Phe Ile Ser Asn Ser Gly Ser Val Tyr Tyr Asp Asp Ser Val Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Gln Asn Thr Val Tyr Leu 

65                  70                  75                  80  
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Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Ile Ile Trp Arg Thr Ser Asp Leu Thr Gly Arg Phe Asn Thr Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  126

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb008

<400>  126

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Ser Ser Gly Met Ile Asn 

            20                  25                  30          

Thr Met Gly Trp Tyr Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gln Arg Glu Leu Val 

        35                  40                  45              

Ala Arg Arg Ser Thr Gly Gly Thr Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ala Asn Asn Thr Val Tyr Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Ile Ile Trp Arg Thr Ser Asp Leu Thr Gly Arg Phe Asn Thr Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Gln Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  127

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  NRC-sdAb001 CDR1-A

<400>  127

Ala Ser Ile Ser Ser Phe Asp Ile 

1               5               

<210>  128

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb001 CDR2-A

<400>  128

Ile Thr Thr Leu Asp Ile Ala 

1               5           

<210>  129

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb001 CDR3-A

<400>  129

Ala Ala Phe Gln Ser Asp Gln Asn Tyr 

1               5                   

<210>  130

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb002 CDR1-A

<400>  130

Thr Arg Thr Val Ser Ser Ala Val 

1               5               

<210>  131

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb002 CDR2-A
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<400>  131

Ile Thr Asn Ser Gly Asn Ile 

1               5           

<210>  132

<211>  21

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb002 CDR3-A

<400>  132

Ala Ala Lys Trp Ser Phe Ser Ser Gly Tyr Gly Asp Leu Arg Arg Ala 

1               5                   10                  15      

Ala Met Tyr Asp Tyr 

            20      

<210>  133

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb003 CDR1-A

<400>  133

Gly Val Thr Leu Asp Tyr Thr Ala 

1               5               

<210>  134

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb003 CDR2-A

<400>  134

Ile Thr Ser Gly Gly Asn Thr 

1               5           

<210>  135

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb003 CDR3-A
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<400>  135

Ala Ala Arg Arg Gly Gly Ala Arg Gly Glu Tyr Asp Tyr 

1               5                   10              

<210

>  136

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb004 CDR1-A

<400>  136

Arg Gly Ala Phe Asp Thr Tyr Glu 

1               5               

<210>  137

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb004 CDR2-A

<400>  137

Val Thr Arg Asn Gly Asp Ser Val 

1               5               

<210>  138

<211>  18

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb004 CDR3-A

<400>  138

Ala Ala Asn Trp Arg Pro Leu Arg Thr Ser Ser Gly Ala Asp Asp Tyr 

1               5                   10                  15      

Ala Asp 

        

<210>  139

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  NRC-sdAb005 CDR1-A

<400>  139

Gly Ser Ile Ser Ser Ile Asn Thr 

1               5               

<210>  140

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb005 CDR2-A

<400>  140

Ser Asp Ser Gly Ala Asn Arg 

1               5           

<210>  141

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220

><223>  NRC-sdAb005 CDR3-A

<400>  141

Arg Ala Trp Gly Thr Gly Thr Ile Ser Thr Met Tyr 

1               5                   10          

<210>  142

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb006 CDR1-A

<400>  142

Glu Ser Ile Phe Gly Phe Asn Thr 

1               5               

<210>  143

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb006 CDR2-A

<400>  143
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Ile Ser Asn Ser Lys Arg Thr 

1               5           

<210>  144

<211

>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb006 CDR3-A

<400>  144

Arg Ala Trp Gly Ile Ile Thr Ser Ala Thr Val Tyr 

1               5                   10          

<210>  145

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb007 CDR1-A

<400>  145

Thr Arg Thr Val Ser Ser Ala Val 

1               5               

<210>  146

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb007 CDR2-A

<400>  146

Ile Ser Asn Ser Gly Ser Val 

1               5           

<210>  147

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb007 CDR3-A

<400>  147

Ala Ile Ile Trp Arg Thr Ser Asp Leu Thr Gly Arg Phe Asn Thr 
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1               5                   10                  15  

<210>  148

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb008 CDR1-A

<400>  148

Gly Ser Ser Gly Met Ile Asn Thr 

1               5               

<210>  149

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb008 CDR2-A

<400>  149

Arg Ser Thr Gly Gly Thr Thr 

1               5           

<210>  150

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb008 CDR3-A

<400>  150

Ala Ile Ile Trp Arg Thr Ser Asp Leu Thr Gly Arg Phe Asn Thr 

1               5                   10                  15  

<210>  151

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F155-3C7 CDR H1-B

<400>  151

Asn Phe Trp Ile Asn 

1               5   
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<210>  152

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F155-3C7 CDR H2-B

<400>  152

Asn Ile Phe Pro Gly Ser Asn Ser Ser Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys 

1               5                   10                  15      

Asn 

    

<210>  153

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F155-3C7 CDR H3-B

<400>  153

Asp Tyr Tyr Gly Gly Ser Pro Asp Tyr 

1               5                   

<210>  154

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F155-3C7 CDR L1-B

<400>  154

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asn Ser Lys Thr Arg Lys Asn Tyr Leu 

1               5                   10                  15      

Ala 

    

<210>  155

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F155-3C7 CDR L2-B
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<400>  155

