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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(a) 중쇄 구조형성(framework) 영역 및 중쇄 가변 영역(상기 중쇄 가변 영역은 서열 번호 34를 포함하는 중쇄

CDR1 영역, 서열 번호 33을 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 32를 포함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함함);

및

(b) 경쇄 구조형성 영역 및 경쇄 가변 영역(상기 경쇄 가변 영역은 서열 번호 37을 포함하는 경쇄 CDR1 영역,

서열 번호 145를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 35를 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함함)을 포함하는,

PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체.

청구항 2 

(a) 중쇄 구조형성 영역 및 서열 번호 86을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및

(b) 경쇄 구조형성 영역 및 서열 번호 93을 포함하는 경쇄 가변 영역을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는

단리된 단일클론 항체.

청구항 3 

(a) 제2항의 항체의 상기 중쇄 가변 영역과 적어도 95% 동일한 중쇄 가변 영역; 및/또는

(b) 제2항의 항체의 상기 경쇄 가변 영역과 적어도 95% 동일한 경쇄 가변 영역을 포함하는, PAI-1에 특이적으로

결합하는 단리된 단일클론 항체.

청구항 4 

제1항의 항체와 본질적으로 동일한 에피토프에 결합하는 단리된 단일클론 항체.

청구항 5 

(a) 중쇄 구조형성 영역 및 중쇄 가변 영역(상기 중쇄 가변 영역은 서열 번호 34를 포함하는 중쇄 CDR1 영역,

서열 번호 33을 포함하는 중쇄 CDR2 영역 및 서열 번호 32를 포함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함함); 및

(b) 경쇄 구조형성 영역 및 경쇄 가변 영역(상기 경쇄 가변 영역은 서열 번호 37을 포함하는 경쇄 CDR1 영역,

서열 번호 36을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 35를 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함함)을 포함하는,

PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체.

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 중쇄 가변 영역이 서열 번호 6을 포함하고, 상기 경쇄 가변 영역이 서열 번호 7을 포함하

는 항체.

청구항 7 

제5항의 항체와 본질적으로 동일한 에피토프에 결합하는 단리된 단일클론 항체.

청구항 8 

(a) 서열 번호 82를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편 및 서열 번호 91을 포

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(b) 서열 번호 83을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 92를 포

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(c) 서열 번호 84를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 93을 포

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(d) 서열 번호 85를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 91을 포
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함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(e) 서열 번호 85를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 93을 포

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(f) 서열 번호 86을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 94를 포

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(g) 서열 번호 87을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 또는 이의 항원 결합

단편, 및 서열 번호 95를 포함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(h) 서열 번호 88을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 96을 포

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(i) 서열 번호 89를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 97을 포

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(j) 서열 번호 90을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 98을 포

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(l) 서열 번호 86을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 95를 포

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(m) 서열 번호 89를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 93을 포

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편; 또는

(n) 서열 번호 89를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 95를 포

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는, 인간 PAI-1에 특이적으로 결합하

는 인간화 단일클론 항체.

청구항 9 

(a) 서열 번호 22를 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 21을 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 20을 포

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 25를 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 24

를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 23을 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역,

(b) 서열 번호 28을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 27을 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 26을 포

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 31을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 30

을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 29를 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역,

(c) 서열 번호 40을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 39를 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 38을 포

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 43을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 42

를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 41을 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역,

(d) 서열 번호 46을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 45를 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 44를 포

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 49를 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 48

을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 47을 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역,

(e) 서열 번호 52를 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 51을 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 50을 포

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 55를 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 54

를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 53을 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역,

(f) 서열 번호 58을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 57을 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 56을 포

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 61을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 60

을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 59를 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역,

(g) 서열 번호 64를 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 63을 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 62를 포

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 67을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 66

을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 65를 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역,

(h) 서열 번호 70을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 69를 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 68을 포
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함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 73을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 72

를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 71을 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역; 또는

(i) 서열 번호 76을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 75를 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 74를 포

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 79를 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 78

을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 77을 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역을 포함하

는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체.

청구항 10 

제8항 또는 제9항의 인간화 단일클론 항체와 본질적으로 동일한 PAI-1 상의 에피토프에 결합하는, PAI-1에 특이

적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체.

청구항 11 

플리스민 생성을 회복하는 방법으로서, 필요로 하는 대상체에게 약학적 유효량의 PAI-1 항체를 경구로, 주사용

용액에 의해 비경구로, 흡입으로, 또는 국소로 투여하는 단계를 포함하는 방법.

청구항 12 

제11항에 있어서, 상기 방법이 증가된 수준의 섬유증 조직을 포함하는 병태를 치료하는 방법.

청구항 13 

제12항에 있어서, 상기 병태가 섬유증, 피부 섬유증, 전신성 경화증, 폐 섬유증, 특발성 폐 섬유증, 간질성 폐

질환, 만성 폐 질환, 간 섬유증, 신장 섬유증, 만성 신장 질환, 혈전증, 혈관 및 동맥 혈전증, 심부 정맥 혈전

증, 말초 사지 허혈, 파종혈관내응고 혈전증, 혈전 용해를 동반하는 그리고 동반하지 않는 급성 허혈성 뇌졸중,

또는 스텐트 재협착인, 방법.

청구항 14 

제11항, 제12항, 또는 제13항에 있어서, 상기 PAI-1 항체가 전술된 청구항 중 어느 한 항의 항체를 포함하는 방

법.

청구항 15 

환자에게 경구로, 주사용 용액에 의해 비경구로, 흡입으로, 또는 국소로 투여하는 단계를 포함하는, PAI-1의 증

가된 수준 또는 PAI-1에 대한 증가된 감수성에 의해 유발되는 병태를 치료하기 위한 약제의 제조를 위한 약학적

유효량의 PAI-1 항체의 용도.

발명의 설명

기 술 분 야

본 출원은 2013년 8월 13일에 출원된 미국 가출원 번호 61/865,451, 및 2014년 5월 22일에 출원된 유럽 특허 출[0001]

원 번호 14305757.8의 우선권을 주장하며, 이들은 그 전체가 본원에 참조로서 포함된다.

배 경 기 술

플라스미노겐 활성인자 저해제-1형(plasminogen  activator  inhibitor  type-1,  PAI-1)은 플리스미노겐 형성을[0002]

담당하는 핵심 세린 프로테아제인 조직형 플라스미노겐 활성인자(tPA) 및 유로키나제형 플라스미노겐 활성인자

(uPA)의 주요한 저해제이다. PAI-1은 혈관 구역에서 플라스미노겐 활성화를 저해함으로써 섬유소 용해를 조절한

다. 섬유소 용해는 응고 캐스케이드의 활성화에 의해 형성된 섬유소 응괴를 분해하기 위한 엄격하게 조직화된

과정이다. 응고/섬유소 용해 균형의 조절장애는 출혈 또는 혈전성 질환과 같은 이상 지혈 사건을 야기한다. 또

한, PAI-1은 수용체에 결합된 플라스미노겐이 유로키나제 수용체(uPAR)에 결합된 유로키나제에 의해 주로 활성

화되는 세포주위 구역(혈관 및 조직) 내 플라스미노겐 활성화의 핵심 조절인자이다. 세포주위 단백질 가수분해

를 저해함으로써, PAI-1은 세포외 기질(ECM) 분해, 성장 인자 활성화 및 ECM으로부터의 방출, 매트릭스 메탈로

프로테이나제(matrix metalloproteinases, MMP) 활성화 및 세포 아폽토시스와 같은 다수의 세포 기능을 조절한
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다. 최근, (비트로넥틴, 헤파린, 글리코사미노글리칸과 같은) 보조인자, uPAR-유로키나제 복합체 또는 세포 수

용체(LRP: 저밀도 지단백질 수용체 관련 단백질), 또는 부착/탈부착, 이동, 증식 및 세포내 생물활성과 같은 세

포 기능에 영향을 미치는 인테그린과의 상호작용을 통한 프로테아제에 독립적인 PAI-1의 효과가 밝혀졌다. 이러

한 세포 기전 및 항 섬유소 용해 효과에 의해, 종양 생장 및 전이, 섬유증, 급성 심근 경색 및(죽상동맥경화증,

비만 및 당뇨병과 같은) 대사 장애에서의 PAI-1의 병원성 역할이 확립된다.

인간 SERPINE1(PAI-1) 유전자는 8개의 인트론 및 9개의 엑손으로 이루어진 염색체 7에 위치하고 12,169 b의 크[0003]

기를 가진다(Klinger, K.W. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:8548, 1987). PAI-1은 세린 프로테아제 저

해제(serine protease inhibitor, SERPIN) 슈퍼패밀리로부터의 대략 50 kDa(379개 아미노산)의 단쇄 당단백질

로서 활성 형태로 합성되지만 비트로넥틴(Vn)의 부재 시 자발적으로 잠복성이 된다. PAI-1의 주요 보조인자인

비트로넥틴은 표면에 노출된 대략 20개의 아미노산인 반응성 중심 루프(RCL)로 활성 형태를 안정화한다. PAI-

1의 2가지 주요한 표적(tPA 및 uPA)의 저해 기전은 자살 저해다. PAI-1의 RCL 영역은 이러한 세린 프로테아제에

대한 절단 자리를 지니고 있는 미끼 펩티드 결합(R346-M347, 또한 P1-P'1로도 불림)을 지닌다. tPA 또는 uPA와

의 미카엘리스(Michaelis) 복합체가 우선 형성된 다음, 촉매적 트리아드(triad)가 미끼 펩티드 결합과 반응하여

아실 효소 복합체를 형성하고, 이러한 복합체는 P1-P'1 펩티드 결합의 절단 후, 강한 형태 변화를 유도한다. 형

태 변화는 PAI-1을 가지는 아실 효소처럼 공유 결합된 채로 유지되는 프로테아제를 가지는 β-가닥 내로의 절단

된 RCL의 삽입을 유발한다. 비생리학적 환경 하에, 이러한 아실 효소 복합체의 가수분해는 절단된 PAI-1 및 유

리 활성화 프로테아제의 방출을 유도할 수 있다(Blouse et al., Biochemistry, 48:1723, 2009).

PAI-1은 t-PA 또는 uPA 농도를 초과하는 매우 다양한 수준(nM 범위)으로 혈액 내에서 순환한다. PAI-1는 구조적[0004]

유연성을 보이며, 다음의 3가지 형태 중 하나로 발견될 수 있다: (1) 잠복성 형태, (2) 활성 형태, 또는 (3) 기

질 형태(도 1 참조). PAI-1은 주로 잠복성 이행을 1.5 내지 3배만큼 낮추는 비트로넥틴과의 비공유 복합체(Kd

약 1 nM)로 발견된다. 잠복성이거나 절단되거나 복합체화된 PAI-1의 비트로넥틴에 대한 친화도는 유의하게 감소

한다. 기질에 결합된 비트로넥틴도 또한 세포주위 공간에 PAI-1과 함께 국소화된다. 내피 세포, 단핵구, 대식구

및 혈관 평활근 세포가 이러한 PAI-1을 합성하는데, PAI-1은 그런 다음 혈소판(α 과립 내)에 의해 잠복성 형태

하에 다량으로 저장될 수 있다. PAI-1은 용액 내 tPA 및 uPA의 빠르고 특이적인 저해제(10
6
 내지 10

7
 M

-1
s
-1
의 2

차 속도 상수를 가짐)이지만, 섬유소 또는 섬유소의 세포 수용체에 결합한 프로테아제에 대해 불활성이다. 덜

효율적이지만, 트롬빈, 플라스민, 활성화 단백질 C와 같은 다른 프로테아제들도 또한 PAI-1에 의해 저해될 수

있다.

잠복 형태로 첫번째 구조가 1992년에 기술된 이래(Mottonen et al., Nature 355:270, 1992), 인간 PAI-1의 몇[0005]

몇 3D  구조가 해결되었다.  이러한 3D  구조는 기질 내 PAI-1의 돌연변이 형태(Aertgeerts  et  al.,  Proteins

23:118, 1995), 안정화된 활성 형태(Sharp et al., Structure 7:111, 1999), 비트로넥틴-소마토메딘 B 도메인

에 복합체화된 PAI(Zhou et al., Nat. Struct. Biol. 10:541, 2003) 또는 RCL 루프로부터의 저해 펜타펩티드를

가지는 PAI(Xue et al., Structure 6:627, 1998)를 포함한다. 보다 최근에는, 잠복성 형태인 마우스 PAI-1 구

조가 Dewilde 등(J Struct. Biol. 171:95, 2010)에 의해 규명되었고, RCL 위치, 게이트 영역 및 α-나선 A의

위치에서 인간 PAI-1과의 차이가 밝혀졌다. PAI-1에서의 구조/기능 관계를 이러한 다기능 세르핀의 다양한 활성

에 관여된 도메인을 국소화하기 위해 600개를 초과하는 돌연변이 단백질(De Taeye et al., Thromb. Haemost.

92:898, 2004에 의해 검토됨)을 이용하여 연구하였다.

PAI-1은 간세포, 지방세포, 혈관사이세포, 섬유아세포, 근섬유아세포, 및 상피 세포를 포함하는 거의 모든 세포[0006]

유형에 의해 합성될 수 있기 때문에, PAI-1의 발현은 생리학적(예를 들어, 혈장 PAI-1 수준의 주기적 변동) 및

병리학적 조건(예를 들어, 비만, 대사 증후군, 인슐린 저항성, 감염, 염증성 질환, 암) 하에 매우 다르다. PAI-

1은 급성기 단백질로 간주된다. PAI-1 mRNA 발현의 전사 조절은 몇몇 사이토카인 및 성장 인자(예를 들어, TGF

β, TNFα, EGF, FGF, 인슐린, 안지오텐신 II & IV), 호르몬(예를 들어, 알도스테론, 글루코코르티코이드, PMA,

고글루코스) 및 스트레스 인자(예를 들어, 저산소증, 반응성 산소종, 지질다당류)에 의해 유도된다.

더욱이, PAI-1 유전자의 프로모터(위치 - 675) 내 다형성이 발현 수준에 영향을 미친다. 4G 대립형질은 PAI-1[0007]

수준을 증가키시고 4G/4G 변이체(군집의 25% 정도에서 발생)은 5G/5G(25% 발생 및 4G/5G 50% 발생)에 비하여 혈

장  PAI-1  수준의  대략  25%의  증가를  유도한다.  4G/4G  다형성은  심근  경색(Dawson  et  al.,  Arterioscler

Thromb. 11:183, 1991), 특정 유형의 폐 섬유증(특발성 간질성 폐렴)(Kim et al., Mol Med. 9:52, 2003)에 관

련되어 있고 4G/4G 유전형 공여자 군은 간질성 섬유증&관형 위축으로 인한 신장 이식 소실에 대한 독립적인 위

험 인자이다(Rerolle et al., Nephrol. Dial. Transplant 23:3325, 2008).
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동맥 및 정맥 혈전증, 급성 심근 경색, 및 죽상동맥경화증과 같은 혈전성 질환에서의 몇몇 병원성 역할이 PAI-1[0008]

에 기인해 왔다. 인슐린 저항성 증후군 및 비만과 같은 대사성 장애에서의 PAI-1의 관련성이 잘 알려져 있다.

또한 PAI-1은 몇몇 기관에 대한 전섬유화 인자(profibrotic factor)로도 알려져 있으며 섬유증 조직(즉, 간,

폐, 신장, 심장, 복부 유착부, 피부: 흉터 또는 경화증)내에서 과발현되는 것으로 보인다(Ghosh and Vaughan,

J. Cell Physiol. 227:493, 2012에 의해 검토됨). PAI-1 녹아웃(KO) 마우스는 상이한 모델, 예를 들어, 간(담

관 결찰 또는 생체이물), 신장(일측성 요로폐쇄 모델(UUO)), 폐(블레오마이신 흡입)에서 섬유증으로부터 보호되

는 반면(Bauman et al., J. Clin. Invest. 120:1950, 2010; Hattori et al., Am. J. Pathol. 164:1091, 2004;

Chuang-Tsai et al., Am. J. Pathol.163:445, 2003), 심장에서의 이러한 결실은 유도성 섬유증으로부터는 보호

되지만(Takeshita  et  al.,  AM.  J.  Pathol.  164:449,  2004),  노인성  심장  선택성  섬유증에  걸리기  쉽다

(Moriwaki et al., Cric. Res. 95:637, 2004). siRNA에 의한 PAI-1 발현의 하향 조절(Senoo et al., Thorax

65:334, 2010) 또는 화학적 화합물에 의한 저해(Izuhara et al., Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 28:672,

2008; Huang et al., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 46:87, 2012)는 폐 섬유증을 낮추는 것으로 보고된 반면

야생형의 PAI-1 과발현(Eitzman et al., J. Clin. Invest. 97:232, 1996) 또는 비트로넥틴 결합만을 보유하고

tPA  저해 기능은 보유하지 않는 PAI-1  돌연변이는 폐 섬유증을 악화시킨다(Courey et  al., Blood 118:2313,

2011).

담관 결찰(BDL) 간 섬유증은 PAI-1을 중화하는 항체에 의해 약화되며(미국 특허 번호 7,771,720), siRNA에 의한[0009]

하향 조절은 BDL 및 생체이물 유도 간 섬유증을 약화시킨다(Hu et al., J. Hepatol. 51:102, 2009). PAI-1 KO

마우스는 BDL 내 담즙 울체성 유도 간 손상 및 섬유증(Bergheim et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 316:592,

2006; Wang et al., FEBS Lett. 581:3098, 2007; Wang et al., Hepatology 42:1099, 2005) 및 안지오텐신 II

유도 간 섬유증(Beier et al., Arch. Bioch. Biophys. 510:19, 2011)으로부터 보호되었다.

PAI-1 KO 마우스는 UUO 모델(Oda et al., Kidney Int. 60, 587, 2001), 당뇨 신장병(Nicholas et al., Kidney[0010]

Int.  67:1297,  2005)  및 안지오텐신 II  유도 신장병(Knier  et  al.,  J.  Hypertens.  29:1602,  2011;  검토를

위해, Ma et al. Frontiers Biosci. 14:2028, 2009 및 Eddy A.A. Thromb. Haemost. 101:656, 2009를 참조)에

서 신장 섬유증으로부터 보호된다. 반대로, PAI-1을 과발현하는 마우스는 UUO 후 보다 심각한 섬유증 및 증가된

대식세포 동원을 보인다(Matsuo et al., Kidney Int. 67: 2221, 2005; Bergheim et al., J. Pharmacol. Exp.

Ther. 316:592, 2006). 비저해성 PAI-1 돌연변이(PAI-1 R)는 랫트에서 비뇨기 단백질 발현 및 사구체 기질의

축적을 낮춤으로써, 실험적인 사구체신염(thy1)에서 섬유증의 발달로부터 마우스를 보호하는 것으로 나타났다

(Huang et al., Kidney Int. 70:515, 2006). PAI-1를 차단하는 펩티드는 UUO 마우스에서 콜라겐 3, 4 및 피브

로넥틴 축적을 저해한다(Gonzalez et al., Exp. Biol. Med. 234:1511, 2009).

다수의 병리에 대한 표적으로서 PAI-1은 지난 20년간 PAI-1의 활성을 저해하거나 PAI-1의 발현을 조절하기 위한[0011]

집중적인 연구의 중점이 되어 왔다.  화학적 화합물(Suzuki  et  al.,  Expert  Opin.  Investig.  Drugs  20:255,

2011),  단일클론  항체(Gils  and  Declerk,  Thromb  Haemost;  91:425,  2004),  펩티드,  돌연변이(Cale  and

Lawrence,  Curr.  Drug  Targets  8:971,  2007),  siRNA  또는 안티센스 RNA가 PAI-1의 다양한 기능을 저해하고

PAI-1의 발현을 조절하도록 설계되어왔다. 그러나, 이러한 집중적인 연구에도 불구하고, 치료적 유효량의 PAI-1

의 조절제를 개발하는 과제는 여전히 해결되지 않은 채 남아있다. 따라서, PAI-1-매개 인간 병리의 치료에 사용

하기 위해 PAI-1 활성을 저해하는 신규한 제제에 대한 수요가 당해 분야에 여전히 존재한다.

발명의 내용

과제의 해결 수단

일 양태에서, 인간 플라스미노겐 활성인자 저해제 1형(PAI-1)에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가[0012]

본원에 개시되되, 항체는 중쇄 가변 영역(상기 중쇄 가변 영역은 서열 번호 6의 CDR1(서열 번호 34), CDR2(서열

번호 33), 및 CDR3(서열 번호 32)을 포함함), 및 경쇄 가변 영역(상기 경쇄 가변 영역은 서열 번호 7의 CDR1(서

열 번호 37), CDR2(서열 번호 36), 및 CDR3(서열 번호 35)을 포함함)을 포함한다. 추가적인 일 양태에서 중쇄는

서열 번호 6을 포함하는 중쇄 가변 영역을 포함하고, 경쇄는 서열 번호 7을 포함하는 경쇄 가변 영역을 포함한

다. 추가의 일 양태에서, 중쇄 가변 영역은 서열 번호 6에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또

는 90% 동일하고, 경쇄 가변 영역은 서열 번호 7에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90%

동일하다. 모든 % 동일성 근사치들은 최소 % 동일성을 나타내고; 인용된 값보다 더 높은 % 동일성도 또한 본 개

시에 포함된다.
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다른 양태에서, (a) 중쇄 구조형성(framework) 영역, 서열 번호 34를 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 33을[0013]

포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 32를 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호

37을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 36을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 35를 포함하는 경쇄

CDR3 영역을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다. 일정한 양태에

서, 항체 중쇄는 서열 번호 6의 중쇄 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는

90% 동일한 중쇄 구조형성 영역을 포함하고, 항체 경쇄는 서열 번호 7의 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%,

95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한 경쇄 구조형성 영역을 포함한다.

일 양태에서, 인간 플라스미노겐 활성인자 저해제 1형(PAI-1)에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가[0014]

본원에 개시되되, 항체는 중쇄 가변 영역(상기 중쇄 가변 영역은 서열 번호 2의 CDR1(서열 번호 22), CDR2(서열

번호 21), 및 CDR3(서열 번호 20)을 포함함), 및 경쇄 가변 영역(상기 경쇄 가변 영역은 서열 번호 3의 CDR1(서

열 번호 25), CDR2(서열 번호 24), 및 CDR3(서열 번호 23)을 포함함)을 포함한다. 추가적인 일 양태에서 중쇄는

서열 번호 2를 포함하는 중쇄 가변 영역을 포함하고, 경쇄는 서열 번호 3을 포함하는 경쇄 가변 영역을 포함한

다. 추가의 일 양태에서, 중쇄 가변 영역은 서열 번호 2에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또

는 90% 동일하고, 경쇄 가변 영역은 서열 번호 3에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90%

동일하다.

추가적인 일 양태에서, (a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 22를 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 21을 포[0015]

함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 20을 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호

25를 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 24를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 23을 포함하는 경쇄

CDR3 영역을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다. 일정한 양태에

서, 항체 중쇄는 서열 번호 26의 중쇄 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는

90% 동일한 중쇄 구조형성 영역을 포함하고, 항체 경쇄는 서열 번호 3의 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%,

95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한 경쇄 구조형성 영역을 포함한다.

일 양태에서, 인간 플라스미노겐 활성인자 저해제 1형(PAI-1)에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가[0016]

본원에 개시되되, 항체는 중쇄 가변 영역(상기 중쇄 가변 영역은 서열 번호 4의 CDR1(서열 번호 28), CDR2(서열

번호 27), 및 CDR3(서열 번호 26)을 포함함), 및 경쇄 가변 영역(상기 경쇄 가변 영역은 서열 번호 5의 CDR1(서

열 번호 31), CDR2(서열 번호 30), 및 CDR3(서열 번호 29)을 포함함)을 포함한다. 추가적인 일 양태에서, 중쇄

는 서열 번호 4를 포함하는 중쇄 가변 영역을 포함하고, 경쇄는 서열 번호 5를 포함하는 경쇄 가변 영역을 포함

한다. 추가의 일 양태에서, 중쇄 가변 영역은 서열 번호 4에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%,

또는 90% 동일하고, 경쇄 가변 영역은 서열 번호 5에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90%

동일하다.

추가적인 일 양태에서, (a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 28을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 27을 포[0017]

함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 26을 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호

31을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 30을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 29를 포함하는 경쇄

CDR3 영역을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다. 일정한 양태에

서, 항체 중쇄는 서열 번호 4의 중쇄 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는

90% 동일한 중쇄 구조형성 영역을 포함하고, 항체 경쇄는 서열 번호 5의 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%,

95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한 경쇄 구조형성 영역을 포함한다.

일 양태에서, 인간 플라스미노겐 활성인자 저해제 1형(PAI-1)에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가[0018]

본원에 개시되되, 항체는 중쇄 가변 영역(상기 중쇄 가변 영역은 서열 번호 8의 CDR1(서열 번호 40), CDR2(서열

번호 39), 및 CDR3(서열 번호 38)을 포함함), 및 경쇄 가변 영역(상기 경쇄 가변 영역은 서열 번호 9의 CDR1(서

열 번호 43), CDR2(서열 번호 42), 및 CDR3(서열 번호 41)을 포함함)을 포함한다. 추가적인 일 양태에서 중쇄는

서열 번호 8을 포함하는 중쇄 가변 영역을 포함하고, 경쇄는 서열 번호 9를 포함하는 경쇄 가변 영역을 포함한

다. 추가의 일 양태에서, 중쇄 가변 영역은 서열 번호 8에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또

는 90% 동일하고, 경쇄 가변 영역은 서열 번호 9에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90%

동일하다.

다른 양태에서, (a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 40을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 39를 포함하는[0019]

중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 38을 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호 43을 포

함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 42를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 41을 포함하는 경쇄 CDR3 영역
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을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다. 일정한 양태에서, 항체

중쇄는 서열 번호 8의 중쇄 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한

중쇄 구조형성 영역을 포함하고, 항체 경쇄는 서열 번호 9의 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%,

93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한 경쇄 구조형성 영역을 포함한다.

일 양태에서, 인간 플라스미노겐 활성인자 저해제 1형(PAI-1)에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가[0020]

본원에 개시되되, 항체는 중쇄 가변 영역(상기 중쇄 가변 영역은 서열 번호 10의 CDR1(서열 번호 52), CDR2(서

열 번호 51), 및 CDR3(서열 번호 50)을 포함함), 및 경쇄 가변 영역(상기 경쇄 가변 영역은 서열 번호 11의

CDR1(서열 번호 55), CDR2(서열 번호 54), 및 CDR3(서열 번호 53)을 포함함)을 포함한다. 추가적인 일 양태에서

중쇄는 서열 번호 10을 포함하는 중쇄 가변 영역을 포함하고, 경쇄는 서열 번호 11을 포함하는 경쇄 가변 영역

을 포함한다. 추가의 일 양태에서, 중쇄 가변 영역은 서열 번호 10에 99%, 98%,  97%, 96%, 95%,  94%, 93%,

92%, 91%, 또는 90% 동일하고, 경쇄 가변 영역은 서열 번호 11에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%,

91%, 또는 90% 동일하다.

추가적인 일 양태에서, (a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 52를 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 51을 포[0021]

함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 50을 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호

55를 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 54를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 53을 포함하는 경쇄

CDR3 영역을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다. 일정한 양태에

서, 항체 중쇄는 서열 번호 10의 중쇄 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는

90% 동일한 중쇄 구조형성 영역을 포함하고, 항체 경쇄는 서열 번호 11의 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%,

95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한 경쇄 구조형성 영역을 포함한다.

일 양태에서, 인간 플라스미노겐 활성인자 저해제 1형(PAI-1)에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가[0022]

본원에 개시되되, 항체는 중쇄 가변 영역(상기 중쇄 가변 영역은 서열 번호 12의 CDR1(서열 번호 58), CDR2(서

열 번호 57), 및 CDR3(서열 번호 56)을 포함함), 및 경쇄 가변 영역(상기 경쇄 가변 영역은 서열 번호 13의

CDR1(서열 번호 61), CDR2(서열 번호 60), 및 CDR3(서열 번호 59)을 포함함)을 포함한다. 추가적인 일 양태에서

중쇄는 서열 번호 12를 포함하는 중쇄 가변 영역을 포함하고, 경쇄는 서열 번호 13을 포함하는 경쇄 가변 영역

을 포함한다. 추가의 일 양태에서, 중쇄 가변 영역은 서열 번호 12에 99%, 98%,  97%, 96%, 95%,  94%, 93%,

92%, 91%, 또는 90% 동일하고, 경쇄 가변 영역은 서열 번호 13에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%,

91%, 또는 90% 동일하다.

다른 양태에서, (a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 58을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 57을 포함하는[0023]

중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 56을 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호 61을 포

함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 60을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 59를 포함하는 경쇄 CDR3 영역

을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다. 일정한 양태에서, 항체

중쇄는 서열 번호 12의 중쇄 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한

중쇄 구조형성 영역을 포함하고, 항체 경쇄는 서열 번호 13의 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%,

93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한 경쇄 구조형성 영역을 포함한다.

일 양태에서, 인간 플라스미노겐 활성인자 저해제 1형(PAI-1)에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가[0024]

본원에 개시되되, 항체는 중쇄 가변 영역(상기 중쇄 가변 영역은 서열 번호 14의 CDR1(서열 번호 64), CDR2(서

열 번호 63), 및 CDR3(서열 번호 62)을 포함함), 및 경쇄 가변 영역(상기 경쇄 가변 영역은 서열 번호 15의

CDR1(서열 번호 67), CDR2(서열 번호 66), 및 CDR3(서열 번호 65)을 포함함)을 포함한다. 추가적인 일 양태에서

중쇄는 서열 번호 14의 중쇄 가변 영역을 포함하고, 경쇄는 서열 번호 15의 경쇄 가변 영역을 포함한다. 추가의

일 양태에서, 중쇄 가변 영역은 서열 번호 14에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일

하고, 경쇄 가변 영역은 서열 번호 15에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일하다.

추가적인 일 양태에서, (a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 64를 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 63을 포[0025]

함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 62를 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호

67을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 66을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 65를 포함하는 경쇄

CDR3 영역을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다. 일정한 양태에

서, 항체 중쇄는 서열 번호 14의 중쇄 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는

90% 동일한 중쇄 구조형성 영역을 포함하고, 항체 경쇄는 서열 번호 15의 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%,

95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한 경쇄 구조형성 영역을 포함한다.
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일 양태에서, 인간 플라스미노겐 활성인자 저해제 1형(PAI-1)에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가[0026]

본원에 개시되되, 항체는 중쇄 가변 영역(상기 중쇄 가변 영역은 서열 번호 16의 CDR1(서열 번호 70), CDR2(서

열 번호 69), 및 CDR3(서열 번호 68)을 포함함), 및 경쇄 가변 영역(상기 경쇄 가변 영역은 서열 번호 17의

CDR1(서열 번호 73), CDR2(서열 번호 72), 및 CDR3(서열 번호 71)을 포함함)을 포함한다.

추가적인 일 양태에서 중쇄는 서열 번호 16을 포함하는 중쇄 가변 영역을 포함하고, 경쇄는 서열 번호 17을 포[0027]

함하는 경쇄 가변 영역을 포함한다. 추가의 일 양태에서, 중쇄 가변 영역은 서열 번호 16에 99%, 98%, 97%,

96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일하고, 경쇄 가변 영역은 서열 번호 17에 99%, 98%, 97%, 96%,

95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일하다.

추가적인 일 양태에서, (a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 70을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 69를 포[0028]

함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 68을 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호

73을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 72를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 71을 포함하는 경쇄

CDR3 영역을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다. 일정한 양태에

서, 항체 중쇄는 서열 번호 16의 중쇄 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는

90% 동일한 중쇄 구조형성 영역을 포함하고, 항체 경쇄는 서열 번호 17의 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%,

95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한 경쇄 구조형성 영역을 포함한다.

일 양태에서, 인간 플라스미노겐 활성인자 저해제 1형(PAI-1)에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가[0029]

본원에 개시되되, 항체는 중쇄 가변 영역(상기 중쇄 가변 영역은 서열 번호 80의 CDR1(서열 번호 46), CDR2(서

열 번호 45), 및 CDR3(서열 번호 44)을 포함함), 및 경쇄 가변 영역(상기 경쇄 가변 영역은 서열 번호 81의

CDR1(서열 번호 49), CDR2(서열 번호 48), 및 CDR3(서열 번호 47)을 포함함)을 포함한다.

추가적인 일 양태에서 중쇄는 서열 번호 80을 포함하는 중쇄 가변 영역을 포함하고, 경쇄는 서열 번호 81을 포[0030]

함하는 경쇄 가변 영역을 포함한다. 추가의 일 양태에서, 중쇄 가변 영역은 서열 번호 80에 99%, 98%, 97%,

96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일하고, 경쇄 가변 영역은 서열 번호 81에 99%, 98%, 97%, 96%,

95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일하다.

일 양태에서, (a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 46을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 45를 포함하는 중[0031]

쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 44를 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호 49를 포함

하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 48을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 47을 포함하는 경쇄 CDR3 영역을

포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다. 일정한 양태에서, 항체 중쇄

는 서열 번호 80의 중쇄 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한 중

쇄 구조형성 영역을 포함하고, 항체 경쇄는 서열 번호 81의 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%,

93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한 경쇄 구조형성 영역을 포함한다.

다른 양태에서, 플라스미노겐 활성인자 저해제 1형(PAI-1)에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원[0032]

에 개시되되, 항체는 중쇄 가변 영역(상기 중쇄 가변 영역은 서열 번호 18의 CDR1(서열 번호 76), CDR2(서열 번

호 75), 및 CDR3(서열 번호 74)을 포함함), 및 경쇄 가변 영역(상기 경쇄 가변 영역은 SEQ ID 19의 CDR1(서열

번호 79), CDR2(서열 번호 78), 및 CDR3(서열 번호 77)을 포함함)을 포함한다. 추가적인 일 양태에서 중쇄는 서

열 번호 18을 포함하는 중쇄 가변 영역을 포함하고, 경쇄는 서열 번호 19를 포함하는 경쇄 가변 영역을 포함한

다. 추가의 일 양태에서, 중쇄 가변 영역은 서열 번호 18에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또

는 90% 동일하고, 경쇄 가변 영역은 서열 번호 19에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90%

동일하다.

(a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 76를 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 75를 포함하는 중쇄 CDR2 영역,[0033]

및 서열 번호 74를 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호 79를 포함하는 경쇄 CDR1

영역, 서열 번호 78을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 77을 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는, PAI-

1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체. 일정한 양태에서, 항체 중쇄는 서열 번호 18의 중쇄 구조형성

영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한 중쇄 구조형성 영역을 포함하고, 항체

경쇄는 서열 번호 19의 구조형성 영역의 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한 경쇄

구조형성 영역을 포함한다.