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser 

1               5           

<210>  156

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F155-3C7 CDR L3-B

<400>  156

Lys His Ser Tyr Asn Leu Trp Thr 

1               5               

<210

>  157

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F149-4G4 CDR H1-B

<400>  157

Tyr Tyr Gly Ile Asn 

1               5   

<210>  158

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F149-4G4 CDR H2-B

<400>  158

Trp Ile Asn Thr Tyr Leu Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Asp Asp Phe Lys 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  159

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F149-4G4 CDR H3-B
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<400>

  159

Gly Thr Met Ser Tyr Ser Phe Asp Tyr 

1               5                   

<210>  160

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F149-4G4 CDR L1-B

<400>  160

Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu His 

1               5                   10          

<210>  161

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F149-4G4 CDR L2-B

<400>  161

Ser Thr Ser Lys Leu Ala Ser 

1               5           

<210>  162

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  F149-4G4 CDR L3-B

<400>  162

His Gln Tyr Ser Gly Asp Pro Leu Thr 

1               5                   

<210>  163

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb001 CDR1-B

<400>  163
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Phe Asp Ile Met Gly 

1               5   

<210>  164

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb001 CDR2-B

<400>  164

Ala Ile Thr Thr Leu Asp Ile Ala Asn Tyr Arg Asp Ser Val Lys Gly 

1               5                   10                  15      

<210>  165

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb001 CDR3-B

<400>  165

Phe Gln Ser Asp Gln Asn Tyr 

1               5           

<210>  166

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb002 CDR1-B

<400>  166

Ser Ala Val Met Ala 

1               5   

<210>  167

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb002 CDR2-B

<400>  167

Phe Ile Thr Asn Ser Gly Asn Ile Leu Tyr Asp Asp Ser Val Lys Gly 
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1               5                   10                  15      

<210>  168

<211>  19

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb002 CDR3-B

<400>  168

Lys Trp Ser Phe Ser Ser Gly Tyr Gly Asp Leu Arg Arg Ala Ala Met 

1               5                   10                  15      

Tyr Asp Tyr 

            

<210>  169

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb003 CDR1-B

<400>  169

Tyr Thr Ala Ile Gly 

1               5   

<210>  170

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb003 CDR2-B

<400>  170

Ala Ile Thr Ser Gly Gly Asn Thr Asp Tyr Ala Glu Ser Ala Lys Gly 

1               5                   10                  15      

<210>  171

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb003 CDR3-B

<400>  171
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Arg Arg Gly Gly Ala Arg Gly Glu Tyr Asp Tyr 

1               5                   10      

<210>  172

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb004 CDR1-B

<400>  172

Thr Tyr Glu Ile Gly 

1               5   

<210

>  173

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb004 CDR2-B

<400>  173

Ala Val Thr Arg Asn Gly Asp Ser Val Val Tyr Ala Asp Ser Leu Lys 

1               5                   10                  15      

Ala 

    

<210>  174

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb004 CDR3-B

<400>  174

Asn Trp Arg Pro Leu Arg Thr Ser Ser Gly Ala Asp Asp Tyr Ala Asp 

1               5                   10                  15      

<210>  175

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb005 CDR1-B
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<400>  175

Ala Ser Asp Ser Gly Ala Asn Arg Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly 

1               5                   10                  15      

<210>  176

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb005 CDR2-B

<400>  176

Ala Ser Asp Ser Gly Ala Asn Arg Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly 

1               5                   10                  15      

<210>  177

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb005 CDR3-B

<400>  177

Trp Gly Thr Gly Thr Ile Ser Thr Met Tyr 

1               5                   10  

<210>  178

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb006 CDR1-B

<400>  178

Phe Asn Thr Met Gly 

1               5   

<210>  179

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb006 CDR2-B

<400>  179

Ser Ile Ser Asn Ser Lys Arg Thr Met Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly 
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1               5                   10                  15      

<210>  180

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb006 CDR3-B

<400>  180

Trp Gly Ile Ile Thr Ser Ala Thr Val Tyr 

1               5                   10  

<210>  181

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb007 CDR1-B

<400>  181

Ser Ala Val Met Ala 

1               5   

<210>  182

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb007 CDR2-B

<400>  182

Phe Ile Ser Asn Ser Gly Ser Val Tyr Tyr Asp Asp Ser Val Lys Gly 

1               5                   10                  15      

<210>  183

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb007 CDR3-B

<400>  183

Ile Trp Arg Thr Ser Asp Leu Thr Gly Arg Phe Asn Thr 

1               5                   10              
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<210>  184

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb008 CDR1-B

<400>  184

Ile Asn Thr Met Gly 

1               5   

<210>  185

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb008 CDR2-B

<400>  185

Arg Arg Ser Thr Gly Gly Thr Thr Asn Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly 

1               5                   10                  15      

<210>  186

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  NRC-sdAb008 CDR3-B

<400>  186

Ile Trp Arg Thr Ser Asp Leu Thr Gly Arg Phe Asn Thr 

1               5                   10              

<210>  187

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Fc peptide

<400>  187

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser 

1               5                   10                  15      

Lys 
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<210>  188

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  A20.1 peptide

<400>  188

Glu Phe Val Ala Ala Gly Ser Ser Thr Gly Arg 

1               5                   10      
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