일 양태에서, (a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 33을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 146을 포함하는 중[0034]

쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 32를 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호 37을 포함
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하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 145를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 35를 포함하는 경쇄 CDR3 영역

을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다.

일 양태에서, (a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 147을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 33을 포함하는 중[0035]

쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 32를 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호 37을 포함

하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 36을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 35를 포함하는 경쇄 CDR3 영역을

포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다.

일 양태에서, (a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 147을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 33을 포함하는 중[0036]

쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 32를 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호 37을 포함

하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 145를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 35를 포함하는 경쇄 CDR3 영역

을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다.

일 양태에서, (a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 146을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 33을 포함하는 중[0037]

쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 32를 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호 37을 포함

하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 145를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 35를 포함하는 경쇄 CDR3 영역

을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다.

일 양태에서, (a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 34를 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 33을 포함하는 중[0038]

쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 32를 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호 37을 포함

하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 145를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 35를 포함하는 경쇄 CDR3 영역

을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다.

추가적인 일 양태에서, 중쇄 가변 영역(중쇄 가변 영역은 서열 번호 6의 CDR1(서열 번호 34), CDR2(서열 번호[0039]

33), 및 CDR3(서열 번호 32)을 포함함), 및 경쇄 가변 영역(경쇄 가변 영역은 서열 번호 7의 CDR1(서열 번호

37), CDR2(서열 번호 36), 및 CDR3(서열 번호 35)을 포함함)을 포함하는, 단리된 단일클론 항체와 PAI-1 상의

본질적으로 동일한 에피토프에 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다.

일정한 일 양태에서, (a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 76을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 75를 포함[0040]

하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 74를 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호 79

를 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 78을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 77을 포함하는 경쇄 CDR3

영역을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다.

일 양태에서, 인간 PAI-1에 특이적으로 결합하는 인간화 단일클론 항체가 본원에 개시되되, 항체는 (a) 서열 번[0041]

호 82를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 91을 포함하는 경쇄

가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편; (b) 서열 번호 83을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는

중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 92를 포함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원

결합 단편; (c) 서열 번호 84를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열

번호 93을 포함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편; (d) 서열 번호 85를 포함하는

중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 91을 포함하는 경쇄 가변 영역을 가지

는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편; (e) 서열 번호 85를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의

항원 결합 단편, 및 서열 번호 93을 포함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편; (f)

서열 번호 86을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 94를 포함하

는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편; (g) 서열 번호 87을 포함하는 중쇄 가변 영역을

가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 95를 포함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이

의 항원 결합 단편; (h) 서열 번호 88을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편,

및 서열 번호 96을 포함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편; (i) 서열 번호 89를 포

함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 97을 포함하는 경쇄 가변 영역

을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편; (j) 서열 번호 90을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는

이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 98을 포함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(k) 서열 번호 86을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 93을 포

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편; (l) 서열 번호 86을 포함하는 중쇄 가변 영

역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 95를 포함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또

는 이의 항원 결합 단편; (m) 서열 번호 89를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단

편, 및 서열 번호 93을 포함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편; 또는 (n) 서열 번
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호 89를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 95를 포함하는 경쇄

가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편을 포함한다. 추가의 일 양태에서, 인간화 중쇄 가변 영역

은 이전에 개시된 인간 중쇄 가변 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일하고,

인간화 경쇄 가변 영역은 이전에 개시된 임의의 인간 경쇄 가변 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%,

92%, 91%, 또는 90% 동일하다.

일 양태에서, (a) 중쇄 구조형성 영역 및 서열 번호 86을 포함하는 중쇄 가변 영역, 및 (b) 경쇄구조형성 영역[0042]

및 서열 번호 93을 포함하는 경쇄 가변 영역을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가

본원에 개시된다. 일정한 양태에서, 단리된 단일클론 중쇄는 서열 번호 86의 중쇄 구조형성 영역에 99%, 98%,

97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한 중쇄 구조형성 영역을 포함하고, 단리된 단일클론 항체

경쇄는 서열 번호 93의 구조형성 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일한 경쇄

구조형성 영역을 포함한다. 일정한 다른 양태에서, 단리된 단일클론 항체 중쇄는 서열 번호 86의 중쇄 구조형성

영에 95% 동일한 중쇄 구조형성 영역을 포함하고, 단리된 단일클론 항체 경쇄는 서열 번호 93의 구조형성 영역

에 95% 동일한 경쇄 구조형성 영역을 포함한다.

다른 양태에서, 인간 PAI-1에 특이적으로 결합하는 인간화 단일클론 항체가 본원에 개시되되, 항체는 서열 번호[0043]

154를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편; 및 서열 번호 153을 포함하는 경쇄

가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편을 포함한다. 다른 양태에서, 인간 PAI-1에 특이적으로 결

합하는 인간화 단일클론 항체가 본원에 개시되되, 항체는 서열 번호 155를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는

중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 153을 포함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원

결합 단편을 포함한다. 추가의 일 양태에서, 인간화 중쇄 가변 영역은 이전에 개시된 임의의 인간 중쇄 가변 영

역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일하고, 인간화 경쇄 가변 영역은 이전에 개

시된 임의의 인간 경쇄 가변 영역에 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일하다.

다른 양태에서, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시되되, 항체는 서열 번호 158[0044]

을 포함하는 폴리펩티드에 결합한다. 다른 구현예에서, 단리 단일클론 항체는 서열 번호 158을 포함하는 폴리펩

티드의 단편에 결합한다. 또 다른 구현예에서, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체는 서열 번호

156 및/또는 서열 번호 158을 포함하는 폴리펩티드에 결합한다. 다른 구현예에서, PAI-1에 특이적으로 결합하는

단리된 단일클론 항체는 서열 번호 156, 서열 번호 158, 및/또는 서열 번호 157을 포함하는 폴리펩티드에 결합

한다. 여전히 다른 구현예에서, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체는 서열 번호 1의 잔기 160,

262, 296~297, 300~307, 및/또는 310~316에 대하여 특이적 결합 친화도를 가진다. 일정한 구현예에서, 본원에

개시된 단리된 단일클론 항체는 적어도 서열 번호 1의 잔기 311, 312, 및 313(D-Q-E)과 상호작용한다. 일정한

구현예에서, 항체에 의해 결합된 PAI-1은 인간 PAI-1이다. 다른 구현예에서, 항체에 의해 결합된 PAI-1은 인간

PAI-1의 활성 형태이다.

다른 구현예에서, 본원에 개시된 PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체는 서열 번호 161을 포함하[0045]

는 폴리펩티드에 결합한다. 여전히 다른 구현예에서, 단리된 단일클론 항체는 서열 번호 159 및/또는 서열 번호

161을 포함하는 폴리펩티드에 결합한다. 여전히 다른 구현예에서, 단리된 단일클론 항체는 서열 번호 159, 서열

번호 160, 및/또는 서열 번호 161을 포함하는 폴리펩티드에 결합한다. 여전히 다른 구현예에서, PAI-1에 특이적

으로 결합하는 단리된 단일클론 항체는 시아노-PAI-1(서열 번호 162)의 잔기 44~64 및/또는 잔기 307~321에 대

하여 특이적 결합 친화도를 가진다. 일정한 구현예에서, 항체에 의해 결합된 PAI-1는 시아노-PAI-1이다. 다른

구현예에서, 항체에 의해 결합된 PAI-1은 시아노-PAI-1의 잠복성 형태이다.

추가의 일 양태에서, PAI-1에 대한 임의의 개시된 항체의 결합을 경쟁적으로 저해하는 단리된 단일클론 항체가[0046]

본원에 개시된다. 일 구현예에서, 본원에 개시된 임의의 단리된 단일클론 항체의 결합을 경쟁적으로 저해하고/

하거나 결합에 대해 경쟁하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다. 일정한 구현예에서, 단리된 단일클론

항체는 인간 PAI-1에 대한 결합을 경쟁적으로 저해하거나 경쟁한다. 일정한 구현예에서, 단리된 단일클론 항체

는 서열 번호 156, 서열 번호 157, 및/또는 서열 번호 158을 포함하는 폴리펩티드에 대한 결합을 경쟁적으로 저

해하거나 경쟁한다. 다른 구현예에서, 단리된 단일클론 항체는 서열 번호 159, 서열 번호 160, 및/또는 서열 번

호 161을 포함하는 폴리펩티드에 대한 결합을 경쟁적으로 저해하거나 경쟁한다. 일 구현예에서, 단리된 항체는

(a) 중쇄 구조형성 영역, 서열 번호 34를 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 33을 포함하는 중쇄 CDR2 영역,

및 서열 번호 32를 포함하는 중쇄 CDR3 영역; 및 (b) 경쇄 구조형성 영역, 서열 번호 37을 포함하는 경쇄 CDR1

영역, 서열 번호 145를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 35를 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 단리
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된 단일클론 항체와 서열 번호 156, 157, 및/또는 158을 포함하는 폴리펩티드에 대한 결합에 대해 경쟁한다.

다른 양태에서, 본원에 개시된 임의의 단리된 단일클론 항체를 암호화하는 뉴클레오티드가 본원에 개시된다.[0047]

일 양태에서, 환자 또는 다른 대상체에게 약학적 유효량의 PAI-1 항체를 경구로, 주사용 용액에 의해 비경구로,[0048]

흡입으로 또는 국소로 투여하는 단계를 포함하는, PAI-1의 증가된 발현 또는 PAI-1에 대한 증가된 감수성으로

인해 유발되는 병태를 치료하는 방법이 본원에 개시된다. 

일 양태에서, 필요로 하는 환자 또는 다른 대상체에게 약학적 유효량의 PAI-1 항체를 경구로, 주사용 용액에 의[0049]

해 비경구로, 흡입으로 또는 국소로 투여하는 단계를 포함하는, 플라스민 형성을 화복하는 방법이 본원에 개시

된다. 본원에 개시된 비경구 투여는 정맥 내, 점적, 동맥 내, 복강 내, 근육 내, 피하, 직장 또는 질, 비경구

투여의 정맥 내, 동맥 내, 피하, 및 근육 내 형태를 포함한다. 일부 구현예에서, 환자 또는 다른 대상체에 대한

투여는 다중 투여를 포함한다. 다른 양태에서, 플라스민 형성을 회복하는 방법은 증가된 수준의 섬유증 조직을

포함하는  병태의  치료적  처치를  용이하게  한다.  일부  양태에서,  병태는  섬유증을  특징으로  한다.  일부

양태에서, 병태는 섬유증, 피부 섬유증, 전신성 경화증, 폐 섬유증, 특발성 폐 섬유증, 간질성 폐 질환, 및 만

성 폐 질환이다. 다른 양태에서, 플라스민 형성은 간 섬유증, 만성 신장 질환을 포함하는 신장 섬유증, 혈전증,

정맥 및 동맥 혈전증, 심부 정맥혈전증, 말초 사지 허혈, 파종혈관내응고 혈전증, 혈전 용해를 동반하는 그리고

동반하지 않는 급성 허혈성 뇌졸중 또는 스텐트 재협착의 치료적 처치를 용이하게 한다.

다른 양태에서, 환자 또는 다른 대상체에게 경구로, 주사용 용액에 의해 비경구로, 흡입으로 또는 국소로 투여[0050]

하는 단계를 포함하는, PAI-1의 증가된 발현 또는 PAI-1에 대한 증가된 감수성에 의해 유발되는 병태를 치료하

기 위한 약제의 제조를 위한 약학적 유효량의 PAI-1 항체의 용도가 본원에 개시된다.

일 양태에서, 약제는 증가된 수준의 섬유증 조직을 포함하는 병태를 치료하기 위한 것이다. 일부 양태에서, 병[0051]

태는 섬유증을 특징으로 한다. 일부 양태에서, 병태는 섬유증, 피부 섬유증, 전신성 경화증, 폐 섬유증, 특발성

폐 섬유증, 간질성 폐 질환, 및 만성 폐 질환이다. 다른 양태에서, 약제는 간 섬유증, 만성 신장 질환을 포함하

는 신장 섬유증, 혈전증, 정맥 및 동맥 혈전증, 심부 정맥혈전증, 말초 사지 허혈, 파종혈관내응고 혈전증, 혈

전 용해를 동반하는 그리고 혈전 용해를 동반하지 않는 급성 허혈성 뇌졸중, 또는 스텐트 재협착을 포함하는 병

태를 치료하기 위한 것이다.

다른 양태에서, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시되되, 항체가 폐 섬유증을 저[0052]

해한다. 일정한 구현예에서, 항체는 대상체의 폐에서 섬유증을 저해한다. 일정한 구현예에서, 항체는 특발성 폐

섬유증(IPF)을 가지는 대상체의 폐에서 섬유증을 저해한다. 일부 구현예에서, 본원에 개시된 단리된 단일클론

항체는 대상체에서 섬유소 분해의 증가를 유도한다. 일정한 구현예에서, 항체는 대상체의 혈장에서 섬유소 분해

를 증가시킨다. 일부 다른 구현예에서, 본원에 개시된 단리된 단일클론 항체는 대상체의 폐에서 콜라겐 축적을

저해한다. 일부 구현예에서, 대상체는 IPF를 가진다. 일부 다른 구현예에서, 본원에 개시된 단리된 단일클론 항

체는 대상체의 기관지 폐포 세척액(bronchoalveolar lavage fluid, BALF)에서 D-이량체 수준을 증가시킨다. 일

부 구현예에서, 대상체는 IPF를 가진다. 일부 다른 구현예에서, 본원에 개시된 단리된 단일클론 항체는 PAI-1에

특이적으로 결합하되, 항체는 대상체에서 섬유증으로 인한 폐 중량의 증가를 저해한다. 일 구현예에서, 대상체

는 IPF를 가진다.

다른 양태에서, 환자에게 경구로, 주사용 용액에 의해 비경구로, 흡입으로 또는 국소로 투여하는 단계를 포함하[0053]

는, PAI-1에 대한 증가된 감수성 또는 PAI-1의 증가된 발현에 의해 유발되는 병태를 치료하기 위한 약제의 제조

를 위한 약학적 유효량의 PAI-1 항체의 용도가 본원에 개시되되, 병태는 특발성 폐 섬유증이다.

다른 양태에서, 환자 또는 이의 다른 대상체에게 경구로, 주사용 용액에 의해 비경구로, 흡입으로 또는 국소로[0054]

약학적 유효량의 PAI-1 항체를 투여하는 단계를 포함하는, 플라스민 형성을 회복하는 방법이 본원에 개시되되,

플라스민 형성은 특발성 폐 섬유증의 치료적 처치를 용이하게 한다.

다른 양태에서, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시되되, 항체가 대상체에서 섬[0055]

유소 용해 활성을 회복한다. 일정한 구현예에서, 항체는 급성 허혈성 뇌졸중을 가지는 대상체에서 섬유소 용해

활성을 회복한다. 급성 허혈성 뇌졸중은 혈전 용해를 동반하거나 동반하지 않을 수 있다. 일부 구현예에서, 단

리된 단일클론 항체는 응괴 용해를 회복한다. 일정한 구현예에서, 항체는 시험관 내 응괴 용해를 회복한다. 여

전히 다른 구현예에서, 항체는 약 2 nM의 IC50으로 시험관 내 응괴 용해를 회복한다.

다른 양태에서, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시되되, 항체는 대상체 내에서[0056]
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섬유소 분해를 회복한다. 일부 구현예에서, 대상체는 급성 허혈성 뇌졸중을 가진다.

다른 양태에서, 환자에게 경구로, 주사용 용액에 의해 비경구로, 흡입으로 또는 국소로 투여하는 단계를 포함하[0057]

는, PAI-1에 대한 증가된 감수성 또는 PAI-1의 증가된 발현에 의해 유발되는 병태를 치료하기 위한 약제의 제조

를 위한 약학적 유효량의 PAI-1 항체의 용도가 본원에 개시되되, 병태는 혈전 용해를 동반하는 그리고 동반하지

않는 급성 허혈성 뇌졸중이다.

다른 양태에서, 필요로 하는 환자 또는 다른 대상체에게 경구로, 주사용 용액에 의해 비경구로, 흡입으로 또는[0058]

국소로 약학적 유효량의 PAI-1 항체를 투여하는 단계를 포함하는, 플라스민 형성을 회복하는 방법이 본원에 개

시되되, 플라스민 형성이 혈전 용해를 동반하는 그리고 동반하지 않는 급성 허혈성 뇌졸중의 치료적 처치를 용

이하게 한다.

다른 양태에서, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시되되, 항체가 대상체에서 유[0059]

착의 형성을 저해한다. 일부 구현예에서, 대상체에 대한 유착 형성은 수술 또는 손상 후에 뒤따른다. 일부 구현

예에서, 대상체 내 유착 형성은 복부 내이다. 다른 구현예에서, 유착 형성은 대상체의 어깨, 골반, 심장, 척추,

손 및 기타 신체 영역에서 발생한다.

다른 양태에서, 환자에게 경구로, 주사용 용액에 의해 비경구로, 흡입으로 또는 국소로 투여하는 단계를 포함하[0060]

는, PAI-1에 대한 증가된 감수성 또는 PAI-1의 증가된 발현에 의해 유발되는 병태를 예방하거나 치료하기 위한

약제의 제조를 위한 약학적 유효량의 PAI-1 항체의 용도가 본원에 개시되되, 병태는 복부 유착 형성이다.

다른 양태에서, 필요로 하는 환자 또는 다른 대상체에게 경구로, 주사용 용액에 의해 비경구로, 흡입으로 또는[0061]

국소로 약학적 유효량의 PAI-1 항체를 투여하는 단계를 포함하는, 플라스민 형성을 회복하는 방법이 본원에 개

시되되, 플라스민 형성은 유착 형성의 예방 또는 치료적 처치를 용이하게 한다. 일부 구현예에서, 대상체 내 유

착 형성은 복부이다.

다른 양태에서, PAI-1/비트로넥틴 복합체에 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다. 다른 양태에서,[0062]

PAI-1 기질 형태를 유도함으로써 PAI-1의 활성을 중화하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시된다. 일 구현예

에서, 항체는 플라스민 형성을 회복시키거나 회복시킬 수 있다. 다른 구현예에서, 단리된 단일클론 항체는 피브

로넥틴 분해를 유도하거나 유도할 수 있다. 또 다른 구현예에서, 단리된 단일클론 항체는 매트릭스 메탈로프로

테이나제(MMP) 활성화를 유도하거나 유도할 수 있다.

다른 양태에서, 본원에 개시된 단리된 단일클론 항체는 항체 단편이다. 일부 구현예에서, 항체는 단쇄 Fv 항체[0063]

이다. 다른 구현예에서, 중쇄 및 경쇄는 유연한 링커에 의해 연결되어 단쇄 항체를 형성한다. 다른 구현예에서,

항체는 Fab, Fab', 또는 (Fab')2 항체이다.

다른 양태에서, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체가 본원에 개시되되, 항체는 결정화 항체이[0064]

다. 일 구현예에서, 단일클론 항체 A44의 Fab' 단편을 포함하는 단리된 결정이 본원에 개시되되, Fab' 단편은

경쇄 서열 서열 번호 7 및 중쇄 서열 서열 번호 6으로 이루어진다. 다른 구현예에서, 경쇄 서열 서열 번호 93

및 중쇄 서열 서열 번호 86을 포함하는 Fab' 단편을 포함하는 단리된 결정이 본원에 개시된다. 일 구현예에서,

단리된 결정은 a=105 Å, b=152 Å 및 c=298 Å의 비대칭 단위 세포 수치를 포함한다. 일 구현예에서, 단리된

결정은 P212121 공간 그룹에 속한다. 다른 구현예에서, 단리된 결정은 3.3 Å 분해능의 x-선 회절을 포함한다.

일 구현예에서, 단리된 결정은 결정화 항체의 생물학적 활성을 보유한다. 일부 구현예에서, 단리된 결정은 결정

화 항체의 가용성 대응체보다 큰 생체 내 반감기를 가진다.

일 양태에서, (a) PAI-1에 특이적으로 결합하는 결정화 항체 및 (b) 결정을 내포되거나 캡슐화하는 적어도 하나[0065]

의 약학적 부형제를 포함하는 약학적 조성물이 본원에 개시된다.

다른 양태에서, 약학적으로 허용가능한 담체 및 치료적 유효량의 본원에 개시된 임의의 항체를 포함하는 약학적[0066]

조성물이 본원에 개시된다.

일 양태에서, 포유동물을 PAI-1, 또는 이의 단편, 및 비트로넥틴으로 이루어진 복합체로 면역화하는 단계를 포[0067]

함하는, PAI-1에 대한 항체를 생성하는 방법이 본원에 개시된다.

다른 양태에서, (a) PAI-1을 ELISA 플레이트에 결합시키는 단계; (b) ELISA 플레이트를 PAI-1 항체와 항온배양[0068]

하는 단계; (c) ELISA 플레이트를 tPA와 항온배양하는 단계; (d) ELISA 플레이트를 표지된 항-tPA 항체와 항온

배양하는 단계; 및 (e) 표지된 항-tPA 항체에 의해 방출되는 OD405를 측정하는 단계를 포함하는, ELISA에서 tPA
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활성 저해제로서 PAI-1의 기능을 차단하는 능력에 대하여 PAI-1 항체를 스크리닝하는 방법이 본원에 개시되되,

양성 판독은 PAI-1 항체가 PAI-1에 결합하지만 PAI-1과 tPA 사이의 공유 결합의 형성을 차단하지는 않는다는 것

을 나타내고, 음성 판독은 PAI-1항체가 tPA와 PAI-1과의 상호작용을 차단한다는 것을 나타낸다.

다른 양태에서, 하이브리도마를 스크리닝하는 방법이 본원에 개시된다. 일정한 구현예에서, 스크리닝 방법은 항[0069]

-PAI-1 항체에 고정화된 항-마우스를 이용한 역방향 스크리닝 방법을 포함한다. 다른 구현예에서, 스크리닝 방

법은 고정화된 비트로넥틴에 대항하거나 리간드로서 유리 PAI-1을 사용하는 정방향 스크리닝 검정을 포함한다.

일정한 구현예에서, 이러한 방법은 PAI-1/비트로넥틴 복합체에 대한 항체의 친화도를 결정하기 위해 적용된다.

일부 구현예에서, 방법은 비트로넥틴을 표면에 고정하는 단계; PAI-1를 표면에 고정된 비트로넥틴에 접촉시킴으

로써 복합체를 형성하는 단계; 복합체를 포함하는 표면을 항체와 접촉시키는 단계; 미결합 항체로부터 복합체에

결합된 항체를 분리하는 단계; 복합체에 결합된 항체를 검출하고, 복합체에 결합된 항체의 수준을 분석하여 복

합체에 대한 항체의 친화도를 결정하는 단계를 포함한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 세린 프로테아제 조직형 플라스미노겐 활성인자(tPA)  및 유로키나제형 플라스미노겐 활성인자(uPA)와[0070]

PAI-1 사이의 기전의 개략도를 도시한 것이다. PAI-1은 구조적 유연성을 나타내며 비트로넥틴(Vn)에 결합할 때

활성 형태 또는 잠복성 형태로 나타날 수 있다. PAI-1의 RCL 영역은 세린 프로테아제에 의한 절단 자리인 미끼

펩티드 결합(또한, P1-P1'로도 불림)을 지닌다. tPA 또는 uPA와의 미카엘리스(Michaelis) 복합체가 우선 형성된

다음, 촉매적 트리아드(triad)가 미끼 펩티드 결합과 반응하여 아실 효소 복합체를 형성하고, 이러한 복합체는

P1-P'1 펩티드 결합의 절단 후, 강한 형태 변화를 유도한다. 아실 효소는 세린 프로테아제(tPA)로부터의 촉매적

트리아드로부터의 세린 잔기(검은 삼각형)와 기질로부터의 아미노산(검은 원) 사이의 공유 결합에 의해 형성된

불안정한 복합체로 추가의 가수분해를 거친다. 형태 변화는 PAI-1을 가지는 아실 효소처럼 공유 결합된 채로 유

지되는 프로테아제로 β-가닥 내로의 절단된 RCL의 삽입을 유발한다. 비생리학적 환경 하에, 이러한 아실 효소

복합체의 가수분해는 절단된 PAI-1 및 유리 활성화 프로테아제의 방출을 유도할 수 있다.

도 2는 실시예 2에 기술된 바와 같은 결합 ELISA에서 항체 역가에 대한 통상적인 표준 곡선을 도시한 것이다.

항체 31C9, 33B8 및 33H1는 양성 대조군이었고 IgG1은 음성 대조군이었다.

도 3은 실시예 4에 기술된 바와 같이 tPA와 PAI-1의 상호작용을 차단하는 선택 항체에 대한 기능적 ELISA에 대

한 대표 곡선을 도시한 것이다. 항체 33H1은 양성 대조군이고, IgG1는 음성 대조군이고 A44는 양성 항체 클론으

로 확인되었다.

도 4는 실시예 4에 기술된 발색 검정에서 상업적으로 이용가능한 항체(33B8 및 33H1) 및 A44에 의한 tPA의 인간

PAI-1 차단 활성의 중화를 도시한 것이다.

도 5는 상이한 융합으로부터 생성된 항체의 선택에 의한 tPA의 인간 PAI-1 차단 활성의 중화를 도시한 것이다

(실시예 4 참조).

도 6은 발색 검정에서 인간 PAI-1 및 그의 오소로그(ortholog)가 인간 tPA 활성을 유사한 효능으로 차단한다는

것을 도시한 것이다.

도 7은 실시예 4에 기술된 발색 검정에서 A44 및 33B8(상업적으로 이용가능함) 항체에 의한 인간 tPA의 시노몰

구스(시노) 및 마우스 PAI-1 차단 활성의 중화를 도시한 것이다.

도 8은 항체 33H8(PAI-1을 활성 형태로부터 잠복성 형태로 전환함), 33H1(PAI-1을 활성 형태로부터 기질 형태로

전환함) 및 A44가 PAI-1과 tPA의 상호작용을 차단하는 작용의 기전의 SDS-Page 분석을 도시한 것이다. 레인 1:

분자량 기준; 레인 2: PAI-1 단독; 레인 3: tPA 단독; 레인 4: tPA의 존재 하 PAI-1; 레인 5: 33B8 +PAI-1

+tPA; 레인 6: 33H1+PAI-1+tPA; 레인 7: A44+PAI-1+tPA; 레인 8: mAb는 이소형 대조 항체이다.

도 9는 항체 33H8(PAI-1을 활성 형태로부터 잠복성 형태로 전환함), 33H1(PAI-1을 활성 형태로부터 기질 형태로

전환함) 및 융합 C26, E16 및 E21로부터 개발된 항체의 PAI-1과 tPA의 상호작용을 차단하기 위한 작용의 기전의

SDS-Page 분석을 도시한 것이다. 레인 1: 분자량 기준; 레인 2: PAI-1 단독; 레인 3: tPA 단독; 레인 4: tPA의

존재  하  PAI-1;  레인  5:  33B8  +PAI-1  +tPA;  레인  6:  33H1+PAI-1+tPA;  레인  7:  C26+PAI-1+tPA;  레인  8:

E16+PAI-1+tPA; 레인 9: E21+PAI-1+tPA; 레인 10: mAb는 이소형 대조 항체이다.

도 10은 항체 33H8(PAI-1을 활성 형태로부터 잠복성 형태로 전환함), 33H1(PAI-1을 활성 형태로부터 기질 형태
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로 전환함) 및 융합 A39, B109 및 C45로부터 개발된 항체의 PAI-1과 tPA의 상호작용을 차단하기 위한 작용의 기

전의 SDS-Page 분석을 도시한 것이다. 레인 1: 분자량 기준; 레인 2: PAI-1 단독; 레인 3: tPA 단독; 레인 4:

tPA의 존재 하 PAI-1; 레인 5: 33B8 +PAI-1 +tPA; 레인 6: 33H1+PAI-1+tPA; 레인 7: A39+PAI-1+tPA; 레인 8:

B109+PAI-1+tPA; 레인 9: C45+PAI-1+tPA; 레인 10: mAb는 이소형 대조 항체이다.

도 11은 다음의 뮤라인 항체의 경쇄의 정렬을 도시한 것이다: A105(서열 번호 3), A39(서열 번호 5), A44(서열

번호 7), A71(서열 번호 9), A75(서열 번호 81), B109(서열 번호 11), B28(서열 번호 13), C45(서열 번호 15),

E16(서열 번호 17), 및 E21(서열 번호 19). CDR은 굵은 글씨로 강조되어 있다.

도 12는 다음의 뮤라인 항체의 중쇄의 정렬을 도시한 것이다: A105(서열 번호 2), A39(서열 번호 4), A44(서열

번호 6), A71(서열 번호 8), A75(서열 번호 80), B109(서열 번호 10), B28(서열 번호 12), C45(서열 번호 14),

E16(서열 번호 16), 및 E21(서열 번호 18). IMGT에 의해 정의된 CDR은 굵은 글씨로 강조되어 있다.

도 13은 뮤라인 A44 경쇄(서열 번호 7)와 vk1(서열 번호 101) 및 v람다3(서열 번호 102)의 정렬을 도시한 것이

다.

도 14는 뮤라인 A44 중쇄(서열 번호 6)와 vh2(서열 번호 103) 및 vh4(서열 번호 104)의 정렬을 도시한 것이다.

도 15는 클론 A44 인간화 VL과 정렬된 모든 구조체(construct)를 도시한 것이다. 모든 정렬된 서열(서열 번호:

91~98)은 아래의 표 25에 추가로 기술되어 있다. 검은색 상자는 CDR 도메인을 나타낸다. 강조된 잔기는 정렬 내

바로 위의 잔기와 서열이 상이하다. 잔기 번호는 IMGT에 기술된 바와 같다.

도 16은 클론 A44 인간화 VH와 정렬된 모든 구조체를 도시한 것이다. 모든 정렬된 서열(서열 번호: 82~90)은 표

25에 추가로 기술되어 있다. 검은색 상자는 CDR 도메인을 나타낸다. 강조된 잔기는 정렬 내 바로 위의 잔기와

서열이 상이하다. 잔기 번호는 IMGT에 기술된 바와 같다.

도 17은 PAI-1 활성의 저해 백분율이 mAb 농도의 함수로서 도표화되었고, IC50은 Biostat 스피드 소프트웨어를

사용한 Imax로 결정되었다는 것을 도시한다.

도 18은 동종 재조합 6-His 태그 Fab A44의 정제를 도시한 것이다.

도 19는 고정화 APG 항체에 결합된 인간 PAI-1 글리코실화의 단일 운동 분석을 이용한 비아코어 2000으로의 SPR

분석을 도시한 것이다. 단일 주기 운동으로부터의 센서그램은 회색으로 나타낸다. 적합 모델(fit model)은 검은

색으로 나타낸다.

도 20은 ELISA에 의한 UK-PAI-1 복합체 형성 검출에 의해 결정된 APG, APGv2, 및 APGv4 항체에 의한 인간 혈장

PAI-1 중화를 도시한 것이다. PAI-1 활성의 저해 백분율은 APG, APGv2, 또는 APGv4 항체의 농도의 함수로서 도

표화되었다.

도 21은 시간(분)의 함수로서 340 nm에서의 흡광도 판독에 의한 혼탁 운동 측정으로 검출된 tPA 1 nM 및 PAI-1

3 nM의 존재 하에 A44V11(1, 3 또는 10 nM)에 의한 인간 혈장 응괴 용해의 회복을 도시한 것이다.

도 22는 시간(분)의 함수로서 340 nm에서의 흡광도로 검출된 tPA 1 nM 및 PAI-1 3 nM의 존재 하에 인간 IgG1

음성 대조군(1, 3 또는 10 nM)에 의해서는 인간 혈장 응괴 용해의 회복이 부재함을 도시한 것이다.

도 23은 A44V11 또는 다양한 농도의 인간 IgG1 이소형 음성 대조군에 의한 인간 혈장 응괴 용해의 회복을 도시

한 것이다.

도 24는 시간(분)의 함수로 340 nm의 흡광도에서 검출된 tPA 1 nM 및 PAI-1 3 nM의 존재 하에 3 nM에서의 APG,

APGV2 또는 APGV4에 의한 인간 혈장 응괴 용해의 회복을 도시한 것이다.

도 25는 다양한 농도의 APG 변이체 2 및 4에 의한 인간 혈장 응괴 용해의 회복을 도시한 것이다.

도 26은 TGFβ 5 ng/ml 및 50 nM의 IgG 이소형 대조군 mAb 또는 A44V11에 의한 처리 48H 후에서의 인간 LL29

근섬유아세포 상층액에 대한 면역블롯 항-PAI-1을 도시한 것이다.

도 27은 PBS(대조군), 플라스미노겐(Pg), A44v11 및 플라스미노겐(A+Pg) 또는 음성 인간 IgG 및 플라스미노겐

(Neg+Pg)으로의 48시간 세포 처리 후 인간 일차 폐 섬유아세포 내 전체적인 MMP 활성을 도시한 것이다.

도 28은 4일에 복강 내 투여에 의한 A44 또는 IgG1(10 mg/kg) 또는 PBS로의 처리 후 7일 및 9일에서 블레오마이

신 처리된 마우스로부터의 기관지 폐포 세척액(broncho-alveolar lavage fluid, BALF)(a) 및 폐 용해물(b) 내
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인간  활성  PAI-1  수준을  도시한  것이다.  활성  PAI-1은  ELISA(#  HPAIKT  Molecular  Innovation)에  의해

결정된다. 저해의 백분율은 A44 블레오와 IgG 블레오 사이의 차를 IgG 블레오 및 미처리(PBS) 마우스 군과의 차

로 나눠서 계산하였다.

도  29는  ELISA(Asserachrom  D-Di,  Diagnostica  Stago)에  의해 결정된 4일에복강 내 투여에 의한 A44  또는

IgG1(10 mg/kg) 또는 PBS로의 처리 후 7일 및 9일에서의 블레오마이신 처리된 마우스로부터의 BALF 내 마우스

D-이량체 수준을 도시한 것이다. A44에 의해 유도된 D-이량체 내 배율 증가는 IgG에 비교하여 나타낸다.

도 30은 4일부터 20일까지 3일마다 PBS(비히클), IgG1 또는 A44 10mg/kg 복강 내 투여가 이어지는 염수 또는 블

레오마이신 처리 21일 후 유전자이식 인간화 마우스로부터의 우측 폐 중량을 도시한 것이다.

도 31은 4일부터 20일까지 3일마다 PBS(비히클), IgG1 또는 A44 10mg/kg 복강 내 투여가 이어지는 염수 또는 블

레오마이신 처리 21일 후 유전자이식 인간화 마우스 내 하이드록시프롤린 폐 함량을 도시한 것이다.

도 32는 LPS 챌린지(100 ug/kg iv) 24시간 전에 A44V11(a) mAb(n=5) 또는 IgG1 이소형 대조군(b)(n=4)(5 mg/kg

ip)으로 처리된 원숭이로부터의 혈장 내 활성 PAI-1 수준을 도시한 것이다. 혈액 시료를 지시된 시점에서 수확

하였고,  활성  PAI-1  수준을  혈장에서  ELISA(Molecular  Innovation으로부터의  #  HPAIKT)를  사용하여

결정하였다.

도 33은 LPS 챌린지(100 ug/kg iv) 24시간 전에 A44V11(a) mAb(n=5) 또는 IgG1 이소형 대조군(b)(n=4)(5 mg/kg

ip)으로 처리된 원숭이로부터의 간 생검물 내 활성 PAI-1 수준을 도시한 것이다. 간 생검물을 지시된 시점에 마

취된 원숭이에서 수확하였고, 용해물 내 활성 PAI-1 수준을 ELISA(Molecular Innovation # HPAIKT)를 사용하여

결정하였다.

도 34는 LPS 챌린지(100 ug/kg iv) 24시간 전에 A44V11(a) mAb(n=5) 또는 IgG1 이소형 대조군(b)(n=4)(5 mg/kg

ip)으로 처리된 원숭이로부터의 혈장 내 D-이량체 수준을 도시한 것이다. 혈액 시료를 지시된 시점에서 수확하

였고, D-이량체 수준을 혈장에서 ELISA를 사용하여 결정하였다.

도 35는 LPS 챌린지(100 ug/kg iv) 24시간 전에 A44V11(a) mAb(n=5) 또는 IgG1 이소형 대조군(b)(n=4)(5 mg/kg

ip)으로 처리된 원숭이로부터의 혈장 내 플라스민-α2 항플라스민(PAP) 복합체 수준을 도시한 것이다. 혈액 시

료를 지시된 시점에서 수확하였고, PAP 수준을 혈장에서 ELISA(Diagnostica Stago로부터의 # Asserachrom PA

P)를 사용하여 결정하였다.

도 36은 복강 내 유체(intraperitoneal fluid, IPF) 및 자궁각 용해물 내 활성 PAI-1의 수준을 도시한 것이다.

복강 내 유체(intraperitoneal fluid, IPF)(a) 및 자궁각 용해물(b) 내 활성 PAI-1의 수준. 6시간 및 7일 시점

에서, 활성 PAI-1 수준은 이소형 대조군 항체 처리 동물에 비해 A44V11 항체로 처리된 동물에서 복강 내 유체

(IPF)  및  자궁각(UH)  용해물  모두에서  낮았고,  72시간  시점에서  차이가  관찰되지  않았다(독립표본  T-검정

(Student T-test)에 의해 계산된 * p<0.001).

도 37은 동종 재조합 6-His 태그 Fab A44의 정제의 다른 예시를 도시한 것이다.

도 38은 인간 wt PAI-1 단백질과 복합된 동종 재조합 6-His 태그 Fab A44의 정제를 도시한 것이다.

도 39(a)는 Fab A44/PAI-1 복합체의 복합체 결정화를 도시한 것이고, 도 39(b)는 최적 결정을 도시한 것이다.

도 40은 Fab A44/PAI-1 복합체의 막대형 단일 결정을 도시한 것이다.

도 41은 인간 PAI-1의 활성 형태 및 시노 PAI-1의 잠복성 형태에 대한 Fab A44 인식을 도시한 것이다.

도 42는 (a) 활성 인간 PAI-1, 및 (b) 잠복성 시노 PAI-1 내 Fab A44에 의해 인식되는 PAI-1 에피토프를 도시

한 것이다.

도 43은 Fab A44/PAI-1 복합체의 중쇄 파라토프를 도시한 것이다.

도 44는 Fab A44/PAI-1 복합체의 경쇄 파라토프를 도시한 것이다.

도 45는 시노, 인간, 랫트, 및 마우스 PAI-1의 제안된 A44 결합 에피토프의 서열 정렬을 도시한 것이다. 서열은

서열 번호 1(PAI-1 인간), 서열 번호 162(PAI-1 시노), 서열 번호 163(PAI-1 마우스), 및 서열 번호 164(PAI-1

랫트)로부터 발췌된다.

도 46은 마우스 PAI-1 구조와 인간 PAI-1/A44V11 복합체의 구조를 비교한 것을 도시한다.
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도 47은 인간 PAI-1/A44V11 복합체의 구조 및 PAI-1에 대한 비브로넥틴(vibronectin) 결합의 모델을 보여준다.

도 48은 시노-PAI-1(서열 번호 162)의 펩신의 펩티드 커버리지를 도시한 것이다; 150개의 중첩되는 펩신의 펩티

드로부터 95.3% 서열 커버리지가 얻어진다.

도 49는 미결합(원 선), APGv2-결합(x-선) 및 44v11-결합(다이아몬드 선) 상태에서 시노-PAI-1 펩티드에 대한

대표적인 중수소 흡수도를 도시한 것이다. 잔기 범위/위치는 서열 번호 162로부터 유래한다. (a) 대부분의 펩신

의 펩티드는 시노-PAI-1 단독과 mAb에 결합한 것 사이에 차이를 나타내지 않았다. (b), 잔기 44~64를 포함하는

펩티드는 양자의 mAb-결합 상태에서 유사한 교환으로부터의 보호를 보였다. (c), 잔기 295~322를 포함하는 펩티

드는 mAb-결합 상태 양자에서 적은 중수소를 혼입시키지만, A44v11에 대한 보호의 정도는 크다.

도 50은 A44v11에 결합한 시노-PAI-1 및 시노-PAI-1 단독의 수소/중수소 교환(HDX) 비교를 도시한 것이다. (a),

위쪽에는 미결합 상태 그리고 아래쪽에는 결합 상태인 평균 상대 분획 교환의 나비형 도표. 선은 10초, 1분, 5

분 및 240분 시점에서 획득한 데이터에 상응한다. (b)에서, 시노-PAI-1 단독 또는 A44v11에 결합한 시노-PAI-1

(a)에서의 위의 도표와 상이한 데이터의 도표(달톤으로 나타냄).

도 51은 시노-PAI-1 단독 및 APGv2에 결합한 시노-PAI-1의 HDX 비교를 도시한 것이다. (a), 위쪽에 미결합 상태

및 아래쪽에 결합 상태를 가지는 평균 상대 분획 교환의 나비형 도표. 선은 10초, 1분, 5분 및 240분 시점에서

획득한 데이터에 상응한다. (b)에서, 시노-PAI-1 단독 또는 APGv2에 결합된 시노-PAI-1에 대한 위의 패널(a)로

부터의 상이한 데이터에 대한 도표.

도 52는 A44v11에 결합된 시노-PAI-1 및 APGv2에 결합된 시노-PAI-1의 HDX 비교를 도시화한 것이다. (a), 위쪽

에는 APGv2 결합 상태 및 아래쪽에는 A44v11 결합 상태를 가지는 평균 상대 분획 교환의 나비형 도표. 선은 10

초, 1분, 5분 및 240분 시점에서 획득한 데이터에 상응한다. (b), 위의 패널(a)로부터의 APGv2에 결합한 시노-

PAI-1 또는 A44v11에 결합한 시노-PAI-1에 대한 상이한 데이터의 도표.

도 53은 HDX MS에 의해 결정된 시노-PAI-1:A44v11 에피토프를 도시한 것이다. A44v11 항체에 결합된 상태에서

교환으로부터의 보호를 나타내는 시노 PAI-1(서열 번호 162)의 잔기는 굵은 글씨로 나타나 있다. 결정화 연구로

부터 결정된 시노-PAI-1:A44v11 에피토프의 잔기가 상자에 나타나 있다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본  발명은  인간  PAI-1에  특이적으로  결합하고  PAI-1의  생물학적  기능을  조절하는  항체  및  이의  단편을[0071]

제공한다. 이러한 항체는 PAI-1 관련 질환 또는 장애(예를 들어, 섬유증)를 치료하는 데에 특히 유용하다. 본

발명은 또한 약학적 조성물뿐 아니라 PAI-1 항체를 암호화하는 핵산, 이러한 항체, 또는 이의 단편을 제조하기

위한 재조합 발현 벡터 및 숙주 세포도 제공한다. 시험관 내 또는 생체내에서 PAI-1을 검출하거나 PAI-1 활성을

조절하기 위해 본원에 개시된 항체를 사용하는 방법도 또한 본 발명에 포함된다.

I. 정의[0072]

본 발명을 보다 쉽게 이해할 수 있도록 하기 위해, 우선 일정한 용어들이 정의된다.[0073]

본원에서 사용된, "인간 PAI-1"이라는 용어는 하기에 열거된 아미노산 서열로 이루어지거나 이를 포함하는 펩티[0074]

드를 지칭한다:

VHHPPSYVAHLASDFGVRVFQQVAQASKDRNVVFSPYGVASVLAMLQLTTGGETQQQIQAAMGFKIDDKGMAPALRHLYKELMGPWNKDEISTTDAIFVQRD[0075]

LKLVQGFMPHFFRLFRSTVKQVDFSEVERARFIINDWVKTHTKGMISNLLGKGAVDQLTRLVLVNALYFNGQWKTPFPDSSTHRRLFHKSDGSTVSVPMMAQ

TNKFNYTEFTTPDGHYYDILELPYHGDTLSMFIAAPYEKEVPLSALTNILSAQLISHWKGNMTRLPRLLVLPKFSLETEVDLRKPLENLGMTDMFRQFQADF

TSLSDQEPLHVAQALQKVKIEVNESGTVASSSTAVIVSARMAPEEIIMDRPFLFVVRHNPTGTVLFMGQVMEP(서열  번호  1),  또는  이의

단편.

본원에서 사용된, "항체"라는 용어는 이황화 결합에 의해 상호연결된 2개의 중(H)쇄 및 2개의 경(L)쇄인 4개의[0076]

폴리펩티드 사슬뿐 아니라 이의 다량체(예를 들어, IgM)를 포함하는 면역글로불린 분자를 지칭한다. 각각의 중

쇄는 중쇄 가변 영역(VH 또는 VH로 축약됨) 및 중쇄 불변 영역(CH 또는 CH)을 포함한다. 중쇄 불변 영역은 CH1,

CH2 및 CH3인 3개의 도메인을 포함한다. 각각의 경쇄는 경쇄 가변 영역(VL 또는 VL로 축약됨) 및 경쇄 불변 영역

(CL 또는 CL)을 포함한다. 경쇄 불변 영역은 하나의 도메인(CL1)을 포함한다. VH 및 VL 영역은 구조형성 영역(F

R)이라고 불리는 보다 보존된 영역 사이에 산재된 상보성 결정 영역(CDR)이라고 불리는 과가변성의 영역으로 더
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나누어질 수 있다. 각각의 VH 및 VL은 아미노 말단에서부터 카복시 말단으로 다음의 순서로 배열된 3개의 CDR 및

4개의 FR로 구성된다: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

본원에서 사용된, 항체의 "항원 결합 단편"이라는 용어는 항원에 특이적으로 결합하여 복합체를 형성하는 임의[0077]

의 자연적으로 발생하는, 효소적으로 얻어지는, 합성 또는 유전적으로 조작된 폴리펩티드 또는 당단백질을 포함

한다. 항체의 항원 결합 단편은, 예를 들어, 항체 가변 및 선택적으로 불변 도메인을 암호화하는 DNA의 발현 및

조작을 수반하는 재조합 유전자 조작 기술 또는 단백질 가수분해성 분해와 같은 임의의 적합한 표준 기술을 사

용하여 전체 항체 분자로부터 유래될 수 있다. 항원 결합 부위의 비제한적인 예는 (i) Fab 단편; (ii) F(ab')2

단편; (iii) Fd 단편; (iv) Fv 단편; (v) 단쇄 Fv(scFv) 분자; (vi) dAb 단편; 및 (vii) 항체의 과가변 영역

(예를 들어, 단리된 상보성 결정 영역(CDR))을 모사하는 아미노산 잔기로 이루어진 최소 인식 단위를 포함한다.

다른 조작된 분자, 예를 들어, 디아바디(diabody), 트리아바디(triabody), 테트라바디(tetrabody) 및 미니바디

(minibody)도 또한 "항원 결합 단편" 발현 내에 포함된다.

본원에서 사용된, "CDR" 또는 "상보성 결정 영역"이라는 용어는 중쇄 및 경쇄 폴리펩티드의 가변 영역 내에서[0078]

발견되는 비연속적인 항원 결합 자리를 의미한다. 이러한 특정 영역은 문헌(Kabat et al., J. Biol. Chem. 252,

6609-6616(1977) 및 Kabat et al., Sequences of protein of immunological interest.(1991), 및 Chothia et

al., J. Mol. Biol. 196:901-917(1987) 및 MacCallum et al., J. Mol. Biol. 262:732-745(1996))에 기술되어

있는데, 여기서 이러한 정의는 서로에 대해 비교할 때 아미노산 잔기의 하위 세트 또는 중첩을 포함한다. 카바

트(Kabat)의 정의는 서열 가변성을 기반으로 한다. 모든 종의 모든 IG 및 TR V-영역에 대한 IMGT 고유 번호는

가변 영역의 구조의 높은 보존성에 의존한다(Lefranc, Mp et al., Dev comp. Immunol. 27:55-77, 2003). 5,000

개를 초과하는 서열의 정렬 후 설정된 IMGT  번호가 고려되고 구조형성 및 CDR의 정의와 조합된다. 클로티아

(Clothia) 정의는 구조적 루프 영역의 위치를 기반으로 한다. 접촉 정의(MacCallum et al.)는 복합체 결정 구조

및 항체-항원 상호작용의 분석을 기반으로 한다. 위에 인용된 참조문헌 각각에 의해 정의된 바와 같은 CDR을 포

함하는 아미노산 잔기가 비교를 위해 기술되어 있다. 본원에 개시된 일 구현예에서, "CDR"이라는 용어는 카바트

정의에 의해 정의된 바와 같은 CDR이다. 본원에 개시된 다른 구현예에서, CDR은 IMGT에 의해 정의된 바와 같은

CDR이다.

본원에서 사용된 "구조형성(FR) 아미노산 잔기"라는 용어는 Ig 사슬의 구조형성 영역 내의 이러한 아미노산을[0079]

지칭한다. 본원에서 사용된 "구조형성 영역" 또는 "FR 영역"이라는 용어는, 가변 영역의 일부이지만, (예를 들

어, CDR의 접촉 정의를 사용한) CDR의 일부는 아닌 아미노산 잔기를 포함한다. 따라서, 가변 영역 구조형성은

길이가 약 100~120 아미노산 사이이지만, CDR의 외부의 아미노산만을 포함한다.

본 발명은 또한 본원에 개시된 항체의 CDR 아미노산 서열 내 "보존적 아미노산 치환", 즉, 항원, 즉, PAI-1에[0080]

대한 항체의 결합을 방해하지 않는 아미노산 서열 변형을 포함한다. 보존적 치환은 이러한 위치에서 아미노산

잔기의 전하 또는 극성에 대한 영향이 거의 없거나 전혀 없는 원래의 아미노산 잔기의 비자연적 잔기로의 치환

이다. 예를 들어, 보존적 치환은 폴리펩티드 내 비극성 잔기의 임의의 다른 비극성 잔기로의 교체로 인한 보존

적 치환이다. 나아가, 폴리펩티드 내 임의의 원래의 잔기는 또한 "알라닌 스캐닝 돌연변이유발"(Cunningham et

al., Science 244:1081-85(1989))에 대해 이전에 기술된 바와 같이, 알리닌으로 치환될 수 있다. 보존적 아미노

산 치환은 하나의 클래스 내 아미노산의 동일한 클래스의 아미노산으로의 치환을 포함하되, 여기서 클래스는,

예를 들어, 표준 데이호프 빈도 교환 매트릭스(Dayhoff frequency exchange matrix) 또는 BLOSUM 매트릭스에

의해 결정된 자연계에서 발견되는 상동 단백질 내 높은 치환 빈도 및 공통적인 물리화학적 아미노산 측쇄 성질

에  의해 정의된다.  6개의  일반적인 클래스의 아미노산 측쇄가 목록화 되어 있으며,  클래스 I(Cys);  클래스

II(Ser, Thr, Pro, Ala, Gly); 클래스 III(Asn, Asp, Gln, Glu); 클래스 IV(His, Arg, Lys); 클래스 V(Ile,

Leu, Val, Met); 및 클래스 VI(Phe, Tyr, Trp)를 포함한다. 예를 들어, Asp의, 다른 클래스 III 잔기, 예를 들

어, Asn, Gln, 또는 Glu으로의 치환은 보존적 치환이다. 따라서, PAI-1 항체 내에서 예측된 비필수 아미노산 잔

기는 동일한 클래스의 다른 아미노산 잔기로 교체된다. 항원 결합을 제거하지 않는 아미노산 보존적 치환을 확

인하는 방법은 당해 분야에 잘 알려져 있다(예를 들어, Brummell et al., Biochem. 32:1180, 1993; Kobayashi

et al. protein Eng. 12:879, 1999; 및 Burks et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:412, 1997 참조). 보존

적 아미노산 치환에 대한 일반적인 규칙은 아래의 표 1에 기술되어 있다.
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[0081]

보존적 아미노산 치환은 또한 비자연적으로 발생하는 아미노산 잔기(통상적으로 생물학적 시스템 내에서의 합성[0082]

보다는 화학적 펩티드 합성에 의해 삽입됨)도 포함한다. 이는 펩티도미메틱, 및 기타 아미노산 모이어티의 역전

또는 반전 형태를 포함한다.

아미노산 서열에 대한 보존적 변형(및 암호화 핵산에 대한 상응하는 변형)은 자연적으로 발생하는 PAI-1 항체의[0083]

것과 유사한 기능적 및 화학적 특성을 가지는 PAI-1 항체를 생성할 것으로 예상된다. 반대로, PAI-1 항체의 기

능적 또는 화학적 특성에서의 실질적인 변형은 (a) 치환된 면적 내 분자 골격의 구조, 예를 들어, 시트 또는 나

선형 형태, (b) 표적 자리에서의 분자의 전하 또는 소수성, 또는 (c) 측쇄의 벌크를 유지하는 효과가 유의하게

달라지는 치환을 선택함으로써 달성할 수 있다. 자연적으로 발생하는 잔기는 통상적인 측쇄 성질에 따라 군으로

분류될 수 있다:

1) 소수성: 노르류신, Met, Ala, Val, Leu, Ile;[0084]

2) 중성 친수성: Cys, Ser, Thr;[0085]

3) 산성: Asp, Glu;[0086]
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4) 염기성: Asn, Gln, His, Lys, Arg;[0087]

5) 사슬 배향에 영향을 주는 잔기: Gly, Pro; 및[0088]

6) 방향족: Trp, Tyr, Phe.[0089]

비보존적 치환은 이러한 클래스 중 하나의 구성원의 다른 클래스로부터의 구성원으로의 교환에 관련될 수 있다.[0090]

이러한 치환된 잔기가 비인간 PAI-1 항체와 상동성인 인간 PAI-1 항체의 영역 내 또는 분자의 비상동성 영역 내

에 도입될 수 있다.

일정한 양태에서, 중쇄 또는 경쇄 가변 영역은 본원에 개시된 임의의 가변 영역 서열에 99%, 98%, 97%, 96%,[0091]

95%, 94%, 93%, 92%, 91%, 또는 90% 동일하다.

본원에서 사용된, "특이적으로 결합한다"라는 용어는 1 x 10
-6
 M, 1 x 10

-7
 M, 1 x 10

-8
 M, 1 x 10

-9
 M, 1 x 10

-10
[0092]

M, 1 x 10
-11
 M, 1 x 10

-12
이하보다 낮은 Kd로 항원에 결합하는 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 능력을 지칭한

다. 이러한 용어는 또한 비특이적 항원에 대한 친화도보다 적어도 2배 더 높은 친화도로 항원에 결합하는 항체

또는 이의 항원 결합 단편의 능력에 대한 지칭을 포함한다.

본 개시는 또한 당해 분야에 알려진 경쟁적 결합을 결정하기 위한 임의의 방법, 예를 들어, 본원에 기술된 면역[0093]

검정법에 의해 결정된 본원에 개시된 에피토프에 대한 항체의 결합을 경쟁적으로 저해하는 항체를 제공한다. 일

정한 구현예에서, 항체는 에피토프에 대한 결합을 적어도 95%, 적어도 90%, 적어도 85%, 적어도 80%, 적어도

75%, 적어도 70%, 적어도 60%, 또는 적어도 50%만큼 경쟁적으로 저해한다.

본원에서 사용된, "항원"이라는 용어는 항체 또는 이의 항원 결합 단편에 의해 인식되는 결합 자리 또는 에피토[0094]

프를 지칭한다.

본원에서 사용된, "벡터”라는 용어는 핵산 분자가 연결되는 다른 핵산을 이동시킬 수 있는 핵산 분자를 지칭하[0095]

는 것으로 의도된다. 벡터의 한 가지 유형은 "플라스미드”이며, 이것은 추가적인 DNA 세그먼트가 라이게이션될

수 있는 환형 이중 가닥 DNA 루프를 지칭한다. 다른 유형의 벡터는 바이러스 벡터로, 바이러스 게놈 내에 추가

적인 DNA 세그먼트가 라이게이션될 수 있다. 일정 벡터(예컨대, 박테리아 복제 원점을 가지는 박테리아 벡터 및

포유동물 에피솜 벡터)는 그들이 도입되는 숙주 세포 내에서 자발적으로 복제할 수 있다. 다른 벡터(예컨대, 포

유동물 비에피솜 벡터)들은 숙주 세포로의 도입 시 숙주 세포의 게놈 내로 삽입될 수 있어서 숙주 게놈과 함께

복제된다. 또한, 일정 벡터들은 그들이 작동가능하게 연결되는 유전자의 발현을 유도할 수 있다. 이러한 벡터들

은 본원에서 "재조합 발현 벡터”(또는 간단하게, "발현 벡터”)로 지칭된다. 일반적으로, 재조합 DNA 기술에

활용되는 발현 벡터들은 대개 플라스미드의 형태이다. "플라스미드” 및 "벡터”라는 용어는 상호호환 가능하게

사용될  수  있다.  그러나,  본  발명은,  동등한  기능을  수행하는  바이러스  벡터(예컨대,  복제  결함

레트로바이러스, 아데노바이러스 및 아데노 관련 바이러스)와 같은 다른 형태의 발현 벡터들도 포함하는 것으로

의도된다.

다수의 발현 벡터 시스템이 본 발명의 목적을 위해 채용될 수 있다. 예를 들어, 하나의 클래스의 벡터는 소 파[0096]

필로마  바이러스,  폴리오마  바이러스,  아데노바이러스,  백시니아  바이러스,  배큘로바이러스,  레트로바이러스

(RSV, MMTV 또는 MOMLV) 또는 SV40 바이러스와 같은 동물 바이러스로부터 유래된 DNA 구성요소를 활용할 수 있

다. 그 외는 내부 리보솜 결합 자리를 가지는 폴리시스트론 시스템의 이용에 관련된다. 추가적으로, DNA가 그들

의 염색체 내로 삽입된 세포를 형질감염된 숙주 세포의 선택을 가능하게 하는 하나 이상의 마커를 도입함으로써

선택할 수 있다. 이러한 마커는 영양요구성 숙주에 독립영양을 제공하거나, 살생물제(예를 들어, 항생제) 내성,

또는 구리와 같은 중금속에 대한 내성을 제공할 수 있다. 선택적인 마커 유전자는 발현될 DNA 서열에 직접 연결

되거나 공동형질전환에 의해 동일한 세포 내로 도입될 수 있다. 추가적인 구성요소들도 또한 mRNA의 최적 합성

을 위해 필요할 수 있다. 이러한 구성요소들은 신호 서열, 스플라이싱 신호뿐 아니라 전사 프로모터, 인핸서,

및 종결 신호를 포함할 수 있다. 특정한 구현예에서 클로닝된 가변 영역 유전자는 위에서 논의된 바와 같이 중

쇄 및 경쇄 불변 영역 유전자(예를 들어, 인간) 합성체를 따라 발현 벡터 내에 삽입된다.

보다 일반적으로, 일단 항체, 또는 이의 단편을 암호화하는 벡터 또는 DNA 서열이 제조되면, 발현 벡터는 적절[0097]

한 숙주 세포 내로 도입될 수 있다. 즉, 숙주 세포가 형질전환될 수 있다. 숙주 세포로의 플라스미드의 도입은

당업자에게 잘 알려진 다양한 기술에 의해 달성될 수 있다. 이러한 기술은, 이에 제한되지는 않으나, 형질감염

(전기영동 및 전기천공을 포함함), 원형질 융합, 인산 칼슘 침전, 외피 DNA를 이용한 세포 융합, 미세주입, 및

완전한  바이러스로의  감염을  포함한다.  문헌(Ridgway,  A.  A.  G.  "Mammalian  expression  vectors"  Chapter
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24.2, pp. 470-472 vectors, Rodriguez and Denhardt, Eds.(Butterworths, Boston, Mass. 1988))을 참조한다.

본원에 개시된 하나의 구현예는 전기천공을 통한 플라스미드의 숙주로의 도입이다. 형질전환된 세포를 경쇄 및

중쇄의 생성에 적절한 조건 하에 성장시키고, 중쇄 또는 경쇄 단백질 합성에 대해 분석한다. 예시적인 검정 기

술은 효소 결합 면역 흡착 검정법(ELISA), 방사면역검정법(RIA), 또는 형광 활성화 세포 분류 분석법(FACS), 면

역조직화학법 등을 포함한다.

본원에서 사용된, "형질전환"이라는 용어는 유전자형을 바꾸고 이에 따라 수여자 세포 내 변화를 초래하는, 수[0098]

여자 숙주 세포 내로의 DNA의 도입을 지칭하는 넓은 의미로 사용되어야 한다.

"숙주 세포"는 재조합 DNA 기술을 사용하여 제작되고 적어도 하나의 이종 유전자를 암호화하는 벡터로 형질전환[0099]

된  세포를  지칭한다.  재조합  숙주로부터의  폴리펩티드의  단리를  위한  과정의  설명에서,  "세포"  및  "세포

배양물"이라는 용어는, 명백하게 다르게 명시되지 않는 한, 항체의 공급원을 나타내기 위해 상호교환가능하게

사용된다. 다시 말해, "세포"로부터 폴리펩티드의 회복은 전체 세포를 스핀 다운하거나 배지 및 현탁된 세포를

함유하는 세포 배양물로부터 유래된 것을 의미할 수 있다.

이러한 용어는 특정한 대상 세포뿐 아니라 이러한 세포의 자손세포도 지칭하는 것으로 의도된다는 것을 이해해[0100]

야 한다. 돌연변이 또는 환경적 영향으로 인해, 계대에서 일정한 변형이 발생할 수 있기 때문에, 이러한 자손세

포는, 실제로, 모 세포와 동일하지 않을 수 있지만, 본원에 사용된 "숙주 세포”라는 용어의 범주 내에 여전히

포함된다.

본원에서 사용된 "치료하다”, "치료하는” 및 "치료”라는 용어는 본원에 기술된 치료적 또는 예방적 조치를[0101]

지칭한다. "치료”의 방법은 질환 또는 장애 또는 재발한 질환 또는 장애의 하나 이상의 증상을 개선하거나 중

증도를 감소시키거나 지연시키거나, 치료하거나, 예방하거나, 이러한 치료의 부재 시 예상되는 생존률보다 대상

체의 생존률을 연장시키기 위해, 본원에 개시된 항체 또는 항원 결합 단편을 대상체, 예를 들어 PAI-I 관련 질

환 또는 장애(예컨대, 섬유조직 질환)을 가지거나 이러한 질환 또는 장애를 가지는 경향을 가지는 대상체에 투

여하는 것을 채용한다.

본원에 사용된 "PAI-I 관련 질환 또는 장애”라는 용어는 변형된 PAI-I의 수준 또는 활성이 발견되는 질환 상태[0102]

에 연관된 증상을 가지거나 가지지 않는 질환 상태를 포함한다. 예시적인 PAI-I 관련 질환 또는 장애는 다양한

유형의 섬유증을 포함한다.

본원에 사용된 "유효량”이라는 용어는, 본원에 기술된 바와 같이, 대상체에 투여될 때, PAI-I 관련 질환 또는[0103]

장애의 치료, 예후, 또는 진단을 시행하기에 충분한 PAI-I에 결합하는 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 양을

지칭한다. 치료적 유효량은 치료될 병태 및 대상체, 대상체의 체중 및 연령, 병태의 중증도, 투여의 방식 등에

따라 달라질 것이고, 당업자에 의해 용이하게 결정될 수 있다. 투여량은, 예를 들어, 약 1 ng 내지 약 10,000

mg, 약 1 ug 내지 약 5,000 mg, 약 1 mg 내지 약 1,000 mg, 약 10 mg 내지 약 100 mg의 범위의 본원에 개시된

항체 또는 이의 항원 결합 단편일 수 있다. 투여 계획은 최적 치료 반응을 제공하기 위해 조정될 수 있다.

또한, 유효량은 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 임의의 독성 또는 해로운 효과(즉, 부작용)가 최소화되거나

이로운 효과가 더 큰 양이다.

본원에서 사용된 "대상체”또는 "포유동물"이라는 용어는 임의의 인간 또는 인간이 아닌 동물을 포함한다.[0104]

본원에서 사용된 "에피토프”라는 용어는 파라토프(paratope)라고 알려진 항체 분자의 가변 영역 내 특이적인[0105]

항원 결합 자리와 상호작용하는 항원성 결정기를 지칭한다. 단일 항원이 하나 이상의 에피토프를 가질 수 있다.

따라서, 상이한 항체들은 항원 상의 상이한 영역에 결합할 수 있고, 상이한 생물학적 효과를 가질 수 있다. 에

피토프는 구조적 또는 선형일 수 있다. 구조적 에피토프는 선형 폴리펩티드 사슬의 상이한 세그먼트로부터 공간

적으로 나란히 놓인 아미노산에 의해 생성된다. 선형 에피토프는 폴리펩티드 사슬 내 인접한 아미노산 잔기에

의해 생성되는 것이다.

여기서, 본 명세서 및 첨부된 청구범위에서 사용된 "하나의(a, an, the)"와 같은 단수 형태는 문맥에서 명확하[0106]

게 다르게 지시되지 않는 한 복수 참조를 포함한다는 것을 주지한다.

II. 항-PAI-1항체[0107]

일 양태에서 본 발명은 인간 PAI-1에 특이적으로 결합하는 항체, 또는 이의 항원 결합 단편을 제공한다. 본원에[0108]

개시된 항체의 예시적인 VH, VL 및 CDR 아미노산 서열 및 뉴클레오티드 서열이 표 2에 기술되어 있다. 표 2에

나타낸 CDR 영역은 IMGT에 의해 정의된다.
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[0112]

다른 구현예에서, 본 발명은, 각각, 서열 번호 6 및 7에 기재된 VH 및 VL 영역 아미노산 서열을 포함하는 항체,[0113]

또는 이의 항원 결합 단편을 경쟁적으로 저해하거나 이와 동일한 에피토프에 결합하는 항-PAI-1 항체를 제공한

다. 이러한 항체는, 예를 들어, 표면 플라스몬 공명(SPR)-기반 경쟁 검정을 포함하는, 일상적인 경쟁 결합 검정

법을 사용하여 확인할 수 있다.

III. 변형된 항-PAI-1 항체[0114]

일정한 구현예에서, 본원에 개시된 항-PAI-1 항체는 하나 이상의 변형을 포함할 수 있다. 본원에 개시된 항-[0115]

PAI-1 항체의 변형된 형태는 당해 분야에 알려진 임의의 기술을 사용하여 제조될 수 있다.

i) 면역원성 감소[0116]

일정 구현예에서, 본원에 개시된 PAI-1 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 그들의 면역원성을 낮추기 위해 당해[0117]

분야에 알려진 기술을 사용하여 변형된다. 예를 들어, 항체 또는 이의 단편은 키메라화되거나, 인간화되거나,

탈면역화될 수 있다.

일 구현예에서, 본원에 개시된 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 키메라일수 있다. 키메라 항체는 항체의 상이[0118]

한 부위들이 상이한 동물 종으로부터 유래한 항체, 예를 들면 뮤라인 단일클론 항체로부터 유래한 가변 영역 및

인간 면역글로불린 불변 영역을 가지는 항체이다. 키메라 항체 또는 이의 단편을 제조하기 위한 방법은 당해 분

야에 공지되어 있다. 예컨대, 그 전체가 본원에 참조로서 포함된 문헌(예를 들어, Morrison, Science 229:1202

1985; Oi et al., BioTechniques 4:214 (1986); Gillies et al., J. Immunol. Methods 125:191 1989; 미국 특
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허 제5,807,715호; 제4,816,567호; 및 제4,816,397호)을 참조한다. "키메라 항체"의 생성을 위해 개발된 기술

(Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 81:851-855 1984; Neuberger et al., Nature 312:604-608 1984;

Takeda  et  al.,  Nature  314:452-454  1985)이 상기 분자의 합성을 위해 채용될 수 있다. 예를 들어, 마우스

PAI-1 항체 분자의 결합 특이성을 암호화하는 유전 서열이 적절한 생물학적 활성의 인간 항체 분자로부터의 서

열과 함께 융합될 수 있다. 본원에서 사용된 바와 같이, 키메라 항체는 상이한 부위들이 상이한 동물종으로부터

유래된 분자, 예를 들면 뮤라인 단일클론 항체로부터 유래된 가변 영역 및 인간 면역글로불린 불변 영역을 가지

는 분자, 예컨대, 인간화 항체이다.

다른 구현예에서, 본원에 개시된 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 인간화된다. 인간화 항체는 비인간 항체로부[0119]

터의 하나 이상의 상보성 결정 영역(CDR) 및 인간 항체 분자로부터의 구조형성 영역을 포함하는 결합 특이성을

가진다. 종종, 인간 구조형성 영역의 구조형성 잔기는 항원 결합을 변경 또는 개선하기 위해 CDR 공여자 항체로

부터의 상응하는 잔기로 치환될 것이다. 이러한 구조형성부 치환은 당해분야에 잘 공지된 방법에 의해, 예컨대

항원 결합에 중요한 구조형성 잔기를 식별하기 위한 CDR과 구조형성 잔기의 상호작용의 모델링 및 특정 위치에

서 특이한 구조형성 잔기를 식별하기 위한 서열비교에 의해 식별된다. 예컨대, 그 전체가 본원에 참조로서 포함

된 Queen et al., 미국 특허 제5,585,089호; Riechmann et al., Nature 332:323 1988)을 참조한다. 항체는, 예

를  들어  CDR  이식(EP  239,400;  국제  공개  WO  91/09967;  미국  특허  제5,225,539호;  제5,530,101호;  및  제

5,585,089호), 베니어링(veneering) 또는 표면치환(resurfacing)(EP 592,106; EP 519,596; Padlan, Molecular

Immunology 28:489-498, 1991; Studnicka et al., Protein Engineering 7:805, 1994; Roguska. et al., PNAS

91:969, 1994) 및 사슬 셔플링(미국 특허 제5,565,332호)을 포함하는 당해 분야에 공지된 다양한 기술들을 사용

하여 인간화될 수 있다.

특정 구현예에서, 면역 인식 중간 및 면역 인식에서 항체의 분자적 유연성의 영향에 기반한 인간화 방법이 채용[0120]

된다(그 전체가 본원에 참조로서 포함된 국제 공개 번호 WO2009/032661을 참조한다). 단백질 유연성은 단백질

분자의 분자 운동에 관련된다. 단백질 유연성은 전체 단백질, 단백질의 일부, 또는 단일 아미노산 잔기가 서로

현저하게 다른 구조들의 총체를 채택하는 능력이다. 단백질 유연성에 대한 정보는 단백질 X-선 결정 실험(예를

들어, Kundu et al., Biophys. J. 83:723, 2002을 참조), 핵자기공명 실험(예를 들어, Freedberg et al., J.

Am. Chem. Soc. 120:7916, 1998 참조)을 수행하거나 분자 역학(MD) 시뮬레이션을 시행함으로써 수득할 수 있다.

단백질의 MD 시뮬레이션은 컴퓨터에서 수행되고, 원자의 서로 간의 물리적 상호작용을 계산함으로써 임의의 기

간 동안 모든 단백질 원자들의 운동을 결정하도록 한다. MD 시뮬레이션의 결과는 연구된 단백질의 시뮬레이션

기간 동안의 궤적이다. 궤적(또한 스냅샷으로도 불림)은 단백질 구조들의 총체이며, 시뮬레이션 기간 동안, 예

컨대, 1 피코세컨드(ps)마다 주기적으로 수집된다. 스냅샷의 총체를 분석함으로써, 단백질 아미노산 잔기의 유

연성을 정량할 수 있다는 것이다. 따라서, 유연한 잔기는 그 잔기가 존재하는 폴리펩티드의 맥락 내의 상이한

구조의  총체를  채택하는  잔기이다.  MD  방법은  당해  분야에  공지되어  있으며,  예컨대,  문헌(Brooks  et  al.

"Proteins:  A  Theoretical  Perspective  of  Dynamics,  Structure  and  Thermodynamics"  (Wiley,  New  York,

1988)을 참조한다. Amber(Case et al. J. Comp. Chem. 26:1668, 2005; Brooks et al. J. Comp. Chem. 4:187,

1983;  및  MacKerell  et  al.  (1998)  "The  Encyclopedia  of  Computational  Chemistry"  vol.  1:271-177,

Schleyer et al., eds. Chichester: John Wiley & Sons 참조) 또는 Impact(Rizzo et al. J. Am. Chem. Soc.

122:12898, 2000 참조)와 같은 몇몇 소프트웨어들이 MD 시뮬레이션을 가능하게 한다.

대부분의 단백질 복합체는 상대적으로 크고 평면인 매복 표면을 공유하고, 결합 파트너의 유연성이 그들을 서로[0121]

구조적으로 맞출 수 있게 하는 그들의 가소성의 기원을 제공한다(Sundberg and Mariuzza, Structure 8, R137-

R142, 2000). 이처럼, "유도 맞춤”의 예가 단백질 계면에서 지배적인 역할을 수행하는 것으로 나타난다. 또한,

단백질이 실제로 다양한 형태 크기 및 조성의 리간드에 결합하고(Protein Science 11:184-187, 2002) 구조적 다

양성이 상이한 파트너를 인식하는 능력의 필수적인 구성요소인 것으로 보인다(James et al., Science 299:1362,

2003)는 것을 나타내는 데이터가 꾸준히 증가하고 있다. 유연한 잔기는 단백질-단백질 파트너의 결합에 관련된

다(Grunberg et al., Structure 14, 683, 2006).

유연성 잔기들은 상호작용 영역들의 총체를 제공하는 다양한 구조를 채택할 수 있고, 다양한 구조는 기억 B 세[0122]

포에 의해 인식되고 면역 반응을 유발할 수 있다. 따라서, 항체는 구조형성부로부터의 다수의 잔기들을 변형함

으로써 인간화될 수 있어서, 변형된 항체의 의해 제시되는 총체적인 구조 및 인식 영역이 인간 항체에 의해 채

택된 총체적인 구조 및 인식 영역과 가능한 한 닮게 된다. 이는 제한된 수의 잔기들을 다음에 의해 변형함으로

써 달성할 수 있다: (1) 모 mAb의 상동성 모델 구축 및 MD 시뮬레이션 수행; (2) 유연성 잔기의 분석 및 비인간

항체 분자의 가장 유연한 잔기의 식별 및 이종성 또는 분해 반응의 원천이 될 수 있는 잔기 또는 모티프의

공개특허 10-2016-0035077

- 27 -



식별; (3) 모항체와 가장 유사한 총체적인 인식 면적을 제시하는 인간 항체의 식별; (4) 돌연변이될 유연성 잔

기의 결정, 이종성 및 분해의 원천이 될 수 있는 잔기 또는 모티프도 또한 돌연변이화된다; 및 (5) 공지된 T 세

포 또는 B 세포 에피토프의 존재에 대한 검증. 유연성 잔기는, 본원에 교시된 바와 같이, 시뮬레이션 기간 동안

단백질 원자들과 물 용매의 상호작용을 고려한 내재 용매 모델을 사용한 MD 계산을 통해 밝혀질 수 있다. 

일단 가변 경쇄 및 중쇄 내 유연성 잔기들의 세트가 식별되면, 관심있는 항체의 중쇄 및 경쇄 가변 영역 구조형[0123]

성부와 밀접하게 닮은 인간 중쇄 및 경쇄 가변 영역 구조형성부의 세트가 식별된다. 이는, 예를 들어, 항체 인

간  생식계열  서열의 데이터베이스에 대한 유연성  잔기들의 세트의 BLAST  검색을 사용하여 수행될 수 있다.

또한, 이는 모 mAb의 역학을 생식계열 표준구조의 라이브러리의 역학과 비교함으로써 수행될 수 있다. 항원에

대한 높은 친화도를 보존하기 위해 CDR 잔기 및 이웃하는 잔기는 검색으로부터 제외된다. 유연성 잔기들은 그런

다음 교체된다. 

몇몇 인간 잔기들이 유사한 상동성을 나타낼 때, 선택은 또한 인간화 항체의 용액 거동에 영향을 미칠 수 있는[0124]

잔기들의 성질에 의해 이루어진다. 예를 들어, 소수성 잔기에 걸쳐 노출된 유연성 루프 내에는 극성 잔기들이

종종 나타날 것이다. 불안정성 및 이종성의 잠재적인 원천인 잔기들은 심지어 잔기들이 CDR에서 발견되더라도

또한 돌연변이화된다. 돌연변이는, 산소 라디칼, Asp-Pro 디펩티드의 산 불안정성 결합과 같은 산 불안정성 결

합(Drug  Dev.  Res.  61:137,  2004)의  가수분해,  작은  아미노산(예를  들면,  Gly,  Ser,  Ala,  His,  Asn  또는

Cys(J. Chromatog. 837:35, 2006))이 뒤따르는 노출된 아스파라긴 잔기와 함께 발견되는 탈아미드화 자리, 및

N-당화 자리(예를 들면, Asn-X-Ser/Thr 자리)로부터 기인할 수 있는 술폭사이드 형성에 따른 메티오닌의 노출을

포함할 것이다. 통상적으로, 노출된 메티오닌은 Leu에 의해 치환될 것이거나, 노출된 아스파라긴은 글루타민 또

는 아스파르산염에 의해 교체될 것이거나, 후속 잔기가 변할 것이다. 당화 자리(Asn-X-Ser/Thr)에 대해서는,

Asn 또는 Ser/Thr 잔기 중 하나가 변할 것이다.

얻어진 복합 항체 서열은 공지된 B 세포 또는 선형 T 세포 에피토프의 존재에 대하여 점검된다. 검색은, 예를[0125]

들어, 열람가능한 면역 에피토프 데이터베이스(Immune Epitope Data Base, IEDB)(PLos Biol. (2005) 3(3)e91)

를 사용하여 수행할 수 있다. 만약 공지된 에피토프가 복합 서열 내에서 발견된다면, 다른 세트의 인간 서열을

검색하고 치환할 수 있다. 따라서, 미국 특허 제5,639,641호의 표면치환법과는 다르게, B 세포 매개 및 T 세포

매개 면역원성 반응이 모두 본 방법에 의해 다루어질 수 있다. 본 방법은, 또한, CDR 이식에서 때때로 관찰되는

활성의 소실 문제를 회피한다(미국 특허 제5,530,101호). 또한, 안정성 및 용해성 문제들도 조작 및 선택 과정

에서 고려되어, 낮은 면역원성, 높은 항원 친화도, 및 개선된 생물물리학적 성질을 위해 최적화된 항체가 얻어

진다. 

일부 구현예에서, 탈면역화가 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 면역원성을 낮추기 위해 사용될 수 있다. 본원[0126]

에서 사용된, "탈면역화”라는 용어는 T 세포 에피토프를 변형하기 위한 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 변경

을 포함한다(예컨대, 국제 공개 번호 WO9852976A1, WO0034317A2를 참조). 예를 들어, 출발 항체로부터의 VH 및

VL 서열이 분석될 수 있고, 상보성 결정 영역(CDR) 및 서열 내 다른 주요 잔기들과 비교하여 에피토프의 위치를

보여주는 인간 T 세포 에피토프 "지도”가 각각의 V 영역으로부터 생성될 수 있다. T 세포 에피토프 지도로부터

의 개별적인 T 세포 에피토프들이 최종 항체의 활성을 변경시킬 위험이 낮은 대안적인 아미노산 치환을 식별하

기 위해 분석된다. 아미노산 치환의 조합을 포함하는 다양한 대안적인 VH 및 VL 서열들이 설계되고, 이러한 서

열들은, 이어서, 본원에 개시된 진단 및 치료 방법에 사용하기 위해 다양한 PAI-1 특이적 항체 또는 이의 단편

에 삽입된 다음, 기능에 대해 시험된다. 통상적으로, 12 및 24개 사이의 변이 항체들이 생성되고 시험된다. 다

음으로, 변형된 V 및 인간 C 영역을 포함하는 완전한 중쇄 및 경쇄 유전자가 발현 벡터 내로 클로닝되고, 이어

서 플라스미드가 전항체의 생성을 위해 세포주 내로 도입된다. 그런 다음, 항체들은 적절한 생화학 및 생물학적

검정으로 비교되고, 최적의 변이체가 식별된다.

ii) 효과기 기능 및 Fc 변형[0127]

본원에 개시된 항-PAI-1 항체는 하나 이상의 효과기 기능을 매개하는 항체 불변 영역(예컨대, IgG 불변 영역,[0128]

예컨대, 인간 IgG 불변 영역, 예컨대, 인간 IgG1 또는 IgG4 불변 영역)을 포함할 수 있다. 예를 들어, 항체 불

변 영역과 보체의 C1 구성요소의 결합은 보체 시스템을 활성화시킬 수 있다. 보체의 활성화는 세포 병원체의 옵

소닌화 및 용해에 중요하다. 보체의 활성화는 또한 염증성 반응을 자극하고 또한 자가면역 과민증과 관련될 수

있다. 또한, 항체는 세포 상의 Fc 수용체(FcR)에 결합하는 항체 Fc 영역 상의 Fc 수용체 결합 자리를 가지는 Fc

영역을 통하여 다양한 세포 상의 수용체에 결합한다. IgG(감마 수용체), IgE(엡실론 수용체), IgA(알파 수용체)

및 IgM(뮤 수용체)을 포함하는 상이한 클래스의 항체에 특이적인 다수의 Fc 수용체가 존재한다. 세포 표면 상의
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항체 Fc 수용체에 대한 항체의 결합은 항체로 코팅된 입자의 포획 및 파괴, 면역 복합체들의 제거, 살상 세포들

에 의한 항체로 코팅된 표적 세포들의 용해(항체 의존성 세포 매개 세포독성, 또는 ADCC로 불림), 염증성 매개

체들의 방출, 태반 이동 및 면역글로불린 생성의 제어를 포함하는 다수의 중요하고 다양한 생물학적 반응들을

유발한다. 일정한 구현예에서, 본원에 개시된 항체 또는 이의 단편은 Fc 감마 수용체에 결합한다. 대안적인 구

현예에서, 본원에 개시된 항-PAI-1 항체는 하나 이상의 효과기 기능(예컨대, ADCC 활성)이 없는 불변 영역을 포

함할 수 있거나 Fc 수용체에 결합할 수 없다.

본원에 개시된 일정한 구현예는 하나 이상의 불변 영역 도메인의 적어도 하나의 아미노산이 결실되거나 그렇지[0129]

않으면 변경되어 원하는 생화학적 특성(예를 들면, 대략 동일한 면역원성의 미변경 전항체와 비교할 때, 감소되

거나 향상된 효과기 기능, 비공유적으로 이량체화되는 능력, 신체 내 특정 자리(예를 들어, 종양의 자리, 또는

특정 기관)로 국소화되는 능력의 증가, 감소된 혈청 반감기, 또는 증가된 혈청 반감기)을 제공하는 항-PAI-1항

체를 포함한다. 예를 들어, 본원에 개시된 진단 및 치료 방법에 사용하기 위한 일정 항체 또는 이의 단편은 도

메인이 결실된 항체로, 면역글로불린 중쇄와 유사한 폴리펩티드 사슬을 포함하지만, 하나 이상의 중쇄 도메인의

적어도 하나의 부위가 결여되어 있다. 예를 들어, 일정 항체에서, 변형된 항체의 불변 영역의 하나의 전체 도메

인이 결실될 것이고, 예를 들어, CH2 도메인의 전부 또는 일부가 결실될 것이다. 

다른 일정 구현예에서, 항-PAI-1 항체는 상이한 항체 동형으로부터 유래한 불변 영역(예컨대, 인간 IgG1, IgG2,[0130]

IgG3, 또는 IgG4 중 2종 이상으로부터 유래한 불변 영역)을 포함한다. 다른 구현예에서, 항-PAI-1 항체는 키메

라 힌지(즉, 상이한 항체 동형의 힌지 도메인으로부터 유래한 힌지 부위, 예컨대 IgG4 분자로부터의 상부 힌지

도메인 및 IgG1 중간 힌지 도메인을 포함하는 힌지)를 포함한다. 일 구현예에서, 항-PAI-1 항체는 인간 IgG4 분

자로부터의 Fc 영역 또는 이의 부위 및 분자의 코어 힌지 영역 내 Ser228Pro 돌연변이(카바트 번호부여)를 포함

한다.

일정한 항-PAI-1 항체에서, Fc 부위는 효과기 기능을 높이거나 낮추기 위해 당해 분야에 공지된 기술을 사용하[0131]

여 돌연변이화될 수 있다. 예를 들어, 불변 영역 도메인의 (점돌연변이 또는 다른 수단을 통한) 결실 및 불활성

화는 변형된 혈중 항체의 Fc 수용체 결합을 감소시킴으로써 종양 국소화를 증가시킨다. 다른 경우에서, 본 발명

과 일치하는 불변 영역 변형은 보체 결합을 약화시켜서, 접합된 세포독소의 혈청 반감기 및 비특이적 결합을 감

소시키는 것일 수 있다. 이황화 결합 또는 올리고당 모이어티를 변형시키기 위해 불변 영역의 여전히 다른 변형

이 사용될 수 있고, 증가된 항원 특이성 또는 유연성으로 인해 국소화를 향상시킬 수 있다. 변형의 결과적인 생

리학적 프로파일, 생물학적 이용가능성 및 다른 생화학적 효과, 예를 들면, 종양 국소화, 생물학적 분배, 및 혈

청 반감기는 불필요한 실험 없이 잘 알려진 면역학적 기술들을 사용하여 쉽게 측정되고 정량될 수 있다.

일정 구현예에서, 본원에 개시된 항체에 채용된 Fc 도메인은 Fc 변이체이다. 본원에서 사용된 "Fc 변이체”라는[0132]

용어는 상기 Fc 도메인이 유래된 야생형 Fc 도메인과 비교하여 적어도 하나의 아미노산 치환을 가지는 Fc 도메

인을 지칭한다. 예를 들어, Fc 도메인이 인간 IgG1 항체로부터 유래한 경우, 상기 인간 IgG1 Fc 도메인의 Fc 변

이체는 상기 Fc 도메인과 비교하여 적어도 하나의 아미노산 치환을 포함한다.

Fc 변이체의 아미노산 치환(들)은 Fc 도메인 내 임의의 위치(즉, 임의의 EU 관례 아미노산 위치)에 위치할 수[0133]

있다. 일 구현예에서, Fc 변이체는 힌지 도메인 또는 이의 부위에 위치한 아미노산 위치에 치환을 포함한다. 다

른 구현예에서, Fc 변이체는 CH2 도메인 또는 이의 부위에 위치한 아미노산 위치에 치환을 포함한다. 다른 구현

예에서, Fc 변이체는 CH3 도메인 또는 이의 부분에 위치한 아미노산 위치에 치환을 포함한다. 다른 구현예에서,

Fc 변이체는 CH4 도메인 또는 이의 부분에 위치한 아미노산 위치에 치환을 포함한다. 

본원에 개시된 항체는 효과기 기능 또는 FcR 결합을 개선(예컨대, 감소 또는 향상)하는 것으로 알려진 임의의[0134]

당해 분야에 알려진 Fc 변이체를 채용할 수 있다. 상기 Fc 변이체는, 예를 들어, 각각 참조로서 본원에 포함된

국제  PCT  공개  WO88/07089A1,  WO96/14339A1,  WO98/05787A1,  WO98/23289A1,  WO99/51642A1,  WO99/58572A1,

WO00/09560A2,  WO00/32767A1,  WO00/42072A2,  WO02/44215A2,  WO02/060919A2,  WO03/074569A2,  WO04/016750A2,

WO04/029207A2,  WO04/035752A2,  WO04/063351A2,  WO04/074455A2,  WO04/099249A2,  WO05/040217A2,

WO05/070963A1,  WO05/077981A2,  WO05/092925A2,  WO05/123780A2,  WO06/019447A1,  WO06/047350A2,  및

WO06/085967A2 또는 미국 특허 제5,648,260호; 제5,739,277호; 제5,834,250호; 제5,869,046호; 제6,096,871호;

제6,121,022호;  제6,194,551호;  제6,242,195호;  제6,277,375호;  제6,528,624호;  제6,538,124호;

제6,737,056호; 제6,821,505호; 제6,998,253호; 및 제7,083,784호에 개시된 아미노산 치환 중 임의의 하나를

포함할 수 있다. 예시적인 일 구현예에서, 본원에 개시된 항체는 EU 위치 268에 아미노산 치환을 포함하는 Fc

변이체(예컨대, H268D 또는 H268E)를 포함할 수 있다. 다른 예시적인 구현예에서, 본원에 개시된 항체는 EU 위

공개특허 10-2016-0035077

- 29 -



치 239번(예컨대, S239D 또는 S239E) 또는 EU 위치 332번(예컨대, I332D 또는 I332Q)에 아미노산 치환을 포함

할 수 있다.

일정 구현예에서, 본원에 개시된 항체는 항체의 항원 비의존성 효과기 기능, 특히 항체의 순환 반감기를 변경하[0135]

는 아미노산 치환을 포함하는 Fc 변이체를 포함할 수 있다. 이러한 항체는 이러한 치환이 결여된 항체에 비교하

여 증가하거나 감소된 FcRn에 대한 결합을 나타내며, 따라서, 혈청 내에서 각각 증가하거나 감소된 반감기를 가

진다. FcRn에 대한 개선된 친화도를 가지는 Fc 변이체는 더 긴 혈청 반감기를 가지는 것으로 예상되며, 이러한

분자들은 투여되는 항체의 반감기가 긴 것이 바람직한 포유동물의 치료, 예컨대, 만성 질환 또는 장애를 치료하

기 위한 방법에 유용하게 적용된다. 반대로, 감소된 FcRn 결합 친화도를 가지는 Fc 변이체는 더 짧은 반감기를

가지는 것으로 예상되며, 이러한 분자들은 또한, 예를 들어, 단축된 순환 시간이 유리할 수 있는 포유동물에의

투여, 예컨대 생체 내 진단 영상화 또는 출발 항체가 연장된 기간 동안 순환계에 존재하는 경우 독성 부작용을

가지는 상황에 유용하다. 감소된 FcRn 결합 친화도를 가지는 Fc 변이체는 또한 태반을 가로지르는 경향이 낮기

때문에 임신한 여성의 질환 또는 장애의 치료에 또한 유용하다. 추가로, 감소된 FcRn 결합 친화도가 바람직할

수  있는  다른  적용예는  뇌,  신장  또는  간으로의  국소화가  바람직한  적용예를  포함한다.  예시적인  일

구현예에서, 본원에 개시된 변경된 항체는 혈관으로부터 신장 사구체의 표피를 가로지르는 이동의 감소를 나타

낸다. 다른 구현예에서, 본원에 개시된 변경된 항체는 뇌로부터 혈관 공간으로 뇌혈관 장벽(BBB)을 가로지르는

이동의 감소를 나타낸다. 일 구현예에서, 변경된 FcRn 결합을 가지는 항체는 Fc 도메인의 "FcRn 결합 루프” 내

에 하나 이상의 아미노산 치환을 가지는 Fc 도메인을 포함한다. FcRn 결합 루프는 아미노산 잔기 280 내지 299

(카바트 번호부여에 따름)로 구성된다. FcRn 결합 활성을 바꾸는 예시적인 아미노산 치환이 본원에 참조로서 포

함된 국제 PCT 공개 WO05/047327에 개시되어 있다. 예시적인 일정 구현예에서, 본원에 개시된 항체 또는 이의

단편은 하기 치환 중 하나 이상을 포함하는 Fc 도메인을 포함한다: V284E, H285E, N286D, K290E 및 S304D(카바

트 번호부여).

다른 구현예에서, 본원에 기술된 진단 및 치료 방법에 사용하기 위한 항체는 당화를 감소시키거나 제거하도록[0136]

변경된 불변 영역, 예컨대 IgG1 또는 IgG4 중쇄 불변 영역을 가진다. 예를 들어, 본원에 개시된 항체는 또한 항

체의 당화를 변경하는 아미노산 치환을 포함하는 Fc 변이체를 포함할 수 있다. 예를 들어, 상기 Fc 변이체는 감

소된 당화(예컨대, N- 또는 O- 결합 당화)를 가질 수 있다. 예시적인 구현예에서, Fc 변이체는 보통 아미노산

위치 297번(EU 번호부여)에서 발견되는 N-결합 글리칸의 당화의 감소를 포함한다. 다른 구현예에서, 항체는 당

화 모티브(예를 들어, 아미노산 서열 NXT 또는 NXS를 포함하는 N-결합 당화 모티프)에 가깝게 또는 당화 모티프

내에 아미노산 치환을 가진다. 특정 구현예에서, 항체는 아미노산 위치 228 또는 299번(EU 번호부여)에 아미노

산 치환을 가지는 Fc 변이체를 포함한다. 더욱 특정한 구현예에서, 항체는 S228P 및 T299A 돌연변이(EU 번호부

여)를 포함하는 IgG1 또는 IgG4 불변 영역을 포함한다.

감소되거나  변경된  당화를  부여하는  예시적인  아미노산  치환은  본원에  참조로서  포함된  국제  PCT  공개[0137]

WO05/018572에 개시되어 있다. 일정한 구현예에서, 본원에 개시된 항체 또는 이의 단편은 당화를 제거하기 위해

변형된다. 이러한 항체 또는 이의 단편은 "어글리(agly)" 항체 또는 이(예컨대, "어글리 항체”)의 단편으로 지

칭될 수 있다. 이론에 얽매이지 않으면서, "어글리” 항체, 또는 이의 단편은 개선된 생체 내 안전성 및 안정성

프로파일을 가질 수 있는 것으로 여겨진다. 예시적인 어글리 항체 또는 이의 단편은 Fc 효과기 기능이 결여된

IgG4 항체의 무당화 Fc 영역을 포함함으로써 PAI-1을 발현하는 보통의 중요 기관에 대한 Fc 매개 독성의 가능성

을 제거한다. 여전히 다른 구현예에서, 본원에 개시된 항체 또는 이의 단편은 변경된 글리칸을 포함한다. 예를

들어, 항체는 Fc 영역의 Asn297의 N-글리칸 상에 감소된 수의 푸코스 잔기를 가질 수 있다(즉, 무푸코실화된

다). 다른 구현예에서, 항체는 Fc 영역의 Asn297의 N-글리칸 상에 변경된 수의 시알산 잔기를 가질 수 있다.

iii) 공유 부착[0138]

본원에 개시된 항-PAI-1 항체는, 예컨대 공유 부착이 항체가 그의 동족 에피토프에 특이적으로 결합하는 것을[0139]

방지하지 않도록 하는 항체에 대한 분자의 공유 부착에 의해 변형될 수 있다.  제한의 방식이 아니라,  예를

들어, 본원에 개시된 항체 또는 이의 단편은 당화, 아세틸화, 페길화, 인산화, 아미드화, 공지된 보호기/차단기

에 의한 유도체화, 단백질 가수분해, 세포 리간드 또는 다른 단백질 등에 의한 결합에 의해 변형될 수 있다. 특

이적 화학적 분해, 아세틸화, 포밀화 등을 포함하나 이에 제한되지는 않는 공지된 기술에 의해 다수의 화학적

변형 중 임의의 것이 수행될 수 있다. 추가적으로, 유도체는 하나 이상의 비 고전적 아미노산 치환을 포함할 수

있다.

본원에 개시된 항체 또는 이의 단편은 또한 N- 또는 C- 말단 이종 폴리펩티드에 재조합적으로 융합되거나 폴리[0140]
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펩티드 또는 다른 조성물에 화학적으로 접합(공유 및 비공유 접합을 포함함)될 수 있다. 예를 들어, 항-PAI-1

항체가 검출 검정에서 표지로서 유용한 분자 및 이종 폴리펩티드, 약물, 방사성핵종 또는 독소와 같은 효과기

분자에 재조합적으로 융합되거나 접합될 수 있다. 예컨대, 국제 PCT 공개 번호 WO 92/08495; WO 91/14438; WO

89/12624; 미국 특허 제5,314,995호; 및 EP 396,387을 참조한다.

항-PAI-1 항체가 생체 내 반감기를 증가시키거나 당해 분야에 공지된 방법을 사용하는 면역검정법에 사용하기[0141]

위해 이종 폴리펩티드에 융합될 수 있다. 예를 들어, 일 구현예에서, 생체 내 반감기를 증가시키기 위해 PEG가

본원에 개시된 항-PAI-1 항체에 접합될 수 있다(Leong, S. R., et al., Cytokine 16:106, 2001; Adv. in Drug

Deliv. Rev. 54:531, 2002; 또는 Weir et al., Biochem. Soc. Transactions 30:512, 2002).

더욱이, 본원에 개시된 항-PAI-1 항체는 그들의 정제 또는 검출을 촉진하기 위한 펩티드와 같은 마커 서열에 융[0142]

합될 수 있다. 일정한 구현예에서, 마커 아미노산 서열은 상업적으로 입수가능한 많은 다른 것들 중에서 pQE 벡

터(QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth, Calif., 91311)에 제공되는 태그와 같은 헥사 히스티딘 펩티

드이다. 문헌(Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:821-824, 1989)에 기술된 바와 같이, 예를 들어,

헥사 히스티딘은 융합 단백질의 편리한 정제를 제공한다. 정제에 유용한 다른 펩티드 태그는, 이에 제한되지는

않지만, 인플루엔자 헤마글루티닌 단백질로부터 유래된 에피토프에 상응하는 "HA" 태그(Wilson et  al., Cell

37:767, 1984) 및 "플래그” 태그를 포함한다.

본원에 개시된 항-PAI-1 항체는 비접합 형태로 사용될 수 있거나, 예컨대, 분자의 치료적 성질을 개선하거나,[0143]

표적 검출을 용이하게 하거나, 환자의 영상화 또는 치료를 위해 다양한 분자들 중 적어도 하나에 접합될 수 있

다. 본원에 개시된 항-PAI-1 항체는, 정제가 수행될 때, 정제의 이전 또는 이후에 표지되거나 접합될 수 있다.

특히, 본원에 개시된 항-PAI-1 항체는 치료제, 전구약물, 펩티드, 단백질, 효소, 바이러스, 지질, 생물학적 반

응 조절제, 약학적 제제 또는 PEG에 접합될 수 있다.

본 발명은 진단제 또는 치료제에 접합된 항-PAI-1 항체를 더 포함한다. 항-PAI-1 항체는 진단용으로 사용될 수[0144]

있는데, 예컨대, 주어진 치료 또는 예방 계획의 효능을 결정하기 위한 임상 시험 절차의 일부로서, 예를 들어,

면역 세포 장애(예컨대, CLL)의 진행 또는 발달을 감시하기 위해 사용될 수 있다. 검출은 항-PAI-1 항체를 검출

가능한 물질에 연결시킴으로써 촉진될 수 있다. 검출가능한 물질의 예는 다양한 효소, 보결 원자단, 형광 물질,

발광 물질, 생물발광 물질, 방사성 물질, 다양한 양전자 방출 단층 촬영을 사용한 양전자 방출 금속, 및 비방사

성 상자성 금속 이온들을 포함한다. 예를 들어, 본 발명에 따른 진단제로서 사용하기 위한 항체에 접합될 수 있

는 금속 이온에 대한 미국 특허 제4,741,900호를 참조한다. 적합한 효소의 비제한적인 예는 홀스래디쉬 과산화

효소, 알칼라인 포스파타제, 베타-갈락토시다제 또는 아세틸콜린에스테라제를 포함하고; 적합한 보결 원자단 복

합체 비제한적인 예는 스트렙트아비딘/비오틴 및 아비딘/비오틴을 포함하고; 적합한 형광 물질의 비제한적인 예

는 움벨리페논, 플루오레세인, 플루오레세인 이소티오시아네이트, 로다민, 디클로로트리아지닐라민 플루오레세

인, 단실 클로라이드 또는 피코에리트린을 포함하고; 발광 물질의 비제한적인 예는 루미놀을 포함하고; 생물발

광 물질의 비제한적인 예는 루시페라제, 루시페린, 및 에쿼린을 포함하고; 적합한 방사성 물질의 비제한적인 예

는 125I, 131I, 111In 또는 99Tc을 포함한다.

본원에 개시된 진단 및 치료방법에 사용하기 위한 항-PAI-1 항체는 (방사성동위원소, 세포독성 약물 또는 독소[0145]

와 같은) 세포독소 치료제, 세포정지제, 생물학적 독소, 전구약물, 펩티드, 단백질, 효소, 바이러스, 지질, 생

물학적 반응 조절제, 약학적 제제, 면역학적으로 활성인 리간드(예컨대, 림포카인 또는 얻어진 분자가 신생 세

포 및 T 세포와 같은 효과기 세포 둘 다에 결합하는 다른 항체), 또는 PEG에 접합될 수 있다.

다른 구현예에서, 본원에 개시된 진단 및 치료 방법에 사용하기 위한 항-PAI-1 항체는 종양 세포 생장을 낮추는[0146]

분자에 접합될 수 있다. 다른 구현예에서, 개시된 조성물은 약물 또는 전구약물에 연결된 항체 또는 이의 단편

을 포함할 수 있다. 본원에 개시된 여전히 다른 구현예는 리신(ricin), 겔로닌(gelonin), 슈도모나스 외독소 또

는 디프테리아 독소와 같은 특이적인 생물 독소 또는 그들의 세포독성 단편에 접합된 항체 또는 이의 단편의 용

도를 포함한다. 접합 또는 미접합 항체 사용의 선택은 암의 유형 및 단계, 부가 치료(예컨대, 화학요법 또는 외

부방사선)의 사용 및 환자 병태에 의존할 것이다. 본원의 교시를 고려하여 쉽게 이러한 선택을 내릴 수 있다는

것이 이해될 것이다.

이전의 연구에서, 동위원소로 표지된 항 종양 항체가 동일 모델, 및 일부 경우 인간에서 종양 세포를 파괴하기[0147]

위해 성공적으로 사용되어 왔다는 것이 이해될 것이다.  예시적인 방사성동위원소는 90Y,  125I,  131I,  123I,

111In, 105Rh, 153Sm, 67Cu, 67Ga, 166Ho, 177Lu, 186Re 및 188Re를 포함한다. 방사성 핵종은 핵 DNA에서 세포

사멸을 초래하는 다수의 가닥 끊김을 유발하는 전리 방사선을 생성함으로써 작용한다. 치료용 접합체를 생성하
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기 위해 사용된 동위원소는 경로 길이가 짧은 통상적으로 고에너지 알파 또는 베타 입자를 생성한다. 이러한 방

사성 핵종은 그들과 밀접하게 인접한 세포, 예를 들어 접합체가 부착되거나 도입된 신생 세포를 살상한다. 그들

은 비 국소화 세포에 거의 영향을 미치지 않거나 전혀 영향을 미치지 않는다. 방사성핵종은 필수적으로 비면역

원성이다.

IV. 항-PAI-1 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 발현[0148]

위에  기재된  바와  같은  본원에  개시된  항-PAI-1  항체를  제공하기  위해  단리된  유전  물질의  조작  후,[0149]

통상적으로, 원하는 양의 청구되는 항체 또는 이의 단편을 생성하기 위해 사용될 수 있는 숙주 세포에 도입하기

위한 발현 벡터 내에 유전자를 삽입한다.

다른 구현예에서, 본원에 개시된 항-PAI-1 항체 또는 이의 단편은 폴리시스트론 구조체를 통해 발현될 수 있다.[0150]

이러한 발현 시스템에서, 항체의 중쇄 및 경쇄와 같은 관심있는 다수의 유전자 산물은 단일 폴리시스트론 컨스

트럭트로부터 생성될 수 있다. 이러한 시스템은 유리하게는 진핵 숙주 세포 내에서 상대적으로 높은 수준의 본

원에 개시된 폴리펩티드를 제공하기 위해 내부 리보솜 유입 자리(internal ribosome entry site, IRES)를 사용

한다. 친화성의 IRES 서열이 본원에 참조로서 포함된 미국 특허 제6,193,980호에 개시되어 있다. 당업자는 이러

한 발현 시스템이 본 출원에 개시된 폴리펩티드의 전체 범위를 효과적으로 생성하기 위해 사용될 수 있다는 것

을 이해할 것이다.

일 구현예에서, 항체 발현을 위해 사용되는 숙주 세포주는 포유동물 기원이고; 당업자는 그 안에서 발현될 원하[0151]

는 유전자 생성물에 가장 적합한 특정 숙주 세포주를 결정할 수 있다. 예시적인 숙주 세포는, 이에 제한되지는

않으나,  DG44  및  DUXB11(차이니즈  햄스터  난소주,  DHFR  음성),  HELA(인간  경부암종),  CVI(원숭이  신장주),

COS(SV40 T 항원을 가지는 CVI 의 유도체), R1610(차이니즈 햄스터 섬유아세포) BALBC/3T3(마우스 섬유아세포),

HAK(햄스터 신장주), SP2/O(마우스 골수종), BFA-1c1BPT(소 내피 세포), RAJI(인간 림프구), 293(인간 신장)을

포함한다. 일 구현예에서, 세포주는 항체가 발현된 세포주(예컨대, PER.C6.RTM.(Crucell) 또는 FUT8-녹아웃 CHO

세포주(Potelligent.RTM. 세포)(Biowa, Princeton, N.J.)로부터 변경된 당화, 예컨대, 무푸코실화를 제공한다.

일 구현예에서, NS0 세포가 사용될 수 있다. CHO 세포가 일정한 특정 구현예에서 사용될 수 있다. 숙주 세포주

는 통상적으로 상업적인 서비스인 미국 세포주 은행(American Tissue Culture Collection) 또는 공개된 문헌으

로부터 입수가능하다.

시험관 내 생성은 대량의 원하는 폴리펩티드를 제공하는 스케일 업을 가능하게 한다. 조직 배양 조건 하에 포유[0152]

동물 세포 배양을 위한 기술들이 당해 분야에 공지되어 있고, 예컨대, 공기양수 반응기 또는 연속 교반 반응기

내에서의 균일 현탁 배양, 또는, 예컨대, 중공 섬유, 미세 캡슐 내, 아가로스 마이크로비드 또는 세라믹 카트리

지 상에서의 고정되거나 포획된 세포 배양을 포함한다. 필요하거나 원한다면, 폴리펩티드의 용액은 통상적인 크

로마토그래피 방법, 예를 들어, 겔 여과, 이온 교환 크로마토그래피, DEAE-셀룰로오스를 사용한 크로마토그래피

또는 (면역) 친화도 크로마토그래피에 의해 정제될 수 있다.

본원에 개시된 항-PAI-1 항체, 또는 이의 단편을 암호화하는 유전자는 또한 박테리아 또는 효모 또는 식물 세포[0153]

와 같은 비 포유동물 세포에서 발현될 수 있다. 이러한 관점에서, 다양한 단세포 비포유동물 미생물(예를 들면,

박테리아), 즉, 배양물에서 생장할 수 있거나 발효될 수 있는 미생물이 또한 형질전환될 수 있다는 것이 이해될

것이다. 형질전환이 잘 되는 박테리아는 장내세균과(예를 들면, 에스체리키아 콜라이 또는 살모넬라 균주); 간

균과(예를 들면, 바실러스 서브틸리스); 뉴모코커스; 스트렙토코커스, 및 헤모필러스 인플루엔자의 구성원을 포

함한다. 또한, 박테리아에서 발현될 때, 폴리펩티드는 봉입소체의 일부가 될 수 있는 것으로 이해될 것이다. 폴

리펩티드는 단리되고, 정제된 다음 기능적 분자 내로 조립되어야 한다.

원핵생물에 더하여, 진핵 미생물도 또한 사용될 수 있다. 다수의 다른 균주들도 흔히 사용가능하지만, 사카로마[0154]

이세스 세레비지에 또는 통상적인 빵 효모가 진핵 미생물 중에서 가장 흔하게 사용된다. 사카로마이세스 내에서

의 발현을 위해, 예를 들어, 플라스미드 YRp7(Stinchcomb et al., Nature, 282:39 (1979); Kingsman et al.,

Gene, 7:141 (1979); Tschemper et al., Gene, 10:157 (1980))이 흔히 사용된다. 이러한 플라스미드는 이미 트

립토판에서  생장하는  능력이  결여된  효모  돌연변이  균주(예를  들어,  ATCC  No.  44076  또는  PEP4-1(Jones,

Genetics, 85:12 (1977))에 대한 선택 마커를 제공하는 TRP1 유전자를 함유하고 있다. 그런 다음, 효모 숙주 세

포 게놈의 특성으로서 trpl 손상의 존재는 트립토판의 부재 하에서의 생장에 의해 형질전환을 검출하기 위한 효

과적인 환경을 제공한다.

V. 항-PAI-1 항체의 투여 방법 및 약학적 제제.[0155]
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다른 양태에서, 본 발명은 항-PAI-1 항체 또는 이의 단편을 포함하는 약학적 조성물을 제공한다.[0156]

본원에 개시된 항체 또는 이의 단편을 제조하고 대상체에 투여하는 방법은 당업자에게 잘 알려져 있거나 당업자[0157]

에 의해 용이하게 결정된다. 본원에 개시된 항체 또는 이의 단편의 투여 경로는 경구, 흡입 또는 국소에 의한

비경구일 수 있다. 본원에서 사용된 비경구라는 용어는 정맥내, 동맥내, 복강내, 근육내, 피하, 직장 또는 질

투여를 포함한다. 비경구 투여의 정맥내, 동맥내, 피하 및 근육내 형태가 일정한 구현예에서 사용될 수 있다.

이러한 투여 형태들 모두가 명백하게 본원에 개시된 범주 내인 것으로 고려되지만, 투여를 위한 형태는 주사용

용액, 특히 정맥 내 또는 동맥 내 주사 또는 점적주입일 수 있다. 보통, 주사에 적합한 약학적 조성물은 완충액

(예컨대, 아세테이트, 인산염, 또는 시트르산 완충액), 계면활성제(예컨대, 폴리소르베이트), 선택적으로 안정

화제(예컨대, 인간 알부민)등을 포함할 수 있다. 그러나, 본원의 교시와 맞는 다른 방법들에서, 폴리펩티드는

유해한 세포 군집의 자리에 직접적으로 전달됨으로써 질환 조직을 치료제에 노출하는 것을 증가시킬 수 있다.

비경구 투여를 위한 제제는 멸균 수용액 또는 비수용액, 현탁액 및 에멀젼을 포함한다. 비수용성 용매의 예는[0158]

프로필렌 글리콜, 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 오일 및 에틸 올레이트와 같은 주사용 유기

에스테르이다. 수용성 담체는, 염분 및 완충 배지를 포함하는, 물, 알코올성/수성 용액, 살린 에멀젼 또는 현탁

액을 포함한다. 대상 발명에서, 약학적으로 허용가능한 담체는, 이에 제한되지는 않지만, 0.01 내지 0.1 M, (예

를 들어, 0.05 M) 인산 완충액 또는 0.8% 염수를 포함한다. 다른 흔한 비경구 비히클은 인산 나트륨 용액, 링거

덱스트로스(Ringer's dextrose), 덱스트로스 및 염화 나트륨, 젖산화 링거액(Ringer's), 또는 고정유를 포함한

다. 정맥 내 비히클은 링거 덱스트로스에 기반한 것 등과 같은 전해질 보충물, 유체 및 영양 보충물 등을 포함

한다. 예를 들어, 항미생물제, 항산화제, 킬레이팅제 및 불활성화 기체 등과 같은 보존제 및 기타 첨가제들이

또한 존재할 수 있다. 더욱 상세하게는, 주사용으로 적합한 약학적 조성물은 멸균 수용액(수용성) 또는 분산액

및 멸균 주사 용액 또는 분산액의 즉석 조제를 위한 멸균 분말을 포함한다. 이러한 경우에, 조성물은 반드시 멸

균되어야 하고, 용이한 주사가능성이 존재하는 정도의 유체여야 한다. 조성물은 제조 및 저장의 조건 하에 안정

해야 하고, 일정한 구현예에서는 박테리아 및 진균류와 같은 미생물의 오염 작용으로부터 보존될 것이다. 담체

는, 예를 들어, 물, 에탄올, 폴리올(예컨대, 글리세롤, 프로필렌 글리콜, 및 액체 폴리에틸렌 글리콜 등) 및 이

의 적합한 혼합물을 함유하는 용매 또는 분산 매질일 수 있다. 예를 들어, 레시틴과 같은 코팅의 사용, 분산의

경우에서 요구되는 입자 크기의 유지, 및 계면활성제의 사용에 의해 적절한 유동성이 유지될 수 있다. 미생물의

작용의 방지는, 예를 들어, 파라벤, 클로로부탄올, 페놀, 아스코르브산, 및 티메로살 등을 포함하는 다양한 항

박테리아 및 항진균제에 의해 달성될 수 있다. 일정한 구현예에서, 등장제, 예를 들어, 자당, 폴리알코올(예를

들면, 만니톨, 소르비톨), 또는 염화 나트륨이 조성물 내에 포함된다. 주사용 조성물의 흡수 연장은 흡수를 지

연시키는 제제, 예를 들어, 알루미늄 모노스테아레이트 및 젤라틴을 조성물 내에 포함시킴으로써 야기될 수 있

다.

임의의 경우, 멸균 주사 용액은 활성 화합물(예컨대, 항체 그 자체 또는 다른 활성제와의 조합)을 요구되는 양[0159]

으로 요구에 따라 본원에 나열된 성분 중 하나 또는 조합을 가지는 적절한 용매에 포함시키고 여과 멸균함으로

써 제조될 수 있다. 일반적으로, 분산액은 활성 화합물을 염기 분산 매질 및 위에 나열된 성분으로부터 요구되

는 기타 성분들을 함유하는 멸균 비히클에 포함시킴으로써 제조될 수 있다. 멸균 주사 용액의 제조를 위한 멸균

분말의 경우, 제조 방법은 사전 멸군 여과 용액으로부터의 임의의 추가적인 원하는 성분에 더해진 유효 성분의

분말을 산출하는 진공 건조 및 동결 건조일 수 있다. 당해 분야에 공지된 방법에 따라 주사를 위한 제제가 가공

되고, 앰플, 백, 병, 주사기 또는 바이알과 같은 용기에 채워지고, 무균 상태 하에 밀봉된다. 또한, 제제는 각

각이 참조로서 본원에 포함된 동시 계류중인 미국 일련번호 제09/259,337호 및 미국 일련번호 제09/259,338호에

기술된 키트와 같은 키트의 형태 내에 포장되고 판매될 수 있다. 이러한 제조 물품은, 일 구현예에서, 연관된

조성물이 자가면역 또는 종양 장애로 고통받는 대상체를 치료하거나 자가면역 또는 종양 장애의 예후의 표지로

유용하다는 것을 나타내는 표지 또는 포장 인서트를 가질 것이다.

전술된 병태를 치료하기 위한 본원에 개시된 안정화된 항체 또는 이의 단편의 유효 용량은 투여의 수단, 표적[0160]

자리, 환자의 생리학적 상태, 환자가 인간인지 또는 동물인지의 여부, 투여되는 다른 약제들, 및 치료가 예방적

인지 또는 치료적인지의 여부를 포함하는 많은 다른 인자들에 따라 달라진다. 대개, 환자는 인간이지만, 유전자

이식 포유동물을 포함하는 인간이 아닌 포유동물들도 또한 치료될 수 있다. 안전성 및 효능을 최적화하기 위해,

당업자에게 공지된 통상적인 방법을 사용하여 치료 투여량이 적정될 수 있다.

본원에 개시된 항체로의 수동 면역에서, 투여량은, 예컨대, 숙주 체중의 약 0.0001 내지 100 mg/kg, 더욱 흔하[0161]

게는 0.01 내지 5 mg/kg(예컨대, 0.02 mg/kg, 0.25 mg/kg, 0.5 mg/kg, 0.75 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg 등)의

범위일 수 있다. 예를 들어, 투여량은 체중 1 kg 당 1 mg 또는 체중 1 kg 당 10 mg 또는 1 내지 10 mg/kg의 범
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위, 또는 특정한 구현예에서, 적어도 1 mg/kg일 수 있다. 위의 범위의 중간의 용량들도 또한 본원에 개시된 범

주 내에 포함되는 것으로 의도된다.

대상체는 이러한 용량을 매일, 격일, 매주 또는 실험적 분석에 의해 결정된 임의의 다른 일정에 따라 투여받는[0162]

다. 하나의 예시적인 치료는 연장된 기간, 예를 들어, 적어도 6개월에 걸친 다수의 투여량으로의 투여를 수반한

다.  추가적인  예시적인  치료  계획은  2주마다  1회  또는  매월  1회  또는  3  내지  6  개월마다  1회의  투여를

수반한다. 예시적인 투여 일정은 매일 1 내지 10 mg/kg 또는 15 mg/kg, 격일로 30 mg/kg 또는 매주 60 mg/kg를

포함한다. 일부 방법에서, 상이한 결합 특이성을 가지는 2종 이상의 단일클론 항체가 동시에 투여되고, 이 경우

투여되는 각 항체의 투여량은 지시된 범위 내이다.

본원에 개시된 항체 또는 이의 단편은 다수 회로 투여될 수 있다. 단일 투여량 사이의 간격은, 예컨대, 매일,[0163]

주간, 월간 또는 연간이 될 수 있다. 간격은 또한 환자에서 폴리펩티드 또는 표적 분자의 혈중 수준을 측정함으

로써 지시되는 바와 같이 불규칙할 수 있다. 일부 방법에서, 투여량은 일정한 혈장 항체 또는 독소 농도, 예컨

대, 1 내지 1000 ug/ml 또는 25 내지 300 ug/ml을 달성하기 위해 조정된다. 대안적으로, 항체 또는 이의 단편은

서방 제제로 투여될 수 있고, 이 경우 더 적은 빈도의 투여가 요구된다. 투여량 및 빈도는 환자 내 항체의 반감

기에 따라 달라진다. 일반적으로, 인간화 항체는 더 긴 반감기를 나타내고, 다음으로 키메라 항체 및 비인간 항

체가 뒤따른다. 일 구현예에서, 본원에 개시된 항체 또는 이의 단편은 미접합 형태로 투여될 수 있다. 다른 구

현예에서, 본원에 개시된 항체는 접합 형태로 다수회 투여될 수 있다. 여전히 다른 구현예에서, 본원에 개시된

항체 또는 이의 단편은 미접합 형태로 투여된 다음, 접합된 형태로 투여되거나 이 반대일 수 있다.

투여의 빈도 및 투여량은 치료가 예방적인지 또는 치료적인지에 따라 달라질 수 있다. 예방적인 적용에서, 본[0164]

항체 또는 이의 칵테일을 함유하는 조성물은 환자의 저항성을 향상시키기 위해 아직 질병상태가 아닌 환자에게

투여된다. 이러한 양은 "예방적 유효량”으로 정의된다. 이러한 용도에서, 정확한 양은, 다시, 환자의 건강 상

태 및 일반적인 면역에 의존하지만, 일반적으로 용량 당 0.1 내지 25 mg, 특히 용량 당 0.5 내지 2.5 mg의 범위

이다. 긴 기간에 걸쳐서 상대적으로 낮은 투여량이 상대적으로 덜 잦은 간격으로 투여될 수 있다. 일부 환자는

그들의 남은 일생 동안 치료를 받는 것을 계속한다.

치료적 적용에서, 질환의 진행이 감소되거나 종결되고, 특정한 구현예에서, 환자가 질환의 증상의 부분적 또는[0165]

완전한 개선을 나타낼 때까지 상대적으로 짧은 간격의 상대적으로 높은 투여량(예컨대, 용량 당 약 1 내지 400

mg/kg의 항체, 보다 일반적으로 5 내지 25 mg의 투여량이 방사면역접합을 위해 사용되고 세포독성-약물 접합 분

자용으로는 더 높은 투여량을 가짐)이 때때로 요구된다. 그런 다음, 환자는 예방적 요법을 투여받을 수 있다.

일 구현예에서, 대상체는 (예컨대, 벡터 내에) 본원에 개시된 폴리펩티드를 암호화하는 핵산 분자로 치료받을[0166]

수 있다. 폴리펩티드를 암호화하는 핵산의 용량은 환자 당 약 10 ng 내지 1 g, 100 ng 내지 100 mg, 1 ug 내지

10 mg, 또는 30-300 ug DNA의 범위이다. 감염성 바이러스 벡터용 용량은 용량 당 10 내지 100 이상의 비리온으

로 다양하다.

치료제는 예방 또는 치료적 처치를 위한 비경구, 국소, 정맥내, 경구, 피하, 동맥내, 두개 내, 복강내, 비강내,[0167]

또는 근육내 수단에 의해 투여될 수 있다. 근육 내 주사 또는 정맥 내 주입이 본원에 개시된 항체의 투여를 위

해 사용될 수 있다. 일부 구현예에서, 치료적 항체 또는 이의 단편은 두개골 내로 직접적으로 주사된다. 일부

방법에서, 항체 또는 이의 단편이 서방성 조성물 또는 디바이스, 예를 들면 Medipad
TM
 디바이스로 투여된다.

본원에 개시된 제제는 선택적으로 (예컨대, 예방적 또는 치료적) 치료를 필요로 하는 장애 또는 병태를 치료하[0168]

는 데 효과적인 다른 제제와 조합하여 투여될 수 있다. 추가적인 제제는 당해 분야에 알려진 제제이고, 특정 장

애에 대해 일상적으로 투여된다.

본원에 개시된 90Y 표지된 항체의 유효한 단일 치료 투여량(즉, 치료적 유효량)은 약 5 및 약 75 mCi 사이이고,[0169]

일 구현예에서, 약 10 및 약 40 mCi 사이의 범위이다. 131I 표지된 항체의 유효한 단일 치료 비 골수 절제 투여

량은 약 5 및 약 70 mCi 사이이고, 일 구현예에서, 약 5 및 약 40 mCi 사이의 범위이다. 131I 표지된 항체의 유

효한 단일 치료 절제 투여량(즉, 자가유래 골수 이식이 요구될 수 있음)은 약 30 및 약 600 mCi 사이이고, 일

구현예에서, 약 50 내지 약 500 mCi 미만의 범위이다. 키메라 변형 항체와 함께, 존재하는 뮤라인 항체의 더 긴

순환 반감기로 인해, 요오드 131 표지된 키메라 항체의 유효 단일 치료 비 골수 절제 투여량은 약 5 내지 약 40

mCi, 사이이고, 일 구현예에서 약 30 mCi 미만의 범위이다. 예컨대, 111In 표지에 대한 영상화 범주는 통상적으

로 약 5 mCi 미만이다.

131I 및 90Y로 상당한 임상적 경험이 얻어졌지만, 다른 방사성표지들도 당해 분야에 알려져 있고, 유사한 목적[0170]
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을 위해 사용될 수 있다. 여전히 다른 방사성동위원소들이 영상화를 위해 사용된다. 예를 들어, 본 발명의 범주

내에 맞는 추가적인 방사성동위원소는, 이에 제한되지는 않으나, 123I, 125I, 32P, 57Co, 64Cu, 67Cu, 77Br,

81Rb, 81Kr, 87Sr, 113In, 127Cs, 129Cs, 132I, 197Hg, 203Pb, 206Bi, 177Lu, 186Re, 212Pb, 212Bi, 47Sc,

105Rh, 109Pd, 153Sm, 188Re, 199Au, 225Ac, 211A 213Bi를 포함한다. 이를 고려하면, 알파, 감마 및 베타 방출

자는 모두 본 발명에 맞는다. 또한, 본 개시의 관점에서, 당업자는 불필요한 실험 없이 어떠한 방사성핵종이 선

택된 치료의 과정에 맞는지를 용이하게 결정할 수 있다는 것이 제시된다. 이를 위해, 임상 진단에서 이미 사용

되고 있는 추가적인 방사성 핵종은 125I, 123I, 99Tc, 43K, 52Fe, 67Ga, 68Ga뿐만 아니라 111In을 포함한다.

항체는 또한 표적화된 면역요법(Peirersz et al. Immunol. Cell Biol. 65: 111, 1987)에서의 잠재적인 사용을

위해 다양한 방사성핵종으로 표지된다. 이러한 방사성핵종은 188Re 및 186Re뿐 아니라 더 적은 범위로 199Au 및

67Cu를 포함한다. 미국 특허 제5,460,785호는 이러한 방사성동위원소를 고려한 추가적인 데이터를 제공하고, 참

조로서 본원에 포함된다.

앞서 논의한 바와 같이, 본원에 개시된 항체 또는 이의 단편은 포유동물 장애의 생체 내 치료를 위한 약학적 유[0171]

효량으로 투여될 수 있다. 이를 고려하면, 개시된 항체 또는 이의 단편이 활성 제제의 안정성을 증진하고 투여

를 촉진하도록 제형화될 것이라는 것이 이해될 것이다. 일정한 구현예에서, 본 발명에 따른 약학적 조성물은 약

학적으로  허용가능하고,  비독성인  멸균  담체(예를  들면,  생리학적  염수,  비독성  완충액,  보존제  등)를

포함한다. 본 출원의 목적에서, 치료제에 접합되거나 접합되지 않은 본원에 개시된 항체의 약학적 유효량은 표

적에 효과적인 결합을 달성하고, 혜택, 예컨대, 질환 또는 장애의 증상을 개선하거나 물질 또는 세포를 검출하

는 것을 달성하기에 충분한 양을 의미하는 것으로 간주되어야 한다. 종양 세포의 경우에서, 폴리펩티드는, 일정

한 구현예에서, 종양 또는 면역반응성 세포 상의 선택된 면역반응성 항원과 상호작용할 수 있을 것이고, 이러한

세포 사멸의 증가를 제공할 것이다. 물론, 본원에 개시된 약학적 조성물은 유효량의 약학적 폴리펩티드를 제공

하기 위해 단일 또는 다수 용량으로 투여될 수 있다.

본 개시의 범주와 일치하여, 본원에 개시된 항체는 인간 또는 다른 동물에 앞서 언급된 치료방법에 따라 치료[0172]

또는 예방 효과를 생성하기에 충분한 양으로 투여될 수 있다. 본원에 개시된 폴리펩티드는 이러한 인간 또는 다

른 동물에 본원에 개시된 항체와 통상적인 약학적으로 허용가능한 담체 또는 희석제를 공지된 기술에 따라 조합

하여 제조된 통상적인 투여 형태로 투여될 수 있다. 당업자는 약학적으로 허용가능한 담체 또는 희석제의 형태

및 특성이 조합될 유효 성분의 양, 투여의 경로 및 다른 잘 알려진 변수들에 의해 좌우된다는 것을 인식할 것이

다. 또한, 당업자는 본 발명에 따른 하나 이상의 종의 폴리펩티드를 포함하는 칵테일이 특히 효과적인 것으로

판명될 수 있다는 것을 이해할 것이다.

VI. PAI-1 관련 질환 또는 장애의 치료 방법[0173]

본원에 개시된 항-PAI-1 항체, 또는 이의 단편은 PAI-1 활성을 상쇄하는 데 유용하다. 따라서, 다른 양태에서,[0174]

본 발명은 본원에 개시된 하나 이상의 항-PAI-1 항체, 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는 약학적 조성물을

필요로 하는 대상체에 투여함으로써 PAI-1 관련질환 또는 장애를 치료하기 위한 방법을 제공한다.

치료할 수 있는 PAI-1 관련질환 또는 장애는, 제한 없이, 신장, 간 또는 폐 섬유증과 같은 병리생리적 상태 또[0175]

는 복부 유착 형성의 예방을 포함한다.

복부 간 유착의 발생은 인간 질병의 주요한 원인이다. 유착의 합병증은 생명을 위협하는 장폐색과 같이 심각할[0176]

수 있지만, 여성에서의 만성 골반염 및 불임도 또한 복막 유착의 흔한 후유증이다. 대부분의 유착은 수술에 의

해 유도되지만, 일부 경우에는 염증, 자궁내막증, 화학적 복막염, 방사선 치료, 외래 물질 반응, 및 지속적 외

래 복막 투석에 의해서도 유발되는 것으로 나타났다. 복막 손상은 섬유소 탈편재화를 야기하는 국소 염증 반응

을 유발한다. 조직 플라스미노겐 활성인자(tPA)의 감소 및 플라스미노겐 활성인자 저해제 PAI-1 및 PAI-2의 증

가에 의해 유발되는 복막 섬유소 용해 활성의 외상 후 부전이 침적된 섬유소가 영구적인 유착으로 조직화되도록

하는 것으로 추정된다.

세프라필름(Seprafilm®)과 같은 현재 이용가능하고 효과적인 치료 옵션은 개방형 접근(개복술)에서만 사용할[0177]

수 있고 복강경에서는 사용할 수 없다는 한계를 가진다. 잠재적인 치료에 대한 조사가 진행중이다.

일정한 예시적인 구현예에서, 본원에 개시된 항체는 말기 신부전의 주요 원인인 만성 신장 질환뿐 아니라 신장[0178]

섬유증 및 관련된 급성 신장 손상을 치료하기 위해 발생될 수 있다.

당업자는 통상적인 실험에 의해 PAI-1 연관 질환 또는 장애를 치료하기 위한 목적에 대해 효과적이고 비독성인[0179]

양의 항체(또는 추가적인 치료제)가 어떤 것인지를 결정할 수 있을 것이다. 예를 들어, 폴리펩티드의 치료적 활
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성량은 질환 상태(예컨대, 단계 I 대 단계 IV), 대상체의 연령, 성별, 의학적 합병증(예컨대, 면역억제 병태 또

는 질환) 및 체중 및 대상체에서 원하는 반응을 유발하는 항체의 능력과 같은 인자들에 따라 달라질 수 있다.

투여 계획은 최적 치료 반응을 제공하기 위해 조정될 수 있다. 예를 들어, 몇몇의 나누어진 투여량이 매일 투여

될  수  있거나,  치료  상황의  급박함에  의해  지시되는  바에  비례하여  용량이  감소될  수  있다.  그러나,

일반적으로, 유효 투여량은 체중 1 킬로그램 당 하루에 약 0.05 내지 100 밀리그램, 일 구현예에서, 체중 1 킬

로그램 당 하루에 약 0.5 내지 10 밀리그램의 범위 내일 것으로 예상된다.

본원에 개시된 다른 양태들 및 그들의 구현예들은 서로 조합될 수 있다. 또한, 위에 기술된 임의의 양태들 및[0180]

그들의 구현예들은 아래에 기술된 임의의 특정 양태들 및 구현예들과 조합될 수 있다.

본 발명을 더욱 예시하는 역할을 하는 일부 특정 양태들 및 구현예들이 아래에 제공된다:[0181]

특정 양태들 및 구현예들의 기술[0182]

청구항 1 (a) 중쇄 구조형성(framework) 영역 및 중쇄 가변 영역(중쇄 가변 영역은 서열 번호 34를 포함하는 중[0183]

쇄 CDR1  영역,  서열 번호 33을  포함하는 중쇄 CDR2  영역,  및  서열 번호 32를  포함하는 중쇄 CDR3  영역을

포함함); 및

(b) 경쇄 구조형성 영역 및 경쇄 가변 영역(경쇄 가변 영역은 서열 번호 37을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열[0184]

번호 145를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 35를 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함함)을 포함하는, PAI-

1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체.

청구항 2 (a) 중쇄 구조형성 영역 및 서열 번호 86을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및[0185]

(b) 경쇄 구조형성 영역 및 서열 번호 93을 포함하는 경쇄 가변 영역을 포함하는, PAI-1에 특이적으로 결합하는[0186]

단리된 단일클론 항체.

청구항 3 (a) 제2항의 항체의 상기 중쇄 가변 영역과 적어도 95% 동일한 중쇄 가변 영역; 및/또는[0187]

(b) 제2항의 항체의 상기 경쇄 가변 영역과 적어도 95% 동일한 경쇄 가변 영역을 포함하는, PAI-1에 특이적으로[0188]

결합하는 단리된 단일클론 항체.

청구항 4 제1항의 항체와 본질적으로 동일한 에피토프에 결합하는 단리된 단일클론 항체.[0189]

청구항 5 (a) 중쇄 구조형성 영역 및 중쇄 가변 영역(중쇄 가변 영역은 서열 번호 34를 포함하는 중쇄 CDR1 영[0190]

역, 서열 번호 33을 포함하는 중쇄 CDR2 영역 및 서열 번호 32를 포함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함함); 및

(b) 경쇄 구조형성 영역 및 경쇄 가변 영역(경쇄 가변 영역은 서열 번호 37을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열[0191]

번호 36을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 35를 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함함)을 포함하는, PAI-1

에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체.

청구항 6 제5항에 있어서, 중쇄 가변 영역이 서열 번호 6을 포함하고, 상기 경쇄 가변 영역이 서열 번호 7을 포[0192]

함하는 항체.

청구항 7 제5항의 항체와 본질적으로 동일한 에피토프에 결합하는 단리된 단일클론 항체.[0193]

청구항 8 (a) 서열 번호 82를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편 및 서열 번호[0194]

91을 포함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(b) 서열 번호 83을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 92를 포[0195]

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(c) 서열 번호 84를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 93을 포[0196]

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(d) 서열 번호 85를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 91을 포[0197]

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(e) 서열 번호 85를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 93을 포[0198]

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(f) 서열 번호 86을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 94를 포[0199]
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함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(g) 서열 번호 87을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 95를 포[0200]

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(h) 서열 번호 88을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 96을 포[0201]

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(i) 서열 번호 89를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 97을 포[0202]

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(j) 서열 번호 90을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 98을 포[0203]

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(l) 서열 번호 86을 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 95를 포[0204]

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편;

(m) 서열 번호 89를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 93을 포[0205]

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편; 또는

(n) 서열 번호 89를 포함하는 중쇄 가변 영역을 가지는 중쇄, 또는 이의 항원 결합 단편, 및 서열 번호 95를 포[0206]

함하는 경쇄 가변 영역을 가지는 경쇄, 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는, 인간 PAI-1에 특이적으로 결합하

는 인간화 단일클론 항체.

청구항 9 (a) 서열 번호 22를 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 21을 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번[0207]

호 20을 포함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 25를 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서

열 번호 24를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 23을 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영

역,

(b) 서열 번호 28을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 27을 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 26을 포[0208]

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 31을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 30

을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 29를 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역,

(c) 서열 번호 40을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 39를 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 38을 포[0209]

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 43을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 42

를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 41을 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역,

(d) 서열 번호 46을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 45를 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 44를 포[0210]

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 49를 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 48

을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 47을 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역,

(e) 서열 번호 52를 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 51을 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 50을 포[0211]

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 55를 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 54

를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 53을 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역,

(f) 서열 번호 58을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 57을 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 56을 포[0212]

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 61을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 60

을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 59를 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역,

(g) 서열 번호 64를 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 63을 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 62를 포[0213]

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 67을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 66

을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 65를 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역,

(h) 서열 번호 70을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 69를 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 68을 포[0214]

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 73을 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 72

를 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 71을 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역; 또는

(i) 서열 번호 76을 포함하는 중쇄 CDR1 영역, 서열 번호 75를 포함하는 중쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 74를 포[0215]

함하는 중쇄 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 가변 영역; 및 서열 번호 79를 포함하는 경쇄 CDR1 영역, 서열 번호 78

을 포함하는 경쇄 CDR2 영역, 및 서열 번호 77을 포함하는 경쇄 CDR3 영역을 포함하는 경쇄 가변 영역을 포함하
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는, PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체.

청구항 10  제8항 또는 제9항의 인간화 단일클론 항체와 본질적으로 동일한 PAI-1 상의 에피토프에 결합하는,[0216]

PAI-1에 특이적으로 결합하는 단리된 단일클론 항체.

청구항 11 플리스민 생성을 회복하는 방법으로서, 필요로 하는 대상체에게 약학적 유효량의 PAI-1 항체를 경구[0217]

로, 주사용 용액에 의해 비경구로, 흡입으로, 또는 국소로 투여하는 단계를 포함하는 방법.

청구항 12 제11항에 있어서, 방법이 증가된 수준의 섬유증 조직을 포함하는 병태를 치료하는 방법.[0218]

청구항 13 제12항에 있어서, 병태가 섬유증, 피부 섬유증, 전신성 경화증, 폐 섬유증, 특발성 폐 섬유증, 간질[0219]

성 폐 질환, 만성 폐 질환, 간 섬유증, 신장 섬유증, 만성 신장 질환, 혈전증, 혈관 및 동맥 혈전증, 심부 정맥

혈전증, 말초 사지 허혈, 파종혈관내응고 혈전증, 혈전 용해를 동반하는 그리고 동반하지 않는 급성 허혈성 뇌

졸중, 또는 스텐트 재협착인, 방법.

청구항 14 제11항, 제12항, 또는 제13항에 있어서, PAI-1 항체가 전술된 청구항 중 어느 한 항의 항체를 포함하[0220]

는 방법.

청구항 15 환자에게 경구로, 주사용 용액에 의해 비경구로, 흡입으로, 또는 국소로 투여하는 단계를 포함하는,[0221]

PAI-1의 증가된 수준 또는 PAI-1에 대한 증가된 감수성에 의해 유발되는 병태를 치료하기 위한 약제의 제조를

위한 약학적 유효량의 PAI-1 항체의 용도.

실시예[0222]

본 발명은 하기의 실시예에 의해 더 예시되며, 이는 추가의 제한으로 이해되어서는 안 된다. 서열 목록, 도면들[0223]

및 모든 참조들의 내용, 본 출원 전체에 걸쳐 인용된 특허들 및 공개된 특허 출원들은 명백하게 참조로서 본원

에 포함된다.

또한, 본 발명에 따라, 당해 분야의 기술 내에서 채용된 통상적인 분자 생물학, 미생물학 및 재조합 DNA 기술들[0224]

이 존재할 수 있다. 이러한 기술들은 문헌에서 완전히 설명된다. 예컨대, 문헌(Sambrook, Fritsch & Maniatis,

Molecular Cloning:   A  Laboratory  Manual, Second Edition (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press,

Cold  Spring  Harbor,  New  York  (herein  "Sambrook  et  al.,  1989"); DNA  Cloning:  A Practical Approach,

Volumes I and II (D.N. Glover ed. 1985); Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid

Hybridization [B.D. Hames & S.J.Higgins eds. (1985)]; Transcription And Translation [B.D. Hames & S.J.

Higgins, eds. (1984)]; Animal Cell Culture [R.I. Freshney, ed. (1986)]; Immobilized 세포 And Enzymes

[IRL  Press,  (1986)];  B.  Perbal,  A  Practical  Guide  To  Molecular Cloning  (1984); F.M. Ausubel  et al.

(eds.), Current 프로토콜s in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. (1994))을 참조한다.

실시예 1: 하이브리도마 생성: PAI-1 단백질을 이용한 마우스의 면역화 및 항체 생성[0225]

인간(h) 및 시노몰구스(시노) 원숭이 활성 PAI-1(당화 및 비당화 형태)에 교차반응성일 수 있고, PAI-1의 저해[0226]

활성을 중화하고, 플라스민의 하류 생성을 회복함으로써 신장, 간 또는 폐 섬유증의 치료 또는 복부 유착 형성

및 켈로이드 흉터 형성의 예방에 효과적인 치료제가 될 수 있는 항체를 개발하였다. 단일클론 항체에 의한 PAI-

1 저해 기능의 중화는 다음의 3가지 기전 중 하나에 포함되는 것으로 기술된다:(1) 입체 장애에 의한 tPA 또는

uPA에 대한 PAI-1의 차단, (2) PAI-1을 잠복성 형태로 전환, 또는 (3) PAI-1을 기질 형태로 전환.

a) 항원[0227]

PAI-1은 비트로넥틴에 대한 나노몰 이하의 친화도로의 결합에 의해 안정화된 활성 형태로 세포로부터 분비된다.[0228]

PAI-1은 37℃에서는 수 분 내에 그리고 상온에서는 수 시간 내에 활성 형태로부터 잠복성 형태로의 자발적인 형

태 변화를 거친다. 비트로넥틴에 결합하면, PAI-1은 형태 변화에 대해 더욱 저항성을 가지게 되는데, 이는 활성

형태에서 PAI-1의 반감기를 수 분에서부터 수 시간까지 연장한다. 면역화된 동물에서 활성 형태 PAI-1 반감기를

연장하고, 마우스 면역계가 활성 PAI-1 형태를 인식하도록 하기 위해, 비트로넥틴 및 PAI-1의 복합체를 면역화

에 사용하였다.

곤충 세포에서 생성된 인간 당화 PAI-1를 Innovative Research(Cat# IGLYHPAI-A)로부터 구입하였다. 비트로넥[0229]

틴(Cat# IHVN) 및 tPA(Cat# HTPA-TC)도 또한 Innovative Research로부터 구입하였다. 면역원을 생성하기 위해,

PAI-1을 비트로넥틴과 1:1 몰 비로 1시간 동안 상온에서 항온배양하거나, tPA와 1:1 몰 비로 15분간 37
o
C에서
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항온배양하였다. 모든 면역원은 멸균 염수를 희석제로 사용하여 제조하였다.

b) 면역화[0230]

당해 분야에 알려진 표준 하이브리도마 생성 프로토콜을 구현하여 항체를 생성하였다. 이전에 문헌에 기술된 표[0231]

준 접근법은 PAI-1 단독 또는 PAI-1/tPA 복합체를 사용하였다. 본 발명자는 대신에 PAI-1의 활성 형태에 대한

항체를 생성하였다. PAI-1/비트로넥틴 복합체를 PAI-1에 대한 항체를 생성하기 위한 신규한 접근법으로써 사용

하였다. 아래에 요약된 3가지 전략을 항체를 생성하기 위해 선택하였다:

(1) 하이브리도마를 생성하기 위한 융합 파트너로서 마우스 골수 세포주와 융합하기 위한 마우스 비장 세포를[0232]

얻기 위한 PAI-1/비트로넥틴 복합체로의 마우스의 고전적인 면역화;

(2) 하이브리도마를 생성하기 위한 융합 파트너로서 마우스 골수 세포주와 융합하기 위한 마우스 비장 세포를[0233]

얻기 위한 PAI-1/tPA 복합체를 이용한 마우스의 고전적인 면역화; 및

(3) 하이브리도마를 생성하기 위한 융합 파트너로서 마우스 골수 세포주와 융합하기 위한 마우스 비장 세포를[0234]

얻기 위한 PAI-1만을 이용한 마우스의 고전적인 면역화.

항원(PAI-1 단독, Vn/PAI-1 복합체, tPA/PAI-1 복합체) 당 3마리의 마우스를 본 연구에 사용하였다. 마우스는 9[0235]

내지 20주령 미처리(naive) 암컷 BALB/c 마우스(Charles River, 종 코드 028)였다. 0일에, 9마리의 마우스를

인산 완충 염수(phosphate-buffered saline, PBS) 중 PAI-1 단독, Vn/PAI-1 또는 tPA/PAI-1 복합체로 복강 내

로 면역화하였다. 마우스 당 200 μl의 총 부피로 마우스 당 총 10 ug의 항원을 시그마 어쥬번트 시스템(Sigma

Adjuvant System, Sigma cat #6322)과 1:1 부피 대 부피 비로 혼합하였다. 14일에, 마우스를 동일한 양의 항원

으로 부스팅하였고, 0일째와 동일한 방식으로 준비시켰다. 21일에, PAI-1 특이적 항체 역가 평가를 위해 혈액

시료를 수집하였다. PAI-1/tPA 복합체로 면역화된 마우스는 PAI-1에 대하여 매우 낮은 특이적 반응성 및 높은

항-tPA 역가를 보였고, 아래의 융합에 사용되지 않았다.

51일에, 마우스 및 랫트 PAI-1 오소로그에 대해 가장 높은 역가를 가지면서, 가장 높은 항-PAI-1 특이적 항체[0236]

역가 및 PAI-1가 (즉, Vn 또는 tPA 중 하나)에 복합체화된 단백질에 가장 낮은 역가를 가지는 마우스를 융합을

위해 선택하였다. 융합을 위해 선택된 마우스를 전술된 바와 같이 PBS 중 PAI-1/ Vn 복합체 또는 PAI-1 단독(전

술된 바와 같이 마우스 당 200 μl의 총 부피로 시그마 어쥬번트 시스템(Sigma cat #6322)과 1:1로 혼합된 마우

스 당 총 10 ug의 항원)으로 부스팅하였다. 55일에 마우스를 CO2 챔버에서 희생시켰고, 심장 천자를 통해 혈액

을 수집하였고, 하이브리도마 생성을 위해 비장을 수확하였다. 다른 4마리의 마우스는 더 늦은 시점(첫번째 마

우스가 융합을 위해 사용된 후 2 내지 4달)에 동일한 절차를 거쳤다.

실시예 2에 기술된 ELISA 프로토콜(결합 ELISA)을 사용하여 PAI-1 단독 및 PAI-1/tPA의 경우 3마리의 마우스에[0237]

서 그리고 PAI-1/Vn의 경우 2마리의 마우스에서 혈청 적정을 수행하였다.
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[0238]

PAI-1/tPA 복합체로 면역화된 마우스는 높은 특이적 역가 범주에 도달하지 않았고, 융합에 사용되지 않았다(표[0239]

3). 표 3에 나타낸 혈청 역가에 기반하여, PAI-1에 대해 높은 특이적 역가를 가지는 총 5마리의 마우스를 융합

을 위해 선택하였다.

b) 융합[0240]

PAI-1에 대하여 가장 높은 특이적 역가를 가지는 다섯 마리의 마우스를 융합을 위해 선택하였다. 융합 날, 마우[0241]

스를 CO2 챔버 내에서 희생시켰고, 심장 천자를 통해 혈액을 수집하였고, 비장을 제거하였고, 10 ml의 무혈청

하이브리도마 융합 배지(Iscove's Modified Dulbecco's Medium, IMDM 500 ml(Hyclone SH30259.01)를 함유하는

페트리 접시에 넣었다. 겸자로 탄력섬유 외피 밖으로 비장 세포를 짜내고, (초기의 회전을 포함하여) 10 ml의

무혈청 IMDM에서 2회 세척하였다.

세포를 Countess Automated Cell Counter로 계수하였다. 융합 파트너 세포(골수: FO(ATCC ref CRL-1646)) 및[0242]

비장 세포를, 그런 다음, 하나의 50 ml 튜브에 1:2 내지 1:10(세포 수에 의함)의 비율로 조합하여, 970 rpm(느

린  회전)으로  10분간  회전시켜  느슨한  펠렛을  형성하였다.  (37℃에서)  사전가열된  1  ml  PEG(75  mM  헤피스

(Hepes) 중 PEG 1500 50% w/v, Roche cat # 783641(10783641001))를 세포 펠렛에 1분의 기간 동안 적가하였고,

모든 PEG 방울이 첨가된 후 세포를 혼합하였다. 펠렛을 PEG와 함께 추가 1분 간 항온배양한 후, 10 중 첫번째 1

ml이 30초간 첨가되도록 10 ml의 무혈청 IMDM 배지를 1분 간 첨가하였다. 생존능을 보존하기 위해 세포를 970

rpm에서 10분 간 천천히 회전시켰다. 융합된 세포를 96-웰 플레이트 내 선택 배지(200 ml Gibco hybrioma(SFM

# 12045), 20 ml 10% Hyclone SuperLow IgG Defined FBS(# SH30898.03), 2 ml 페니실린/스트렙토마이신, 4 ml

(하이브리도마 융합 및 클로닝 보충제(Roche Diagnostics 11 363 735 001(50X)) 및 4 ml의 하이포잔틴-아미노

프테린-티미딘(HAT)(Sigma-Aldrich # HO262(50X)))에 200 ul로 평판배양하였다. 융합체는 약 10 내지 14일 후

또는 웰 내 배지가 황색으로 변할 때 스크리닝에 대한 준비가 된 것이었다. 그런 다음, 발달된 하이브리도마로

부터의 상층액을 PAI-1 및 PAI-1/Vn 복합체에 결합하는 항체의 존재에 대해 ELISA(실시예 2)로 시험하였다.

실시예 2: PAI-1 - 비트로넥틴 복합체에 대한 특이성에 대한 하이브리도마 상층액 스크리닝을 위한 결합 ELISA[0243]

선택된 다섯 마리의 마우스의 비장으로부터의 각각의 융합은, 일단계 일차 선별로서 PAI-1/Vn 복합체에 대한 결[0244]

합에 대하여 스크리닝되어야 할 필요가 있는 약 5000개의 클론을 초래하였다. 비트로넥틴에 복합체화된 PAI-1에

특이적으로 결합하는 하이브리도마를 선택하기 위해, 하이브리도마 상층액의 일차 스크리닝은 PAI-1 또는 PAI-

1-비트로넥틴 복합체에 대한 ELISA를 동시에 사용하여 수행하였다. ELISA를 위해 사용한 물질은 다음과 같았다:

Immulon 4 HBX ELISA 플레이트(Dynax cat # N0541216); 인간 단량체 비트로넥틴 5 ug/ml(Innovative Research

cat# IHVN); 당화 인간 PAI-1(활성 형태)(Molecular Innovations cat# GLYHPAI-A); 일부 융합 내 비당화 마우

스  PAi-1(Molecular  Innovations  cat#  MPAI-A);  HRP-염소  항-마우스  IgG(H+L)였던  이차  항체(Jackson
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ImmunoResearch Labs # 115-035-166); 및, ABTS 기질: Roche Diagnostics(# 11 204 521 001).

사용된 대조군 항체는 다음과 같았다:[0245]

a) 33B8, PAI-1에 대한 마우스 단일클론 저해 항체(IgG1; Innovative Research cat# IMA-33B8);[0246]

b) 33H1, PAI-1에 대한 마우스 단일클론 저해 항체(IgG1; Innovative Research cat# IMA-33H1);[0247]

c) 31C9, PAI-1에 대한 마우스 단일클론 비저해 항체(IgG1; Innovative Research cat# IMA-31C9); 및[0248]

d) 1B7.11, IgG1 이소형 대조군 항체(항-TNP mAb -ATCC(Cat# TIB-191)로부터 구입한 하이브리도마 세포주로부[0249]

터 직접 생산함).

ELISA 방법은 다음과 같았다: 플레이트를 PBS 중 5 ug/ml Vn으로 4℃에서 50 ul/웰로 밤새 코팅하였다; 다음날[0250]

플레이트를 PBS 중 1% 소 혈청 알부민(BSA/PBS) 200 ul으로 1시간 동안 차단하였다; 플레이트를 200 ul/웰 PBS

로 4회 세척하였다; 1% BSA/PBS 중 2 ug/ml 활성 PAI-1를 플레이트에 50ul/웰로 첨가하였고 1시간 동안 항온배

양하였다; 플레이트를 200 ul/웰 PBS로 4회 세척하였다; 1% BSA/PBS 중 항체 희석액 또는 원래의 96-웰 플레이

트로부터의 하이브리도마 상층액을 ELISA 플레이트에 50 ul/웰로 첨가하였다; 플레이트를 상온(RT)에서 1시간

항온배양하였다; 플레이트를 200 ul/웰 PBS로 4회 세척하였다; 1% BSA/PBS 중 HRP-항-마우스 IgG 50 ul 1:2000

을 첨가하였고 상온에서 1시간 항온배양하였다; 플레이트를 200 ul/웰 PBS로 4회 세척하였다; ABTS 기질(5 ml에

용해된 한 알)이 50 ul/웰로 플레이트에 첨가된 다음, BioTek Synergy HT 기기에서 OD405를 이용하여 플레이트를

판독하였다. 결합 ELISA에서의 항체 역가에 대한 통상적인 표준 곡선이 도 2에 나타나 있다. 항체 31C9, 33B8

및 33H1은 양성 대조군 역할을 하였고 IgG1은 음성 대조군 역할을 하였다. 표 4는 생성된 약 5000 클론 중에서,

675개의 클론이 PAI-1 및 PAI-1/Vn에 대한 결합에 대해 양성이었다는 것을 보여준다. 이러한 클론들을, 그런 다

음, PAI-1 친화도에 대하여 스크리닝하였다.

[0251]

실시예 3: 친화도 랭킹에 의한 하이브리도마 상층액의 비아코어 스크리닝[0252]

낮은 해리 속도를 가지는 고친화도 항체의 추가적인 선택을 비아코어로 수행하였다. 비아코어 하이브리도마 상[0253]

층액 스크리닝은 (1) 항-마우스 고정 항-PAI-1 항체를 이용한 역방향 스크리닝 또는 (2) 리간드로서 또는 고정

화된 Vn에 대하여 유리 PAI-1를 이용하는 정방향 스크리닝 검정 중 하나에 의해 수행될 수 있다.

사용된  기기는  실시간  생물분자  상호작용  분석(BIA)용으로  설계된  비아코어  2000  또는  비아코어  3000(GE[0254]

Healthcare)이었다. 사용된 센서 칩은 표면에 카복시메틸화 덱스트란 매트릭스를 가지는 CM5 칩(GE Healthcar

e)이었다. 각각의 센서 칩은 4개의 평행한 흐름 셀(Fc)을 가진다. 모든 흐름 셀은 칩 제조를 위한 제조자의 프

로토콜에 따라 표준 아민 커플링을 통해 항-마우스 IgG Fc mAb에 커플링되었다.

비아코어 역방향 스크리닝 검정에서, ELISA 양성 하이브리도마 상층액이 선택되었고, 비아코어 칩 표면 상에 주[0255]

입되기 전에 0.2 μm 필터를 통해 여과되었다. 각각의 하이브리도마 상층액을 흐름 셀 Fc2 내지 Fc4 중 하나의

흐름  셀에  주입하였으며,  하이브리도마  상층액  내  IgG는  항-마우스  IgG  Fc  mAb에  의해  칩  표면에  포획될

것이되, Fc1은 참조 셀로서 단독으로 남겨놓았다. 그런 다음, PBS 중 인간 PAI-1 단백질을 Fc1 내지 Fc4에 주입

하였다. PBS 완충액을 또한 블랭크(blank)로서 칩 표면에 주입하였다. Fc1 및 블랭크 완충액 시행의 신호를 감

한 후, PAI-1 단백질에 대한 상층액으로부터의 항체의 결합 친화도(KD)/해리 속도(kd)를 분석하였고 Scrubber 2

소프트웨어를 사용하여 순위화하였다.

비아코어 정방향 스크리닝 검정에서, 정제된 인간 비트로넥틴 단백질을 CM5 칩 흐름 셀 Fc1 내지 Fc4에 고정하[0256]
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였다. 인간 또는 시노 PAI-1을 모든 흐름 셀 상에서 포획하였다. 그런 다음, 여과된 선택된 하이브리도마 상층

액을, 참조 흐름 셀로 보존된 Fc1을 제외하고, 흐름 셀 당 하나씩 포획된 PAI-1에 주입하였다. PBS 완충액도 또

한 블랭크로서 칩 표면에 주입되었다. Fc1 및 블랭크 완충액 시행의 신호를 감한 후, 비트로넥틴에 포획된 PAI-

1에 대한 하이브리도마 상층액 내 항체의 결합 친화도를 분석하였고 Scrubber 2 소프트웨어(버전 2.0a, 2005;

BioLogic Software, BioLogic Software Rty Ltd., 116 Blamey Court, Campbell, ACT 2612 호주)를 사용하여

순위화하였다.

표 5는 융합 A, B, C, D 및 E로부터의 양성 및 음성 항체 클론의 선택을 보여주는 것이다. 스크리닝된 항체 클[0257]

론의 수가 많기 때문에 모든 데이터를 나타내지는 않았다. 인간 및 시노 PAI-1 단백질에 대하여 우수한 결합 해

리 속도가 입증된 항체 클론(kd < 10 -
4
 1/s)만을 기능적 발색 검정을 위해 선택하였다.

[0258]
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[0259]

실시예 4: tPA와 PAI-1의 상호작용을 차단하는 항체를 선택하기 위한 하이브리도마 상층액 스크리닝을 위한 기[0260]

능적 ELISA

기능적 항체의 선택을 가능하게 하기 위해, PAI-1에 결합만 하는 항체와 tPA 저해제로서의 PAI-1의 기능을 차단[0261]

하는 항체를 구별하는 것을 가능하게 하는 새로운 ELISA(기능적 ELISA)를 개발하였다.

하이브리도마 상층액을 신규한 기능적 ELISA에서 스크리닝하여 tPA-PAI-1 상호작용을 차단하는 능력을 가진 상[0262]

이한 클론부터 하이브리도마 상층액을 식별하였다. 기능적 ELISA의 설계는 다음과 같다: (1) 항체가 PAI-1에 결

합은 하지만 항체 결합이 PAI-1과 tPA 사이의 공유 결합의 형성을 차단하지 않는 경우, 항-tPA 항체는 PAI-1를

통하여 플레이트에 결합된 tPA에 결합할 것이고 양성 판독을 제공한다; (2) 항체가 PAI-1을 차단하고, 이에 따

라 PAI-1 형태를 변형하거나 입체 장애에 의해 tPA 상호작용을 차단하는 경우, 항-tPA 항체는 플레이트에 결합

할  수  없을  것이고,  판독은 음성(낮은  OD405)일  것이다.  동시에,  하이브리도마 상층액을 실시예 2에 기술된

ELISA에서 PAI-1에 대한 결합에 대해 시험하였다. 하이브리도마 상층액 내 항체의 양을 모르기 때문에, 대조군

판독값보다 낮은(즉, 이소형 대조군 판독 값 아래) 것을 관심 있는 항체를 식별한 것으로 간주하였다. 상층액

내 다양한 항체 농도로 인해, 일부 경우에서는 차단은 단지 부분적이었다.

스트렙트아비딘으로 코팅된 플레이트(NUNC # 436014)를 50 ul/ml의 1% BSA/PBS 중 2 ug/ml 비오틴-PAI-1(N-말[0263]

단 비오틴 표지를 가지는 인간 PAI-1, 활성 분획; Molecular Innovations cat # NTBIOPAI-A)과 함께 RT에서 2

시간 동안 항온배양하였다. 플레이트를 200 ul 1% BSA/PBS로 RT에서 1시간 동안 차단하였고 200 ul/웰 PBS로 4

회 세척하였다. 정제된 항체 희석액 및 하이브리도마 상층액을 웰에 50 ul/웰로 첨가하였고 15분 간 항온배양하

였다. 플레이트를 200 ul/웰 PBS로 4회 세척하였다. 1 ug/ml 2쇄 tPA(Innovative Research cat# HTPA-TC)를 50

ul/웰로 플레이트에 첨가하였고, 30분 간 RT에서 항온배양하였다. 플레이트를 200 ul/웰 PBS로 4회 세척하였다.

1:3000 희석의 항-tPA HRP 접합 항체(Life Span Technologies, cat#LS-C39721)를 플레이트에 첨가하고 45분 간

항온배양하였다. 플레이트를 200 ul/웰 PBS로 4회 세척하였다. ABTS 기질(5 ml 중 용해된 하나의 정제; Roche

Diagnostics # 11 204 521 001)을 50 ul/웰로 플레이트에 첨가하였고 발색을 위한 시간을 허용하였다. 플레이트

를 OD405를 이용하여 BioTek Synergy HT 기기에서 판독하였다. IgG 이소형 대조군보다 낮은 값을 가지는 OD는

PAI-1에 대한 tPA 결합의 차단을 나타낸다.

일부 경우, 기능적 ELISA를 비아코어 상층액 스크리닝 이전에 수행하였는데, 하이브리도마 개발에 더욱 중요한[0264]

선택 단계로서의 역할을 하였다. 양성 대조군으로서 33H1, 음성 대조군으로서 IgG1 및 식별된 양성 항체 클론으

로서 A44를 가지는 대표적인 곡선이 도 3에 나타나 있다.
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[0265]

[0266]

200종 이상의 상층액을 스크리닝하였다. 표 6은 양성 및 음성 하이브리도마 상층액의 선택을 보여준다. 융합 당[0267]

약 10종의 하이브리도마가 기능적 ELISA에서 tPA에 대한 결합으로부터 PAI-1을 차단하는 능력을 보이는 것으로

나타났다. 하이브리도마 상층액으로부터의 데이터에 기반하여, 시퀀싱 및 배지 규모 항체 생성을 위한 하이브리
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도마를 선택하였다. D4는 비당화 PAI-1에는 잘 결합하지 않았지만, 당화 PAI-1에 대한 비아코어 결합에 기반하

여 정제 및 시퀀싱을 위해 선택되었다. 정제된 항체를 친화도 역학에 대해서는 비아코어에서, 그리고 효능에 대

해서는 발색 및 세포 검정에서 상업적으로 이용가능한 항체와 비교하여 추가로 특성분석하였다.

실시예 5: 5'-RACE(cDNA 말단의 빠른 증폭)에 의한 시퀀싱 및 마우스 항체 정제[0268]

일련의 융합으로부터 생성된 특이적인 표적에 대한 항체는 동일한 서열을 가질 수 있다. 항체 생성의 초기 단계[0269]

에 항체 유전자 시퀀싱을 수행함으로써, 임의의 가능한 중복 항체를 제거하였고 올바른 항체 유전자 서열이 항

체 선택 및 인간화뿐 아니라 키메라 항체 형성을 유도하였다.

5'-RACE는 mRNA의 3' 또는 5' 말단의 미지 서열과 정의된 내부 자리 사이의 메신저 RNA 주형으로부터 핵산 서열[0270]

을 증폭하기 위한 절차이다. 단측 특이성을 가지는 이러한 증폭 방법은 "한 방향" PCR 또는 "앵커(anchored)"

PCR로 기술되어 있다. 리드 항체의 원래의 가변 뮤라인 항-인간 PAI-1 항체 서열을 5'-RACE cDNA 시퀀싱으로 결

정하고 N-말단 단백질 시퀀싱으로 확인하였다.

가변 중쇄(VH) 및 경쇄(VL) IgG 서열을 결정하기 위해, 하이브리도마 세포로부터의 총 RNA를 제조자의 지시에[0271]

따라 RNeasy 미니 키트(QIAGEN, Cat No. 74104)를 사용하여 단리하였다. 간략하게, 세포(5 x 106 세포)를 350

ul의 키트의 RLT 완충액에 용해한 후 스핀 컬럼 상에서 총 RNA를 포획하였다. RNA를 키트의 TE 완충액에서 용리

하고 얼음에 저장하였다.

제1 가닥 cDNA를, SMARTer™ RACE cDNA 증폭 키트(ClonTech, Cat No. 634923)를 사용하여 제조하였다. 5'-RACE[0272]

프로토콜을 제조자의 지시에 따라 수행하였다. VH 및 VL 사슬 cDNA를 SMARTer™ 키트에 의해 공급된 5'-프라이

머와 아래에 열거된 3'  VH  및 VL  유전자 특이적 프라이머를 이용하여 연쇄 중합효소 반응(polymerase chain

reaction, PCR)으로 개별적으로 증폭하였다:

중쇄 3'- 프라이머: 5'-TATGCAAGGCTTACAACCACA -3'(서열 번호 105)[0273]

경쇄3'- 프라이머: 5'-CTCATTCCTGTTGAAGCTCTTGAG -3'(서열 번호 106)[0274]

증폭된 VH 및 VL 유전자를 TOPO TA 클로닝 키트(Invitrogen, Cat No. K4520-01)를 사용하여 TOPO 벡터에 개별[0275]

적으로 클로닝하였다. 이러한 절차는 제조자의 지시에 따라 수행하였다. 박테리아를 형질전환하기 위해, 반응

혼합물을 수용성(competent) E. coli 세포에 첨가하고 얼음에서 20분 간 항온배양하였다. E. coli 세포 및 반응

혼합물을 함유한 튜브를 42℃에서 40초간 가열하였고, 250 마이크로리터의 리트(lit's) SOC 배지에 첨가하였다.

E. coli를 37℃에서 300 rpm으로 진탕하면서 60분 간 항온배양한 후, 박테리아를 ml 당 100 마이크로그램의 암

피실린을 함유하는 LB 아가 플레이트에 도말한 후 37℃에서 밤새 항온배양하였다.

PCR로 삽입된 VH 및 VL 유전자를 확인하여, 5종의 박테리아 클론을 선택하였고, 플라스미드 DNA 제조를 위해 ml[0276]

당 100 마이크로그램의 암피실린을 함유하는 LB 배지에서 증식시켰다. 플라스미드 DNA는 제조자의 지시에 따라

QIAprep 스핀 미니프렙 키트(QIAGEN, Cat No. 27104)를 사용하여 단리하였다. 하이브리도마의 VH 및 VL IgG 유

전자를 생어(Sanger) 방법으로 시퀀싱하였고 CDR을 접촉 정의(MacCallum et al.)를 사용하여 결정하였다.

단일클론 항체를 CELLine  생물반응기 플라스크(Wilson  Wolf  Manufacturing  Corp.;  Cat.  #CL350  또는 Cat  #[0277]

CL1000)에서 제조자의 지시에 따라 무혈청 배지(Gibco Cat. #12045)에서 생성하였고, 단백질 A/G 크로마토그래

피(GE Healthcare Life Sciences, Cat. #28-4083-47 및 #28-4082-53)로 정제하였다. 정제된 항체를 상업적으로

이용가능한 항체와 비교하여 친화도 역학에 대해서는 비아코어로, 그리고 효능에 대해서는 발색 및 세포 검정으

로 추가 특성분석하였다.

실시예 6: 정제된 항체를 이용한 기능적 발색 검정[0278]

정제된 항체를 PAI-1을 차단하는 능력에 대하여 발색 검정에서 시험하였다. PAI-1가 tPA  기능을 저해함으로,[0279]

PAI-1를 차단하는 항체는 tPA 기능의 회복을 초래할 것이다. 발색 검정은 하나 이상의 펩티드 결합(들)을 가수

분해함으로써 자연적인 기질(단백질 및 펩티드)에 작용하는 단백질 가수 분해 효소를 활용한다. 이러한 과정은

일정한 아미노산에 인접한 펩티드 결합만 절단된다는 점에서 대개 고도로 특이적이다. 발색 기질은 단백질 가수

분해성 효소와 반응하여 정량가능한 색의 형성을 초래하는 펩티드이다. 발색 기질은 합성적으로 만들어지며, 효

소에 대한 자연적인 기질과 유사한 선택성을 가지도록 설계된다. 발색 기질의 펩티드 부분에 부착된 것은 효소

절단 후 방출되면 색의 발생을 제공하는 화학적 기이다. 색 변화는 분광광도법으로 추적할 수 있고, 단백질 가

수분해 활성에 비례한다.
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tPA 저해제로서의 PAI-1 기능을 중화하는 항체의 능력을 확인하기 위해 발색 검정을 사용하였다. tPA는 pNA를[0280]

발색 기질 S2288로부터 방출시킬 수 있다. 용액 내 S228은 색을 나타내지 않지만, tPA에 노출되고 이어지는 pNA

의 방출 후, 용액은 OD405에서 판독할 수 있는 황색을 발생시킨다. 색 형성은 효소 반응의 역학을 결정하기 위해

2~3 시간에 걸쳐 관찰될 수 있다. PAI-1은 농도 의존적 방식으로 tPA의 효소 활성을 차단할 수 있다.

2단계 발색 검정을 수행하였다. 시약이 기질 용액에 첨가되는 단계까지 모든 시약은 10x 농축이었다. 제1 단계[0281]

에서, tPA 저해에서의 PAI-1 효능을 발색 검정(고정된 tPA 농도를 이용한 PAI-1 역가측정)을 사용하여 측정하였

다. PAI-1 역가 곡선을 분석하여 tPA 활성을 차단하는 PAI-1에 대한 IC50을 결정하였다. 차후에, 곡선으로부터

계산된 IC80을 PAI-1 차단 기능을 중화하고 tPA 효소 활성을 회복하는 능력에 대한 추가적인 항체의 검증을 위

해  선택하였다.  동일한  부피(25  ul)의  tPA(14  nM)(Innovative  Research,  Cat.  No.IHTPA-TC)  및  당화(활성

형태)  인간  PAI-1(Molecular  Innovations,  Cat.  No.GLYHPAI-A)  또는  비당화(활성  형태)  마우스  PAI-

1(Molecular Innovations Cat. # IMPAI)를 조합하였고 고정된 농도의 tPA 및 108 nM에서부터 시작하는 PAI-1의

3배 계대 희석액을 사용하여 항온배양하였다. 모든 단백질 희석액은 1% BSA/PBS를 이용하여 제조하였다. 혼합물

을 상온에서 96-웰 미세역가 플레이트의 웰에서 15분 간 항온배양하였다. 그런 다음, 제조자의 지시에 따라 희

석된 200 ul 발색 기질 S2288(1.25 mM)(Chromogenix, Cat. No. S-820852)을 웰에 첨가하고, 405 nm에서 2시간

동안 매 10분마다 OD405 흡광도 변화를 기록하여 잔여 tPA 활성을 측정한다. 대조군의 경우, tPA의 부재(효소 반

응 없음) 하에 배경을 측정하였고, 양성 대조군은 PAI-1가 없었고(100% tPA 활성), 음성 대조군은 tPA의 10배

초과의 PAI-1였다(tPA 활성의 완전한 차단). 33B8, A44, 33H1 및 IgG1에 대한 대표적인 곡선에 대해서 도 4를

참조한다.

제2 단계에서, 항체의 기능적 성질을 PAI-1 중화 검정을 사용하여 활성 PAI-1을 저해하고 tPA 기능을 회복하는[0282]

항체의  능력을  평가하여  결정하였다.  이러한  단계에서,  활성  PAI-1  12.5  ul(56  nM)를  동일한  부피의  1%

BSA(Sigma, Cat. No. A3059)를 함유하는 PBS(Invitrogen, Cat. No.14190-144) 또는 2 uM부터 시작하는 항체의

3배 계대 희석액 중 하나와 함께 항온배양하였다. 대조군 및 미지 항체를 0.1 내지 300 nM 범위의 농도(5배 희

석)에서 3 nM PAI-1과 함께 항온배양하였고 tPA를 혼합물에 첨가하였다. 모든 성분들을 10x 농축으로 상온에서

항온배양하였고, tPA에 의한 절단 시, 색을 투명한 색에서 황색으로 변화시키는 tPA 기질 S2288로 10배 더 희석

하였다. 시료를 OD 405에서 37
o
C로 2시간 동안 매 10분마다 판독하였다. 혼합물을 96-웰 미세역가 플레이트의

웰  안에서  30분  간  상온에서  반응하도록  하여  항체-항원  복합체  형성을  달성하였다.  그런  다음,  25  ul의

tPA(tPA  활성의  IC80  저해에  상응하는  14  nM)를  웰에  첨가한  다음  상온에서  15분  간  항온배양하였다.

마지막으로, 제조자의 지시에 따라 희석된 200 ul 1.25 mM 기질 S2288을 믹스에 첨가하였다. 405 nm에서의 흡광

도 변화를 2시간 동안 매 10분마다 기록하여 잔여 tPA 활성을 측정한다. 백 퍼센트 PAI-1 활성은 항체의 부재

하에 관찰되는 PAI-1 활성으로 정의된다. 항체에 의한 PAI-1 활성의 중화는 항체의 존재 하에 측정된 잔여 PAI-

1 활성으로부터 계산된다. 대조군은 이소형 대조군(음성)으로서는 IgG1였고, 양성 대조군으로서는 33H1 mAb 및

33B8 mAb였다. B28, E16, E21, A75 및 IgG1에 대한 대표적인 곡선에 대해서는 도 5를 참조한다.

인간 tPA를 저해하는 인간 PAI-1의 오소로그를 2단계 발색 검정 시스템에서 시험하였다. 오소로그의 역가측정은[0283]

인간 PAI-1에 대해 전술된 바와 같이 수행하였고(역가측정의 대표적인 곡선에 대해서는 도 6을 참조) tPA 활성

은 발색법으로 결정하였다(시노 및 마우스 PAI-1에 대한 33B8 및 A44의 대표적인 곡선에 대해서는 도 7을 참

조). 검정에 사용된 인간 tPA의 최종 농도는 1.4 nM이었다. 12.5 ul 활성 PAI-1(56 nM)를 동일한 부피의 1%

BSA를 함유하는 PBS 또는 2 uM에서부터 시작하는 항체의 3배 계대 희석액과 함께 항온배양하였다. 혼합물을 96-

웰 미세역가 플레이트의 웰에서 30분 간 상온에서 반응하도록 하였다. 그런 다음, 25 ul의 tPA(14 nM)를 웰에

첨가하고  15분  간  상온에서  항온배양하였다.  반응을  종결시키기  위해,  200  ul  tPA  기질

S2288(Chromogenix)(1.25 mM)을 혼합물에 첨가하였다. 오소로그 PAI-1은 Molecular Innovations으로부터 수득

하였다:  마우스 PAI-1(야생형 활성 분획; cat#  MPAI);  랫트 PAI-1(야생형 활성 분획; cat#  RPAI);  및 토끼

PAI-1(안정적 돌연변이; cat# RbPAI-I91L) 시노 PAI-1(활성 시노 PAI-1)는 E.coli에서 직접 생산하였다. 비아

코어 스크리닝에서의 토끼 및 랫트 오소로그의 불량한 해리 속도로 인해(데이터 미도시), 이러한 오소로그에 대

한 항체의 스크리닝은 수행하지 않았다.
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각각의 융합으로부터의 하나 이상의 항체는, 본 검정에서, 시노 및 인간 PAI-1 저해 기능을 차단하는 능력을 나[0286]

타내었는데, 약 14종의 항체가 중간 내지 강한 차단 활성을 가졌다. A39 및 B28은 이러한 두 항체가 당화 hPAI-

1은 차단하지만 인간 또는 시노 비당화 PAI-1에 대해서는 활성을 가지지 않는다는 점에서 독특한 프로파일을 가

진다. C26을 제외하고 항체 중 어떤 것도 마우스 PAI-1 활성을 효율적(인간 PAI-1의 10배 이내)으로 차단할 수

없었다.

실시예 7: 단일클론 항체의 작용의 기전[0287]

단일클론 항체는 3가지의 상이한 기전으로 PAI-1을 저해할 수 있다: a) 입체 장애, b) 결합 시 PAI-1을 잠복성[0288]

형태로 전환함, 및 c) 저해제 대신 PAI-1을 tPA 형태에 대한 기질("기질 형태")로 전환함. PAI-1은 세린 프로테

아제와의 상호작용 시 tPA와 공유 결합을 형성한다.

발색 검정 및  SDS-PAGE  기술을 항체 작용의 기전을 확인하기 위해 사용하였다.  단일클론 항체(또는 대조군[0289]

항체), PAI-1 및 tPA 사이의 반응은 기능적 발색 검정에 전술된 바와 같이 수행되었다. 시료를 라엠리(Laemmli)

시료 완충액과 혼합하고 비환원 조건 하에 SDS-PAGE 겔 상에 로딩하고 30분 간 시행하였다. 그 후, 겔을 쿠마시

블루(Coomassie blue)로 염색하여 단백질, 복합체 및 절단된 형태의 PAI-1을 시각화하였다. 알려진 작용 기전을

가지는 대조군 단일클론 항체를 비교기로서 사용하였다. 33B8는 PAI-1을 잠복성 형태로 전환하는 것으로 알려져

있고  33H1  PAI-1을  기질  형태로  전환하는  것으로  알려져  있다.  이러한  검정은  기질  형태를  양성으로

식별하지만,  잠복성 형태 또는 입체 장애와 구별할 수는 없다.  대표적인 SDS-겔이 도 8,  9  및 10에 나타나

있다.

[0290]

A44, C26, C45 및 E21은 PAI-1 형태를 활성 형태에서 기질 형태로 전환함으로써 PAI-1 활성을 차단한다. A39 및[0291]

B109는 상이한 작용의 기전을 가지지만, 본 검정은 이들 항체가 PAI-1 활성을 PAI-1을 활성 형태에서 잠복성 형

태로 전환하여 차단하였는지 또는 입체 장애에 의해 차단하였는지 여부를 구별할 수 없다.

실시예 8: 정제된 항체 결합 역학[0292]

역학 측정에서, 항체를 25℃에서 역으로 평가하였다. 본 역방향 검정에서는, PAI-1 항체가 CM5 칩 상에 제조된[0293]

항-마우스 IgG Fc 항체 표면에 포획된 후 PAI-1 단백질(인간 또는 시노)의 2x 계대 희석액을 40 nM에서부터 시

작하여 주입하였다. 물질 이동 한계를 피하기 위해 50 ul/분의 빠른 유속을 선택하였다. 선택된 항체의 느린 해

리 속도를 수용하기 위해 이천 초가 해리 시간으로 허용되었다. 이러한 칩은, 각 회차의 항체-PAI-1 결합 후,

글리신-HCl, pH 1.7 완충액으로 재생성되었다. 역학 데이터 분석은 비아코어 BIAevaluation 소프트웨어를 사용

하여 수행하였다. 센서그램은 참조 흐름 셀 값 및 블랭크 완충액 값을 감함으로써 이중 참조되었다. 센서그램을

국소적인 Rmax를 가지는 시뮬레이션된 역학 1:1(Langmuir) 모델을 이용하여 적합하게 하였다. 시험한 항체에 대

한 데이터는 아래의 표 9에 나타나 있다.
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[0294]

대표적인 항체의 결합 역학을 비트로넥틴과 PAI-1 복합체를 이용한 비아코어 정방향 검정을 통해 더 분석하고[0295]

비교하였다. 이러한 정방향 검정에서, 인간 비트로넥틴 단백질을 아민 커플링으로 흐름 셀 Fc1~Fc4 내 CM5 칩

상에 고정하였다. 인간 PAI-1을, 그런 다음, 리간드로서 흐름 셀 Fc2~Fc4 내 비트로넥틴 표면에 포획하였다.

Fc1은 참조 셀로서 보존하였다. 항체를 40 nM에서부터 시작하여 2x로 희석하고 Fc1~4에 주입하였다. 역학 데이

터 분석을 비아코어 BIAevaluation 소프트웨어를 사용하여 수행하였다. 센서그램을 우선 참조 셀 값 및 블랭크

완충액 값을 감함으로써 이중 참조하였고, 전반적인 Rmax를 이용하여 1:1(Langmuir) 모델로 적합하게 하여 사용

하였다.

[0296]

표 10의 데이터는 A44가 유리 인간 PAI-1뿐 아니라 비트로넥틴 복합체 내 PAI-1에도 결합한다는 것을 보여주었[0297]

다.

실시예 9: 일차 인간 세포 내 기능적 검정[0298]

일차 인간 세포에 의한 하류 플라스민 생성을 회복하는 각각의 항체의 능력을 더 조사하기 위해, 플라스민 생성[0299]

검정을 사용하였다. 발색 검정에서 높은 효능 및 비아코어에서 양호한 친화도를 나타낸 항체만 본 검정에서 사

용하여 시험하였다.

1일에, 인간 일차 간 성상 세포(Sciencell CA, cat no SC5300)를 20000 세포/웰로 기아(starvation) 배지(DMEM[0300]

Gibco+글루타맥스-1 4.5 g/L D-글루코스, 피루베이트(31966-021), 0.2% 우태아 혈청 골드 PAA(A11-152))에 5%

CO2하에  37℃에서  평판배양하였다.  2일에,  PAI-1  활성을  중화하기  위해,  항체를  재조합  PAI-1(Molecular

Innovation, cat# IGLYHPAI-A, 재조합 당화 인간 PAI-1, 최종 농도 5 nM)과 함께 상온에서 15분 간 사전항온배

양하였다. 동시에, tPA(Molecular Innovations(cat# HTPA-TC), DMEM 중 5 nM, 레드 페놀을 포함하지 않음)를

37℃에서 15분 간 세포와 함께 항온배양하였다. 미결합 tPA를 세척한 후, PAI-1/mAb 혼합물을 세포에 첨가하였

고, 그런 다음 잔여 tPA 활성을 글루-플라스미노겐/기질 혼합물(Glu-Pg: Sigma cat# 9001-91-6; 0.5 μM 최종

농도) 및 플라스민 발색 기질:(CBS00.65 Stago cat # 00128, 0.5 mM 최종 농도)을 첨가하여 측정하였다.

플라스민에  대한  플라스미노겐  활성화는  37℃로  온도  설정된  분광광도계(IEMS,  Thermofisher)를  사용하여[0301]

A405/492 nm의 매 45초마다의 역학 판독으로 검출한다. Biolise 소프트웨어(Thermofischer)가 발색 기질 절단

의 최대 속도: Vmax로 표시되는 플라스민 생성: 계산된 분 당 A405/492 nm(mDO/분)의 최대 속도를 계산한다. 그

런 다음 PAI-1  저해를 참조로서 tPA  단독(100%  저해) 및 PAI-1(mAb  없음, 저해 없음)을 이용하여 계산하고,

Biostat 스피드 소프트웨어를 사용하여 도표화하여 IC50 및 Imax를 계산한다.
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 [0302]

실시예 10: 비아코어 경쟁 검정에 의한 항체 결합 에피토프 탐색[0303]

우수한 결합 및 차단 활성을 가지는 선택된 군의 항-PAI-1 항체를 비아코어 경쟁 검정에서 잠재적인 결합 에피[0304]

토프에 대해 탐색하였다. 이러한 검정에서, 새로 식별된 항체뿐 아니라 인간 PAI-1에 대해 알려진 결합 자리를

가지는 몇몇 상업적으로 이용가능한 항-PAI-1 항체도 인간 PAI-1 단백질에 대한 결합에 대해 경쟁하도록 설정되

었다. 각각의 항체를 표준 아미노 커플링 반응을 이용하여 비아코어 CM5 칩에서 흐름 셀에 고정하였다. 클론

B28을 제외한 모든 시험된 항체는 아민 커플링 후에도 결합 자리 활성을 보유하였다. 인간 PAI-1 단백질을 칩

상에 고정된 항체에 포획한 후, 분석물인 각각의 항체를 주입하였다. 고정화 항체와는 다른, 인간 PAI-1에 대한

결합 자리를 가지는 분석 항체만 비아코어에서 추가적인 결합 신호를 나타낼 것이다. 각각의 고정된 항체에 대

한 경쟁 실험을 2회 반복하였고, 그 결과는 하기 표에 나타나 있다.
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[0305]

A44가 고정되고 PAI-1이 결합하는 경우, C45(분석 항체)는 A44에 의해 결합된 PAI-1에 결합할 수 없다. 따라서,[0306]

C45는 PAI-1 상 A44가 결합한 동일한 결합 자리에 대해 경쟁(표 12에 "c/c"로 나타냄)하거나 PAI-1에 대한 A44

결합이 PAI-1에 대한 C45 결합을 방해한다. 이러한 분석은 실험이 반대의 순서로 반복될 때 확인된다. 구체적으

로, C45가 고정된 항체이고 PAI-1에 결합하는 경우, 분석 항체로서 A44는 C45에 결합한 PAI-1에 결합할 수 없다

(표 12에 "c/c"로 나타냄). 유사한 분석에서, A71 및 A75는 PAI-1 상의 동일한 자리에 대해 경쟁한다. 비아코어

분석은 A44 및 C45뿐만 아니라 A71 및 A75가 PAI-1에 결합할 때 서로 경쟁하거나 서로 방해한다는 것을 확인하

였다.

반대로, 상업적으로 이용가능한 항체인 33H1 및 33B8은 A44와 경쟁하지 않는다. A44가 고정된 항체이고 PAI-1에[0307]

결합하는 경우, 33H1 및 33B8 모두 A44에 결합한 PAI-1에 여전히 결합할 수 있다(표 12에 "b/b"로 나타냄). 이

는 역방향 실험에서 확인된다. PAI-1이 고정된 33H1 또는 고정된 33H8에 결합하는 경우, A44는 PAI-1에 여전히

결합할 수 있다. 따라서, 상업적인 항체 33H1 및 33B8은 PAI-1에 대한 A44 결합과 경쟁하거나 이를 방해하지 않

는다. 
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흥미롭게도, 일부 고정된 항체(즉, B109)는 분석 항체(즉, 33B8)를 포획된 PAI-1 단백질에 대한 결합으로부터[0308]

차단하였지만; 분석 항체에 고정된 항체의 위치를 변경(예를 들어, 칩 상의 쌍을 뒤집음)하는 경우, 항체 쌍이

PAI-1에 대한 결합을 위해 더 이상 서로 경쟁하지 않았다. 예를 들어, B109가 PAI-1에 결합된 고정된 항체였던

경우, 33B8은 PAI-1에 결합할 수 없었다. 그러나, 33B8이 PAI-1 결합한 고정된 항체였을 때, B109는 PAI-1에

결합할 수 있었다. 이러한 결과에 대한 하나의 가능한 설명은 (예를 들어, B109가 고정된 항체이고 33B8이 분석

항체인 경우) 고정된 항체가 PAI-1에 결합할 때, PAI-1이 제2 또는 분석 항체에 대해 비우호적인 형태로 전환될

수 있고, 분석 항체를 결합으로부터 차단한다는 것이다. 그러나, 항체 쌍이 역전되면, 고정 항체는 PAI-1 형태

가 거의 변하지 않는 방식으로 결합할 수 있고, 이에 따라 분석 항체가 결합된 PAI-1에 결합하는 것을 허용한다

(즉, 분석 항체 B109는 고정 항체 33B8이 결합된 PAI-1에 결합할 수 있다). 따라서, 33B8과 B109 사이에서 관찰

되는 경쟁은 PAI-1 상의 중첩되는 결합 자리로 인한 것이 아니라 B109에 결합할 때의 PAI-1에서 형태적인 변화

에 기인할 것일 가능성이 있다.

다른 흥미로운 관찰은 B28은 아민 커플링에 의해 고정화되면 인간 PAI-1에 대한 결합을 소실한다는 것이었는데,[0309]

이는 B28의 CDR 영역이 일차 아민기(들)를 가지는 아미노산을 포함한다는 것을 시사한다.

실시예 11: 인간화를 위한 마우스 단일클론 항체의 선택[0310]

표 13은 수행된 5종의 융합으로부터의 가장 활성인 단일클론 항체를 특성분석한 시험관 내 데이터의 요약을 보[0311]

여주는 것이다. 이러한 데이터에 기반하여, A44가 인간화를 위하여 선택되었는데, 이는 A44가 비아코어에서 가

장 높은 친화도를 가지면서 발색 검정 및 플라스민 생성에서 가장 강한 항체였기 때문이다.

[0312]
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표 1 내 중쇄 및 경쇄서열이 도 12에서 정렬되고 IMGT에 의해 정의된 CDR은 굵은 글씨로 강조되어 있다. 표 13[0313]

에 제시된 시험관 내 데이터에 기반하여, A44가 인간화를 위해 선택되었다.

실시예 12: 항-PAI-1 A44 Fab의 조작: 인간화, 안정화 및 원치 않는 서열 모티프의 돌연변이 [0314]

아래에서 논의된 몇몇 접근법이 PAI-1에 대한 A44 뮤라인 항체의 서열 모티프를 인간화, 안정화 및 최적화를 위[0315]

해 선택되었다.

1) 인간화[0316]

사용된  인간화  프로토콜은,  그  전체가  참조로서  본원에  포함된  PCT/US08/74381(US20110027266)에  기술되어[0317]

있다.  뮤라인  A44의  가변  경쇄(VL)  및  가변  중쇄(VH)  서열을  분자  작용  환경(molecular  operating

environment, MOE; v. 2010.10; Chemical Computing Group)에서 항-PAI-1 A44 경쇄(LC) 및 중쇄(HC)의 상동성

모델을 구축하기 위해 사용하였다. 하기의 주형을 사용하였다: 경쇄구조형성 - 1D5I(구조형성 영역 내 94% 동일

성), 중쇄 구조형성 - 3KSO(구조형성 영역 내 96% 동일성), L1 - 1D5I(94% 동일성), L2 - 1D5I(94% 동일성),

L3 - 1AXS(72% 동일성), H1 - 1IC7(82% 동일성), H2 - 1MBU(68% 동일성) 및 H3 - 2WDB(62% 동일성). H3 루프는

모델링하기가 특히 어려웠는데, 이는 Trp이 첫 번째 잔기이기 때문이다. 또한, 2WDB는 비록 짧은 루프이지만,

루프의 시작점에 Trp을 가지고 H3 루프의 말단과 동일한 Phe-Asp-Tyr 서열도 가진다. His-99 및 Glu-105(LC)의

측쇄가 재구축되었고, 이어서 MOE에서 구현되는 표준 절차를 사용하여 모델을 최소 에너지화하였다. 뮤라인 A44

의 최소화 3D 상동성 모델의 분자 동역학(MD) 시뮬레이션을, 이어서, Generalized Born implicit 용매 내에서

1.1 나노초(ns)간 500 K 온도에서 단백질 골격에 대한 제약을 가지고 수행하였다. 10가지의 다양한 형태를 마지

막 1 ns 동안 매 100 피코초(ps)마다 이러한 제1 MD 시행으로부터 추출하였다. 그런 다음, 이러한 다양한 형태

들은 2.3 ns 동안 단백질 골격에 대한 제약이 없고 300 K 온도인 MD 시뮬레이션에 제출하였다. 10회의 MD 시행

각각에서, MD 궤적으로부터의 마지막 2,000회의 스냅샷(매 ps마다 1회)을 다음으로 사용하여 각각의 뮤라인 A44

아미노산에 대해, 참조 중간점 위치에 비교하여 이의 평균 제곱근 편차(rmsd)를 계산하였다. 주어진 아미노산의

10종의 별개의 MD 시행에 대한 평균 rmsd를 모든 A44 뮤라인 아미노산의 전체적인 평균 rmsd와 비교하여, 당업

자는 MD 중 보여지는 아미노산이 T-세포 수용체와 상호작용하여 면역 반응의 활성화를 담당하는 것으로 간주되

는 것처럼 충분히 유연한지를 결정한다. CDR 및 이의 바로 옆 5 Å 부근을 제외하고, 뮤라인 A44 항체 내 37개

의 아미노산이 유연한 것으로 확인되었다.

그런 다음, 20 ns(10 x 2 ns) 동안, 62개의 가장 유연한 뮤라인 A44 아미노산의 운동을, 각각이 10 x 2 ns MD[0318]

시뮬레이션을 시행한 49개의 인간 생식계열 상동 모델의 상응하는 유연한 아미노산의 운동과 비교하였다. 49개

의 인간 생식계열 모델을 7개의 가장 공통적인 인간 생식계열 경쇄(vk1, vk2, vk3, vk4, vlambda1, vlambda2,

vlambda3) 및 7개의 가장 공통적인 인간 생식계열 중쇄(vh1a, vh1b, vh2, vh3, vh4, vh5, vh6)를 조직적으로

조합하여 구축하였다. vk1-vh2 인간 생식계열 항체는 뮤라인 A44 항체의 유연한 아미노산에 비교하여 그의 유연

한 아미노산에 대해 0.58의 4D 유사도를 나타내었다; vk1-vh2 생식계열 항체를, 따라서, 유연성 아미노산에 초

점을 맟추어 F151 항체를 인간화하기 위해 사용하였다. v람다3-vh4 인간 생식계열이 두 번째로 높은 4D 유사성

인 0.57을 나타내었고 또한 A44 항체의 인간화에 대한 기반으로 사용하였다. 뮤라인 A44와 vk1-vh2 아미노산 사

이의 쌍 별 아미노산 결합을 위해, 2개의 서열을, 2종의 상응하는 상동성 모델의 알파 탄소의 최적 3D 중첩에

기반하여 정렬하였다. 뮤라인 A44와 v람다3-vh4 사이의 쌍 별 아미노산 결합을 유사한 방식으로 수행하였다. 도

13은 뮤라인 A44 경쇄와 vk1 및 v람다3의 정렬을 나타낸 것이다. 도 14는 뮤라인 A44 중쇄와 vh2 및 vh4의 정렬

을 나타낸 것이다.

2) 안정화[0319]

a) 지식 기반 접근법[0320]

낮은 발생 빈도의 경쇄 및 중쇄의 아미노산 대 CDR을 제외한 그들의 정준 서열이 가장 빈번하게 발견되는 아미[0321]

노산 내로 돌연변이화되도록 제안되었다(컴Gth > 0.5 kcal/mol; (E. Monsellier, H. Bedouelle. J. Mol. Biol.

362, 2006, p. 580-593)). LC 및 HC에 대한 컨센서스 돌연변이의 제1 목록은 가장 가까운 인간 생식계열(vk1-

vh1b)에서 발견되는 아미노산으로 제한되었다. CDR의 바로 인접부(5 암스트롱의 "베르니어" 구역(J. Mol. Biol.

224, 1992, p. 487-499))내에 제시된 변화는 고려에서 제외하였다. 이는 LC 내 2개의 안정화 돌연변이(표 15 참

조) 및 HC 내 다섯 개의 안정화 돌연변이(표 16 참조)를 초래하였다. 항 PAI-1 A44 항체를 잠재적으로 안정시키

기 위한 이들 돌연변이의 다른 기준도 고려하였다. 이러한 범주는 표면 소수성의 호의적인 변화 또는 돌연변이

의 분자 역학 기반 예상 안정화였다. 또한, 문헌(E. Monsellier & H. Bedouelle, J. Mol. Biol., 362, 2006,
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p. 580-593; B.J. Steipe et al. J. Mol. Biol, 1994, 240, 188-192)에서 추가적인 안정화 돌연변이도 성공적

인 것이고 보고되었고 고려하였지만(표 17 및 18), 어떠한 추가적인 돌연변이도 제안되지 않았다.

[0322]
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[0323]
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[0324]

[0325]

[0326]

b) 3D 및 MD-기반 접근법[0327]
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3D 및 MD 기반 접근법들은 이전부터 보고되어 왔다(Seco J., Luque F.J., Barril X., J. Med. Chem. 2009 Apr[0328]

23:52(8):2363-71; Malin Jonsson et al., J. Phys. Chem. B 2003, 107:5511-5518). 항체의 소수성 영역은 이

성분 용매(물 중 20% 이소프로판올, 20 ns 생성 시물레이션)에서 Fab의 분자 동역학 시뮬레이션을 분석함으로써

실험적으로 확인되었다. 슈뢰딩거(Schrodinger) 마에스트로 소프트웨어(v. 8.5.207) 내에서 소수성 표면 맵을

사용한 추가적인 분석을 완료하였다. 이러한 2가지 방법으로 분석된 단백질 표면은 상당히 친수성이다. 비록 이

러한 2개의 기술에서 표면 상에 어떠한 소수성 패치를 제공하는 잔기도 존재하지 않았고, 이에 따라 어떠한 항

응고 돌연변이도 제안되지 않았다.

3) 이식(grafting)에 의한 인간화[0329]

이식(grafting)  기술을  사용한  인간화는  이전에  보고되어  있다(P.  T.  Jones,  P.H.  Dear,  J.  Foote,  M.S.[0330]

Neuberger, G. Winter, Nature 1986, 321:522-525). 인간화는 항-PAI1 A44 가변 도메인 경쇄 및 중쇄에 가장

가까운 2종의 인간 생식계열을 확인함으로써 시작되었다. 이는 조직적으로 열거된 모든 인간 생식계열(카파 및

람다 사슬에 대한 V & J 도메인; 중쇄에 대한 V, D 및 J 도메인의 모든 가능한 조합)에 대한 BLAST 검색을 수행

함으로써 이루어졌다.  BLAST  검색은 미국국립생물정보센터(National  Center  for  Biotechnology  Information,

NCBI)에 의해 제공되는 서열 정보 회수 및 분석(sequence information retrieval and analysis, SIRA) 서비스

에 링크된 인터넷 어플리케이션을 사용하여 수행하였다.

가장 가까운 인간 생식계열은 항-PAI1 A44 가변 도메인 경쇄 및 중쇄에, 각각, 70% 및 67% 서열 동일성을 가지[0331]

는 것으로 확인되었다. 내부 VBASE 생식계열 서열을 사용하여, 경쇄는 VI-O18(대략 64% 동일성) 유전자위(loc

i)에 가까운 것으로 밝혀졌고 중쇄는 VH4 서브패밀리의 4-30(대략 69% 동일성) 유전자위에 가까웠다. mA44 경쇄

(A44LC) 및 IGVK1-33-01_IGKJ4-01(IGVK1)에 대한 CDR 영역(카바트 기반) 및 베르니어 잔기는 이탤릭체로 나타

나 있다. 문헌(J. Mol. Biol., 1992, 224, 487)에 정의된 베르니어 잔기에는 밑줄이 처져있다. 인간화 돌연변이

(굵은 글씨)는, 위에서 정의된 CDR & 베르니어 구역 잔기(또한 뮤라인 내에서 밑줄 쳐져 있음)를 제외한, 2개의

정렬된 서열의 쌍별 비교를 수행하여 수득하였다. 이식 접근법에 의한 인간화의 일부분으로서 뮤라인 경쇄로부

터의 T46L 및 Q69T 및 뮤라인 중쇄 내 M2V(베르니어 구역 잔기)를 우세하게 보존된 인간 생식계열 서열로 돌연

변이화하였다(LC5a,  HC5a).  다른 변이체에서, 이러한 3개의 베르니어 구역 잔기가 원래의 뮤라인 서열(LC5b,

HC5b)에서 볼 수 있는 바와 같이 유지되었다.

mA44 - 경쇄(서열 번호 141)[0332]

DIKMTQSPSS MYASLGERVT ITCKASQDIN SYLSWLQQKP GKSPKTLIYR [0333]

ANRSVDGVPS RFSGSGSGQD YSLTISSLEY EDMGIYYCLQ YDEFPPTFGG[0334]

GTKLEIK[0335]

IGKV1-33-01_IGKJ4-01(서열 번호 107)[0336]

DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCQASQDIS NYLNWYQQKP GKAPKLLIYD [0337]

ASNLETGVPS RFSGSGSGTD FTFTISSLQP EDIATYYCQQ YDNLPLTFGG [0338]

GTKVEIK[0339]

mA44 - 중쇄(서열 번호 140)[0340]

EMQLQESGPS LVKPSQTLSL TCSVTGDSMT  NGYWNWIRKF[0341]

PGNKLEYMGY ITYSGSTYYN PSLKGRISIT RNTSKNQYYL [0342]

QLSSVTTEDT ATYYCARWHY  GSPYYFDYWG QGTTLTVSS[0343]

IGHV4-59-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02(서열 번호 108)[0344]

QVQLQESGPG LVKPSETLSL TCTVSGGSVS SYYWSWIRQP[0345]

PGKGLEWIGY IYYSGSTNYN PSLKSRVTIS VDTSKNQFSL[0346]

KLSSVTAADT AVYYCARGYS SSWYYFDYWG QGTLVTVSS [0347]

다음으로 가까운 인간 생식계열은 항-PAI1 A44 가변 도메인 경쇄 및 중쇄에, 각각, 59% 및 58% 서열 동일성을[0348]
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가지는 것으로 확인되었다. 내부 VBASE 생식계열을 사용하여, 이러한 경쇄는 VκIII-L6(약 56% 동일성) 유전자

위에 가까운 것으로 밝혀지고, 중쇄는 VH6 서브 패밀리의 6-01 유전자위에 가깝다. CDR 영역(카바트에 기반함)

및 베르니어 영역은 이탤릭체로 표시되어 있다. 베르니어 영역(문헌(J. Mol. Biol., 1992, 224, 487)에 정의된

바와 같음)은 밑줄 처져 있다. 위에서 정의되고 굵은 글씨로 나타낸 CDR & 베르니어 구역 잔기(또한 뮤라인 내

에 밑줄 처져 있음)를 제외한, 2개의 정렬된 서열을 쌍별 비교를 수행하여 인간화 돌연변이를 얻었다.

mA44 - 경쇄(서열 번호 141)[0349]

DIKMTQSPSS MYASLGERVT ITCKASQDIN SYLSWLQQKP GKSPKTLIYR [0350]

ANRSVDGVPS RFSGSGSGQD YSLTISSLEY EDMGIYYCLQ YDEFPPTFGG [0351]

GTKLEIK[0352]

IGKV3-11-02_IGKJ4-01(서열 번호 143)[0353]

EIVLTQSPAT LSLSPGE랫트 LSCRASQSVS SYLAWYQQKP GQAPRLLIYD [0354]

ASNRATGIPA RFSGSGSGRD FTLTISSLEP EDFAVYYCQQ RSNWPLTFGG [0355]

GTKVEIK[0356]

mA44 - 중쇄(서열 번호 140)[0357]

EMQLQESGPS LVKPSQTLSL TCSVTGDSMT N..GYWNWIR[0358]

KFPGNKLEYM GYIT..YSGS TYYNPSLKGR ISITRNTSKN  [0359]

QYYLQLSSVT TEDTATYYCA RWHYGSPYYF DYWGQGTTLT VSS[0360]

IGHV6-1-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02 (서열 번호 144)[0361]

QVQLQQSGPG LVKPSQTLSL TCAISGDSVS SNSAAWNWIR[0362]

QSPSRGLEWL GRTYYRSKWY   NDYAVSVKSR ITINPDTSKN[0363]

QFSLQLNSVT  PEDTAVYYCA RGYSSSWYYF DYWGQGTLVT VSS [0364]

4) 원치않는 서열 모티프의 돌연변이[0365]

다음의 모티프의 서열을 고려하였다: Asp-Pro(산 불안정 결합), Asn-X-Ser/Thr(당화, X=Pro이 아닌 임의의 아미[0366]

노산), Asp-Gly/Ser/Thr(유연한 영역 내 숙신이미드/이소-asp 형성), Asn-Gly/His/Ser/Ala/Cys(노출된 탈아미

드화 자리), 및 Met(노출된 영역 내 산화). 뮤라인 항-PAI1 A44의 VL & VH 도메인은 다음의 2개의 잠재적인 당

화 자리를 소유한다: LC 내 (CDR2 내) N
52
RS 및 HC 내 N

72
TS. 하나의 노출된 탈아미드화 자리가 HC(N

31
G)의 CDR1

내에 존재한다. 다음의 숙신이미드 형성의 3개의 잠재적인 자리를 원래의 뮤라인 서열에서 확인하였다: LC 내

(CDR2의  말단의)  D
56
G  및  HC  내  (CDR1  내)  D

27
S  및  D

89
T.  LC  문제성  모티프인  N

52
RS  및  D

56
G는  CDR2  내에

존재한다. 이러한 돌연변이가 CDR 내에 발생하기 때문에, 이들은 아래의 2개의 제안된 조작된 서열(LC2 및 LC

4)에서 돌연변이에 의해 다루어진다. N
52
는 Gln으로 보존적으로 돌연변이되었고, D

56
은 Glu으로 돌연변이되었다.

HC 내에는 4개의 문제성 잔기가 존재하고 있다. 첫번째 2개는 CDR1내에 발생한다: 잠재적인 숙신이미드 형성 자

리인 D
27
S 및 탈아미드화 자리 N

31
G. 2개의 추가적인 문제성 모티프도 또한 제3 구조형성 영역 내에 발생한다.

CDR1에서,  D
27
은 숙신이미드의 형성을 피하기 위해 E로 돌연변이된 반면,  N

31
은 Q로 바뀌었다.  N

72
 및 D

89
를,

각각, Q 및 E로 바꾸었다. 이러한 문제성 모티프를 조작된 서열인 아래에 기술된 HC2a 및 HC4에서 다루었다.

HC2b 변이체는 N
31
G 탈아미드화 자리의 돌연변이만 함유한다.

서열 중 어떠한 것도 임의의 공지된 인간 B 또는 T 세포 에피토프를 함유하지 않는다는 것을 보증하기 위해, 얻[0367]

어진 인간화 서열을 IEDB 데이터베이스(immuneepitope.com. 의 범세계 웹에 밝혀짐; version June 2009; Vita

R, Zarebesk L., Greenbaum J.A., Emami H., Hoof I., Salimi N., Damle R., Sette A., Peters B. The immune

epitope 데이터베이스 2.0 Nucleic Acids Res. 2010, Jan, 38(데이터베이스 issue):D854-62. Epub 2009. Nov

11)에 대한 서열 유사성(BLAST 검색에서 수득된 결과에 대한 컷오프로써 70%의 서열동일성이 사용되고 인간 종

으로부터의 결과만 고려하였음)을 블라스트분석하였다. DeClerck 등(국제 특허 번호 WO 2002034776)은 PAI-1의
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항체 결합 에피토프를 개시하였는데, 이 중 어떤 것도 본원에 개시된 에피토프에 대해 문제가 있지 않았다.

뮤라인 A44 LC의 경우, Kirschmann 등(The Journal of Immunology, 1995, 155, 5655-5662)으로부터 하나의 인[0368]

간 에피토프가 존재한다. 뮤라인 A44 LC는 아래에 나타낸 14개의 아미노산 스트레치와 약 71% 동일성을 보유한

다. 대상 서열은 질량 분광계로 분석하지 않은 부분적인 서열이었다. 이러한 펩티드에 대해 어떠한 결합 데이터

도 보고되지 않는다. 이러한 에피토프는 제안된 모든 LC 변이체에서 볼 수 있었다. 유사한 조사를 HC에 대하여

수행하였을 때 어떠한 잠재적인 문제성 에피토프도 확인되지 않았다.

5) 항-PAI1 가변 도메인의 원래 서열[0369]

CDR은 굵은 글씨로 강조하고 베르니어 영역(Foote & Winter, J. Mol. Biol., 1992, 224:487-499에 의해 정의된[0370]

바와 같음)에는 밑줄이 처져 있다.

경쇄(서열 번호 142)[0371]

  1 DIKMTQSPSS MYASLGERVT ITCKASQDIN SYLSWLQQKP GKSPKTLIYR [0372]

 51 ANRSVDGVPS RFSGSGSGQD YSLTISSLEY EDMGIYYCLQ YDEFPPTFGG [0373]

101 GTKLEIKRAD AAPTVSIF  [0374]

생식계열 지수(Germinality index) = IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VI-O18]와 70%[0375]

중쇄(서열 번호 140)[0376]

  1 EMQLQESGPS LVKPSQTLSL TCSVTGDSMT NGYWNWIRKF PGNKLEYMGY [0377]

 51 ITYSGSTYYN PSLKGRISIT RNTSKNQYYL QLSSVTTEDT ATYYCARWHY [0378]

101 GSPYYFDYWG QGTTLTVSS [0379]

생식계열 지수 = IGHV4-59-02_IGHD6-137-01_IGHJ4-02 [VH4 4-30]와 67%[0380]

6) 조작된 서열[0381]

4D 인간화 및 이식 접근법을 가장 가까운 2개의 인간 생식계열 서열에 적용하였다.[0382]

a) 조작된 경쇄 서열[0383]

LC1a는 가장 가까운 생식계열 서열인 vk1을 사용한 4D 인간화 방법으로부터 유래된 7개의 돌연변이를 함유한다.[0384]

LC1b는 두번째로 가까운 인간 생식계열 서열인 vl3에 대한 4D 인간화로부터 유래된 12개의 돌연변이를 가진다.

LC2는 LC1a와 비교하여 CDR2 내에 2개의 추가적인 돌연변이를 함유한다. 이러한 돌연변이는 잠재적인 당화 자리

(N
52
RS) 및 잠재적인 숙신이미드 형성의 자리(D

56
G)를 다룬다. LC3은 추가적인 2개의 안정화 돌연변이를 가지는

가장 가까운 생식계열 서열에 대한 4D 인간화로부터의 돌연변이를 함유한다. LC4는 인간화, 안정화 및 원치않는

모티프 돌연변이를 조합한다. CDR 및 베르니어 구역은 이탤릭체이고, 베르니어 잔기에는 밑줄이 처져 있고, 인

간화 돌연변이는 굵은 글씨이고, 문제성 모티프에는 이중으로 줄을 긋고, 안정화 돌연변이는 소문자로 나타나

있다. 도 16 및 17은 돌연변이의 요약을 보여주고 있다.

LC1a(서열 번호 91):[0385]

  1 DIKMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQDIN SYLSWLQQKP GKSPKTLIYR [0386]

 51 ANRSVDGVPS RFSGSGSGQD YSLTISSLQP EDLGIYYCLQ YDEFPPTFGG [0387]

101 GTKLEIK[0388]

IEDB  데이터베이스 내에서 확인된 서열 LC1a에 대한 추가적인 인간 에피토프는 없다. LC1a  생식계열 지수 =[0389]

IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VκI-O18]와 76%.

LC1b(서열 번호 92):[0390]

  1 DIKMTQSPSS VSVSPGQTVT ITCKASQDIN SYLSWLQQKP GQSPKTLIYR [0391]

 51 ANRSVDGVPS RFSGSGSGQD YSLTISSLQA MDEGIYYCLQ YDEFPPTFGG [0392]
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101 GTKLTIK  [0393]

위의  섹션  4에  기술된  에피토프에  추가하여,  K39PGQSPKTLI는  KPGQPPRLLI에  70%  서열  동일성을  가진다[0394]

(Kirschmann et al. J. Immun., 1995, 155, 5655-5662). 이러한 펩티드는 시험된 모든 HLA-DR 대립형질에 대하

여 100,000 nM을 초과하는 IC50을 가지는 것으로 보고되어 있다. LC1b 생식계열 지수 = IGKV1-33-01_IGKJ4-01

[VκI-O18]와 67%.

LC2(서열 번호 93):[0395]

  1 DIKMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQDIN SYLSWLQQKP GKSPKTLIYR [0396]

 51 AQRSVEGVPS RFSGSGSGQD YSLTISSLQP EDLGIYYCLQ YDEFPPTFGG [0397]

101 GTKLEIK  [0398]

IEDB 데이터베이스에서는 서열 LC2에 대한 어떠한 추가적인 인간 에피토프도 발견되지 않았다.[0399]

LC2 생식계열 지수 = IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VκI-O18]와 76%.[0400]

LC3(서열 번호 94):[0401]

  1 DIKMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQDIN SYLSWLQQKP GKSPKTLIYR [0402]

 51 ANRSVDGVPS RFSGSGSGQD YSLTISSLQP EDLatYYCLQ YDEFPPTFGG [0403]

101 GTKLEIK  [0404]

IEDB 데이터베이스에서는 서열 LC3에 대한 어떠한 추가적인 인간 에피토프도 발견되지 않았다. LC3 생식계열 지[0405]

수 = IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VκI-O18]와 78%.

LC4(서열 번호 95):[0406]

  1 DIKMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQDIN SYLSWLQQKP GKSPKTLIYR [0407]

 51 AQRSVEGVPS RFSGSGSGQD YSLTISSLQP EDLatYYCLQ YDEFPPTFGG [0408]

101 GTKLEIK  [0409]

IEDB 데이터베이스에서는 서열 LC4에 대한 어떠한 추가적인 인간 에피토프도 발견되지 않았다. LC4 생식계열 지[0410]

수 = IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VκI-O18]와 78%.

LC5a(서열 번호 96):  [0411]

  1 DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQDIN SYLSWLQQKP GKAPKLLIYR[0412]

 51 ANRSVDGVPS RFSGSGSGTD YTFTISSLQP EDIATYYCLQ YDEFPPTFGG[0413]

101 GTKVEIK[0414]

위의 섹션 4에 기술된 에피토프에 더하여, A43PKLLIYRAN은 APKLLIYAASSL에 대하여 80% 서열 동일성을 가진다[0415]

(Kirschmann et al. J. Immun., 1995, 155, 5655-5662). 분자량은 이러한 펩티드에서 결정되지 않았고, 어떠한

결합 데이터도 보고되지 않았다. LC5a 생식계열 지수 = IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VκI-O18]와 85%.

LC5b(서열 번호 97):[0416]

  1 DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCKASQDIN SYLSWLQQKP GKAPKTLIYR[0417]

 51 ANRSVDGVPS RFSGSGSGQD YTFTISSLQP EDIATYYCLQ YDEFPPTFGG[0418]

101 GTKVEIK[0419]

IEDB 데이터베이스에서는 서열 LC5b에 대한 어떠한 추가적인 인간 에피토프도 확인되지 않았다.[0420]

LC5b 생식계열 지수 = IGKV1-33-01_IGKJ4-01 [VκI-O18]와 83%.[0421]

LC5c(서열 번호 98):[0422]

  1 EIVMTQSPAT LSLSPGE랫트 LSCKASQDIN SYLSWLQQKP GQAPRTLIYR [0423]
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 51 ANRSVDGIPA RFSGSGSGQD YTLTISSLEP EDFAVYYCLQ YDEFPPTFGG [0424]

101 GTKVEIK[0425]

위의  섹션  4에  기술된  에피토프에  추가하여,  K
39
PGQAPRTLI은  KPGQPPRLLI에  대해  80%  서열  동일성을  가진다[0426]

(Kirschmann et al. J. Immun., 1995, 155, 5655-5662). 이러한 펩티드는 시험된 모든 HLA-DR 대립형질에 대하

여 100,000 nM을 초과하는 IC50을 가지는 것으로 보고되어 있다. LC5c 생식계열 지수 = IGKV3-11-02_IGKJ4-01

[VκIII-L6]와 79%. 개략적인 모든 경쇄 돌연변이가 도 15에 나타나 있다.

b) 조작된 중쇄 서열[0427]

HC1a는 가장 가까운 인간 생식계열 서열에 대한 4D 인간화 방법으로부터 유래된 8개의 돌연변이를 함유한다.[0428]

HC1b는 두번째로 가까운 생식계열 서열에 대한 4D 인간화 방법으로부터 유래된 6개의 돌연변이를 함유한다. 원

치않는 서열 모티프를 다루기 위해, HC2a는 HC1a와 비교하여 4개의 추가적인 돌연변이를 함유한다. HC2b는 단지

CDR1 내 탈아미드화 자리(N
31
G)만을 다룬다. HC3은 추가의 5개의 안정화 돌연변이를 가지는 HC1a로부터의 인간화

돌연변이를 함유한다. HC4는 HC1a로부터의 인간화 돌연변이, HC3으로부터의 안정화 돌연변이 및 HC2a로부터의

문제성 모티프를 다루는 돌연변이를 함유한다. CDR 및 베르니어 구역은 이탤릭체이고, 베르니어 잔기에는 밑줄

이 처져 있고, 인간화 돌연변이는 굵은 글씨이고, 문제성 모티프에는 두 줄을 그어져 있고, 안정화 돌연변이는

소문자이다.

HC1a(서열 번호 82):[0429]

  1 EMTLKESGPT LVKPTQTLSL TCSVTGDSMT NGYWNWIRKF PGKALEYMGY [0430]

 51 ITYSGSTYYN PSLKGRISIT RNTSKNQYYL TLSSVTTVDT ATYYCARWHY [0431]

101 GSPYYFDYWG QGTTLTVSS [0432]

IEDB 데이터베이스에서는 서열 HC1a에 대해 어떠한 인간 에피토프도 확인되지 않았다. HC1a 생식계열 지수 =[0433]

IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02와 68%.

HC1b(서열 번호 83): [0434]

  1 EMQLQESGPG LVKPSETLSL TCSVTGDSMT NGYWNWIRKF PGKGLEYMGY [0435]

 51 ITYSGSTYYN PSLKGRISIT RNTSKNQYYL KLSSVTTADT ATYYCARWHY [0436]

101 GSPYYFDYWG QGTTLTVSS [0437]

IEDB  데이터베이스에서 서열 HC1b에  대한 어떠한 인간 에피토프도 확인되지 않았다.  HC1b  생식계열 지수 =[0438]

IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02와 73%.

HC2a(서열 번호 84):[0439]

  1 EMTLKESGPT LVKPTQTLSL TCSVTGESMT QGYWNWIRKF PGKALEYMGY [0440]

 51 ITYSGSTYYN PSLKGRISIT RQTSKNQYYL TLSSVTTVET ATYYCARWHY [0441]

101 GSPYYFDYWG QGTTLTVSS [0442]

IEDB  데이터베이스에서 서열 HC2a에  대한 어떠한 인간 에피토프도 확인되지 않았다.  HC2a  생식계열 지수 =[0443]

IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02와 67%.

HC2b(서열 번호 85): [0444]

  1 EMTLKESGPT LVKPTQTLSL TCSVTGDSMT QGYWNWIRKF PGKALEYMGY [0445]

 51 ITYSGSTYYN PSLKGRISIT RNTSKNQYYL TLSSVTTVDT ATYYCARWHY [0446]

101 GSPYYFDYWG QGTTLTVSS [0447]

IEDB  데이터베이스에서 서열 HC2b에  대한 어떠한 인간 에피토프도 확인되지 않았다.  HC2b  생식계열 지수 =[0448]

IGHV4-31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02와 67%.

공개특허 10-2016-0035077

- 61 -



HC3(서열 번호 86): [0449]

  1 qMTLKESGPT LVKPTQTLSL TCSVsGDSMT NGYWNWIRqF PGKALEYMGY [0450]

 51 ITYSGSTYYN PSLKGRItIT RdTSKNQYYL TLSSVTTVDT ATYYCARWHY [0451]

101 GSPYYFDYWG QGTTLTVSS [0452]

IEDB 데이터베이스에서 서열 HC3에 대한 어떠한 인간 에피토프도 확인되지 않았다. HC3 생식계열 지수 = IGHV4-[0453]

31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02와 72%.

HC4(서열 번호 87): [0454]

  1 qMTLKESGPT LVKPTQTLSL TCSVsGESMT QGYWNWIRqF PGKALEYMGY [0455]

 51 ITYSGSTYYN PSLKGRItIT RQTSKNQYYL TLSSVTTVET ATYYCARWHY [0456]

101 GSPYYFDYWG QGTTLTVSS [0457]

IEDB 데이터베이스에서 서열 HC4에 대한 어떠한 인간 에피토프도 확인되지 않았다. HC4 생식계열 지수 = IGHV4-[0458]

31-03_IGHD6-25-01_IGHJ4-02와 70%.

HC5a(서열 번호 88): [0459]

  1 QVQLQESGPG LVKPSETLSL TCTVSGDSMT NGYWNWIRQP PGKGLEYMGY[0460]

 51 ITYSGSTYYN PSLKSRITIS RNTSKNQYSL KLSSVTAADT AVYYCARWHY[0461]

101 GSPYYFDYWG QGTLVTVSS [0462]

IEDB  데이터베이스에서 서열 HC5a에  대한 어떠한 인간 에피토프도 확인되지 않았다.  HC5a  생식계열 지수 =[0463]

IGHV4-59-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02 [VH4 4-59]와 84%.

HC5b(서열 번호 89): [0464]

  1 QMQLQESGPG LVKPSETLSL TCTVSGDSMT NGYWNWIRQP PGKGLEYMGY[0465]

 51 ITYSGSTYYN PSLKSRITIS RDTSKNQYSL KLSSVTAADT AVYYCARWHY[0466]

101 GSPYYFDYWG QGTLVTVSS [0467]

IEDB  데이터베이스에서 서열 HC5b에  대한 어떠한 인간 에피토프도 확인되지 않았다.  HC5b  생식계열 지수 =[0468]

IGHV4-59-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02 [VH4 4-59]와 84%.

HC5c(서열 번호 90): [0469]

  1 QMQLQQSGPG LVKPSQTLSL TCAISGDSMT NGYWNWIRQS PSRGLEYMGY [0470]

 51 ITYSGSTYYA VSVKSRITIN RDTSKNQYSL QLSSVTPEDT AVYYCARWHY [0471]

101 GSPYYFDYWG QGTLVTVSS[0472]

IEDB  데이터베이스에서 서열 HC5c에  대한 어떠한 인간 에피토프도 확인되지 않았다.  HC5c  생식계열 지수 =[0473]

IGHV6-1-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02 [VH6 6-01]와 78%.

모든 중쇄 돌연변이에 대한 개략도가 도 16에 나타나 있다.[0474]

c) 중쇄 및 경쇄 변이체 서열의 조합[0475]

이식의 경우, 3가지 버전의 경쇄(LC5a, LC5b, LC5c) 및 3가지 버전의 중쇄(HC5a, HC5b, HC5c)를 생성하였다.[0476]

LC5a는 가장 가까운 인간 생식계열 서열에 대한 이식으로부터 유래된 16개의 돌연변이를 함유하고 뮤라인 CDR

및 대부분의 뮤라인 베르니어 구역 잔기를 보유한다. 2개의 뮤라인 베르니어 잔기인 T46 및 N69는 어떠한 인간

생식계열 서열에도 존재하지 않고 보존적으로 돌연변이되었다. LC5b는 가장 가까운 인간 생식계열 서열에 대한

이식으로부터 유래된 14개의 돌연변이를 함유하고, 뮤라인 CDR 및 모든 뮤라인 베르니어 구역 잔기를 보유한다.

LC5c는 두번째로 가까운 인간 생식계열 서열에 대한 이식으로부터 유래한 22개의 돌연변이를 함유하고, 뮤라인

CDR 및 모든 뮤라인 베르니어 구역 잔기를 보유한다.
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HC5a는 가장 가까운 인간 생식계열 서열에 대한 이식으로부터 유래된 20개의 돌연변이를 함유하고, M2V를 예외[0477]

로 한, 뮤라인 CDR 및 대부분의 뮤라인 베르니어 구역 잔기를 보유한다. Met는 인간 생식계열 서열 내 이러한

위치에서 매우 낮은 경향으로 나타난다. HC5b는 가장 가까운 인간 생식계열 서열에 대한 이식으로부터 유래된

20개의 돌연변이를 함유하고 뮤라인 CDR 및 모든 뮤라인 베르니어 구역 잔기를 보유한다. HC5c는 두번째로 가까

운 인간 생식계열 서열에 대한 이식으로부터 유래된 23개의 돌연변이를 함유하고 뮤라인 CDR 및 모든 뮤라인 베

르니어 구역 잔기를 보유한다.

총 10개의 조합이 준비되었다(표 19에 요약됨):[0478]

● LC1a x HC1a(가장 가까운 생식계열 서열에 기반한 4D 인간화를 다루는 돌연변이)[0479]

● LC1b x HC1b(두번째 가까운 생식계열 서열에 기반한 4D 인간화를 다루는 돌연변이) [0480]

● LC2 x HC2a(4D 인간화 및 원치않는 서열을 다루는 돌연변이)[0481]

● LC2 x HC2b(4D 인간화 및 원치않는 서열을 다루는 돌연변이)[0482]

● LC1a x HC2b(4D 인간화 및 원치않는 서열을 다루는 돌연변이)[0483]

● LC3 x HC3(4D 인간화 및 안정화를 다루는 돌연변이)[0484]

● LC4 x HC4(4D 인간화, 원치않는 서열 및 안정화를 다루는 돌연변이)[0485]

● LC5a x HC5a(CDR 및 삽입된 3개의 보존적 베르니어 변형을 보유하는 이식에 의한 인간화를 다루는 돌연변이)[0486]

● LC5b x HC5b(CDR 및 베르니어 영역을 보유하는 이식에 의한 인간화를 다루는 돌연변이)[0487]

● LC5c x HC5c(CDR 및 베르니어 영역을 보유하는 이식에 의한 인간화를 다루는 돌연변이)[0488]

 [0489]
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[0490]
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[0491]

[0492]
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[0493]
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[0494]

[0495]

요약하면, 인간화 과정 중 10종의 변이체가 생성되었다. 이러한 변이체들을 발현시키고 아래에 기술한 몇 개의[0496]

시험관 내 검정에서 특성분석하였다.

7) 인간화 변이체의 특성분석[0497]
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위의 실시예에 제시된 컴퓨터 내(in silico) 모델링에 기반하여, 10종의 변이체를 생성하였다(4D 인간화에 의한[0498]

변이체 1~8 및 CDR 이식에 의한 변이체 9~10; 변이체 3 및 10은 두번째로 가까운 생식계열에 대하여 생성됨).

HEK293 발현을 위해 인간화 A44의 경쇄 및 중쇄 DNA의 가변 영역을 제조하였다. 상응하는 DNA를 pXL 플라스미드

(New England Biolabs; HC의 경우 NheI/Eco47III, LC의 경우 NheI/BsiWI)에 클로닝한 후 단백질을 생성하였다.

HEK 발현을 위해 인간화 서열을 코돈 최적화하였고, GeneArt(Life Technologies의 자회사)에 의해 유전자를 합

성하였다. 얻어진 플라스미드를 FreeStyle
TM
293 발현 시스템(Invitrogen, Cat#K9000-01)에 공동형질감염시키고

일시적으로 발현시켰다. 변이체 3 및 10은 매우 불량하게 발현되었고, 더 추적하지 않았다. 모든 다른 변이체를

발현시키고 단백질 A 칼럼을 사용하여 정제하였다. 분석 겔은 변이체 5 및 7의 중쇄 및 변이체 6 및 9의 경쇄의

부분적인 당화(약 5~10%)를 보여주었다(데이터 미도시). 남은 8종의 변이체를 hPAI를 사용한 발색 검정 및 인간

당화 PAI를 사용한 인간 성상 세포 내 플라스민 생성 검정에서 시험하였다. 결과는 표 23에 나타나 있다. 

[0499]

변이체 6 및 9는 플라스민 생성 검정에서는 가장 좋은 효능을 보였지만 경쇄에서 부분적(5~10%) 당화를 가졌다.[0500]

이러한 결과에 기반하여, 새로운 변이체 11~14를 변이체 6 및 9로부터의 중쇄와 변이체 5 및 7로부터의 경쇄의

조합을 사용하여 생성하였다. 표 24는 생성된 모든 변이체를 요약한 것이다.
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[0501]
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[0502]
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[0503]
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[0504]

[0505]

불량하게 발현된 변이체 3 및 10을 제외한, 모든 변이체를 비아코어에서 인간 및 시노 PAI-1 및 비트로넥틴-[0506]

PAI-1 복합체에 대하여 시험하였다. 데이터는 표 26에 제시되어 있다.
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[0507]
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[0508]

비아코어 데이터는 인간화 변이체 사이에서 유의한 차이를 나타내지 않았다. 변이체 8을 제외한 모든 인간화 변[0509]

이체는 허용가능한 범위 이내로 시노 PAI-1 및 인간 PAI-1 및 비트로넥틴에 복합체화된 PAI-1에 친화도를 나타

냈다. 모 A44와 비교하면, 인간화는 항체 친화도를 변화시키지 않는 것으로 보인다.

비록 인간화 변이체의 친화도 및 효능이 발색 및 비아코어 검정에서 유의하게 차이나지는 않았지만, 일부 변이[0510]

체의 경우 세포 검정에서 플라스민 생성을 회복하는 변이체의 능력이 모 마우스 항체보다 유의하게 낮았다(아래

의 발색 검정 및 세포 검정의 비교를 요약한 표 27 참조). 인간화 변이체 11~14를 세포 검정에서 PAI-1를 차단

하는 능력에 대하여 시험하였다.

[0511]

변이체 11 내지 14는 플라스민 생성 검정에서 양호한 효능을 나타냈고 추가적인 시험관 내 검정에서 추가로 특[0512]
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성분석하였다.

8) 인간 간에서 인간화 변이체의 특성 분석[0513]

인간화 변이체 11~14의 추가적인 스크리닝을 인간 혈장 및 인간 섬유증 간 시료로부터 내인적으로 생성된 인간[0514]

PAI-1을 사용하여 수행하였다.

PAI-1 활성을 이러한 세르핀이 96 웰 플레이트에 고정된 유로키나제와 안정한 복합체를 형성하는 능력을 측정함[0515]

으로써 평가하였다. 미결합 PAI-1을 세척한 후, uPA-PAI-1 복합체를 다중클론 항PAI-1 항체의 사용으로 검출하

였다. 그런 다음, 결합된 다중클론 항-PAI-1 항체(시료 내 활성 PAI-1에 비례함)를 홀스래디쉬 페록시다제 접합

이차 항체(Molecular Innovation Cat. No. HPAIKT)를 사용하여 검출하였다. 다양한 농도의 A44 인간화 변이체

를 인간 또는 시노몰구스 재조합 PAI-1(0.31 nM 최종 농도)와 함께 상온에서 15분 간 항온배양한 다음, 전술한

ELISA를 사용하여 uPA-PAI-1 복합체에 의한 기능적 활성 PAI-1에 대해 시험하였다. 시료를 인간 PAI-1 표준과

비교하였다. 높은 활성 PAI-1 수준을 가지는 고 BMI 환자로부터의 인간 혈장을 4배 희석하고 증가하는 양의 A44

인간화 변이체와 함께 항온배양하였다. 남은 활성 PAI-1 수준을 ELISA에 의한 uPA-PAI-1 복합체 검출을 사용하

여 결정하였다. 시노 재조합 PAI-1 중화를 또한 플라스민 생성에 의해 시험하여 교차 반응성을 확인하였다.

[0516]

인간 섬유증 간 시료(Biopredic International, Rennes, 프랑스에 의해 제공됨(간 대장 전이물의 수술적 절제로[0517]

부터 얻음))을 다음과 같이 균질화시켰다: 칭량된 동결 간 시료를 세라믹 비드(Cat  No  03961-1-003,  Bertin

Technology, 프랑스)를 함유하는 건조 튜브에서 Precellys 균질기(Bertin Technology, 프랑스; 4℃, 6800 rpm

에서 2x30초)를 사용하여 균질화 한 다음 1 ml/g의 용해 완충액(TBS 중 NaCl 1.5M - Tris 완충 용액 0.1M Tris

+ 0.15M NaCl pH7.4)을 사용하여 용해하였다. 4℃에서 5000g로 10분 간 원심분리한 후, 상층액 내 간 용해물을

수확하고 -80℃에서 동결하여 저장하였다. 표준 BCA 검정을 이용한 총 단백질 농도 및 활성 & 총 PAI-1 수준

(Mol Innov Cat No HPAIKT & Cat No MPAIKT-TOT에 의해 제공된 UK-PAI 복합체 ELISA에 의해 결정됨)을 제조자

의 지시에 따라 A450 nm에서의 표준 인간 PAI-1 농도를 Biostat Calibration 소프트웨어를 사용하여 도표화함으

로써 수행하였다. 2.5 nM의 활성 PAI-1까지 희석된 간 용해물과 함께 항온배양된 증가하는 농도의 A44 인간화

변이체를 이전에 기술한 바와 같이 평가하였고 데이터를 분석하였다. PAI-1 활성의 저해(mAb가 없는 PAI-1 활성

이 0% 저해가 됨, IgG1로의 유의하고 용량 의존적인 PAI-1의 저해는 발생하지 않음)를 각 mAb 농도에 대하여 계

산하였다. PAI-1 활성의 저해 백분율을 mAb 농도의 함수로 도표화하였고 IC50을 Biostat speed 소프트웨어를 사

용한 Imax로 결정하였다. 데이터는 도 17 및 표 29에 나타나 있다.

[0518]
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위의 데이터에 기반하여, A44-hv11이 추가적인 구조 연구 및 추가적인 시험관 내 및 생체 내 연구에서 더 특성[0519]

분석하기 위해 선택되었다.

실시예 13: 이식에 의한 APG 항체의 인간화[0520]

이식 기술을 이용한 인간화는 이전에 보고되어 있다(P. T. Jones, et al., Nature 1986, 321:522-525). 항-[0521]

PAI1 뮤라인 항체 APG의 인간화는 독일 특허 출원 번호 DE2000153251로부터의 뮤라인 경쇄(서열 번호 148) 및

뮤라인 중쇄(서열 번호 149)로 시작되었는데; 이러한 뮤라인 항체는 또한 문헌(Debrock et al., Biochimica et

Biophysica Acta, 1337(2):257-266(1997))에도 기술되어 있다. 뮤라인 항체의 생식계열 및 표준적(canonical)

클래스의 HC 및 LC 사슬을 확인하여 muIGHV1-39 및 muIGKV14-11을 각각 산출하였다. 다음으로, 항-PAI1 APG 가

변 도메인 경쇄 및 중쇄에 가까운 인간 생식계열의 목록을 확인하고 동일성 백분율로 순위화하였다. 두 단계 모

두 조직적으로 열거된 전체 인간 생식계열(카파 및 람다 사슬에 대한 V & J 도메인; 중쇄에 대한 V, D 및 J 도

메인의  모든  가능한  조합)에  대한  BLAST  검색을  수행함으로써  이루어졌다.  BLAST  검색은

http://www.imgt.org.(Ehrenmann,  et  al.  Cold  Spring  Harbor  Protocols  2011.6(2011)  참조)에  제공된

IMGT/DomainGapAlign 도구를 사용하여 수행하였다. 가장 가까운 인간 생식계열은 항-PAI1 APG 가변 도메인 경쇄

및 중쇄에 각각 67.4% 및 63.3% 서열 동일성을 가지는 것으로 확인되었다. IMGT 데이터베이스를 사용하여, 경쇄

는 HuIGKV1-33에 가까운 것으로 밝혀졌고 중쇄는 HuIGHV1-46에 가까웠다. 매칭되는 표준적 클래스를 가지는, 항

-PAI1 APG 가변 도메인 중쇄에 가장 가까운 인간 생식계열은 62.2%의 서열 동일성을 가지는 HuIGHV7-4-1인 것으

로 밝혀졌다.

모  뮤라인  APG(mAPG)  경쇄(서열  번호  148),  IGKV1-33-01_IGKJ4-01(IGKV1a)(서열  번호  107)  및  IGKV1-33-[0522]

01_IGKJ2-02(IGKV1b)(서열 번호 150)에 대한 CDR 영역(APG에 대한 카바트 및 IMGT의 조합에 기반함) 및 베르니

어  잔기는  이탤릭체로  나타나  있다(아래의  표  30  참조).  문헌(Foote,  et  al.  J.  Mol.  Biol.  224(2):487-

99(1992))에 정의된 베르니어 잔기에는 밑줄이 처져 있다. 인간화 돌연변이(굵은 글씨)는 위에 정의된 CDR & 베

르니어 구역 잔기(또한 mAPG 서열 내 밑줄 처짐, 표 30)를 제외한 2개의 정렬된 서열의 쌍별 비교를 수행함으로

써 얻어졌다. 뮤라인 APG 항체에 대해 어떠한 추가적인 조작도 수행되지 않았다. 이러한 인간화 항체를 APGv2

및 APGv4로 명명하였다.
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[0523]

조작된 서열[0524]

4D 인간화 및 이식 접근법을 전술된 인간 생식계열 서열 매치에 적용하였다. 조작된 경쇄 서열의 경우, APGv2가[0525]

인간 IGKV1-33 생식계열(APGv2 생식계열 지수 = IGKV1-33-01_IGKJ2-01와 94%)에 이식된 뮤라인 경쇄 CDR을 함

유한다. 조작된 중쇄 서열의 경우, APGv2 및 APGv4rk가 각각 인간 IGHV7-4-1 및 IGHV1-46 생식계열(APG_VH2 생

식계열 지수 =  IGHV7-4-1-02_IGHD6-25-01_IGHJ4-02와 91%;  APG_VH4  생식계열 지수 =  IGHV1-46-01_IGHD6-25-

01_IGHJ4-02와 91%)에 이식된 뮤라인 중쇄 CDR을 함유한다. 위의 표 30을 참조한다.

중쇄 및 경쇄 변이체 서열의 조합[0526]

이식을 위해, 하나의 버전의 경쇄(APGv2_VL2; 서열 번호 153) 및 두개의 버전의 중쇄(APGv2_VH2; 서열 번호 154[0527]

및 APGv4_VH4; 서열 번호 155)를 생성하였다. APG_VL2는 가장 가까운 인간 생식계열 서열에 대한 이식으로부터

유래한 15개의 돌연변이를 함유하고 뮤라인 CDR 및 베르니어 구역 잔기를 보유한다. APG_VH2는 매칭되는 표준적

클래스를 가지는 가장 가까운 인간 생식계열 서열에 대한 이식으로부터의 21개의 돌연변이를 함유하고, 뮤라인

CDR 및 베르니어 구역 잔기를 보유한다. APG_VH4는 가장 가까운 인간 생식계열 서열에 대한 이식으로부터의 20

개의 돌연변이를 함유하고, 뮤라인 CDR 및 베르니어 구역 잔기를 보유한다. 이러한 이식 프로토콜을 위한 CDR에

대한 제한은 문헌에서 이용가능한 다양한 상이한 정의에 엄밀하지 않게 기반한다.
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● APG_VL2 x APG_VH2(CDR 및 베르니어 영역을 보유하는 이식에 의한 인간화를 다루는 돌연변이)[0528]

● APG_VL2 x APG_VH4(CDR 및 베르니어 영역을 보유하는 이식에 의한 인간화를 다루는 돌연변이)[0529]

이러한 인간화 캠페인 중 2종의 mAPG 변이체를 생성하였고, 이를 APGv2 및 APGv4로 명명하였다. 이러한 변이체[0530]

를 발현시키고 아래에 기술된 몇몇 시험관 내 검정에서 특성분석하였다.

실시예 14: 표면 플라스몬 공명에 의한 APG 항체에 대한 친화도 역학[0531]

마우스 APG 및 2종의 인간화 변이체(APGv2 & APGv4)의 인간 당화 PAI-1(GLYHPAI-A, Molecular Innovation)에[0532]

대한 친화도를 비아코어 2000 기기(GE Healthcare, Uppsala, 스웨덴)를 사용한 표면 플라스몬 공명(SPR)으로 조

사하였다.

우선, 센서 칩 CM5(GE Healthcare, Uppsala, 스웨덴)의 표면을 마우스 및 인간 항-Fc(항-인간 IgG(Fc) 항체 &[0533]

항-마우스 IgG 항체 키트, GE Healthcare)의 포획을 위해 일상적인 아미노 커플링을 사용하여 제조하였다. 모든

단일클론 항체(mAb)를 HBS-EP 러닝 완충액을 이용하여 5 nM까지 희석하였다. 각각의 정제된 mAb를 3분 간 상이

한 흐름 셀 표면에서 포획하였다. 인간 PAI-1을, 중간에서는 짧은 해리 시간 그리고 마지막에는 긴 해리 시간을

가지고(접촉 시간: 120초, 짧은 해리: 90초; 긴 해리: 1800초, 유속: 50 μl/분) 다양한 농도(2.5, 5, 10, 20

및 40 nM)로 주입하였다. 각 회차의 항체-PAI-1 결합 후 글리신-HCl, pH 1.7 완충액으로 칩을 재생성하였다. 역

학 데이터 분석을 비아코어 BIAevaluation 소프트웨어를 사용하여 수행하였다. 참조 흐름 셀 값 및 블랭크 완충

액  값을  감함으로써  센서그램을  이중참조하였다.  센서그램을  국소  Rmax를  가지는  시물레이션된  역학

1:1(Langmuir) 모델을 사용하여 적합하게 하였다. (도 19 참조). 3종의 APG 항체에 대한 데이터는 표 31에 나타

나 있다.

[0534]

실시예 15: 인간 혈장에서 APG 항체의 특성분석[0535]

마우스 APG 및 인간화 변이체 APGv2 및 APGv4를 본원에 개시된 기능적 검정에 따라 PAI-1을 차단하는 능력에 대[0536]

해 스크리닝하였다(예를 들어, 위의 실시예 6 및 9를 참조). 간략하게, PAI-1 활성을 이러한 세르핀이 96 웰 플

레이트에 고정된 유로키나제와의 안정한 복합체를 형성하는 능력에 의해 평가하였다. 미결합 PAI-1을 세척한

후, uPA-PAI-1 복합체를 다중클론 항PAI-1 항체의 사용에 의해 검출하였다. 그런 다음, 결합된 다중클론 항-

PAI-1  항체(시료  내 활성 PAI-1에  비례함)를 제조자의 지시에 따라 홀스래디쉬 페록시다제 접합 이차 항체

(Molecular Innovation, Cat # HPAIKT)를 사용하여 검출하였다.

다양한 농도의 APG 인간화 변이체(APGv2, APGv4) 또는 모 마우스 APG 항체를 15분 간 상온에서 높은 활성 PAI-1[0537]

수준을 가지는 미희석 인간 혈장과 함께 항온배양하였다. 잔여 활성 PAI-1 수준을 제조자의 지시에 따라 전술된

ELISA(예를 들어, 실시예 6 참조)에 의한 uPA-PAI-1 복합체 검출을 사용하여 결정하였다.

PAI-1  활성의 저해를 각각의 mAb  농도에 대해 결정하였다.  PAI-1  활성의 저해 백분율을 APG  인간화 변이체[0538]

(APGv2,  APGv4)  또는 모 마우스 APG  항체의 농도의 함수로서 도표화하였다. 3회의 독립적인 실험(이중) 후,

Biostat 스피드 소프트웨어를 IC50 및 Imax를 결정하기 위해 사용하였다(도 20 참조). 데이터는 아래의 표 32에

나타나 있다.
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[0539]

실시예 16: 인간 혈장 내 응괴 용해 검정: A44V11, mAPG, 및 APG 변이체 활성[0540]

뇌졸중을 지닌 환자에서는 종종 섬유소용해성 시스템이 변형된다. 응괴 용해 검정은 섬유소 분해의 정도를 측정[0541]

함으로써 섬유소용해성 활성을 결정하기 위해 사용될 수 있다. 일반적으로, 문헌(Lindgren, A. et al. Stroke

27:1066-1071(1996))을 참조한다.  응괴 용해 검정은 다른 곳에서도 자세히 기술되어 있다.  예를 들어, 문헌

(Beebe, et al. Thromb. Res. 47:123-8(1987); Tilley et al., J. Vis. Exp.67:e3822)을 참조한다.

A44V11 및 기타 PAI-1 중화 항체의 기능적 활성을 인간 혈장 응괴 용해 검정을 사용하여 결정하였다. 간략하게,[0542]

본원에 적용된 검정은 tPA 및 응괴 용해를 저해하는 것으로 알려진 농도의 PAI-1의 존재 하에 조직 인자/Ca2+의

혼합물을 사용한 응괴 형성을 유도한다. 섬유소 중합은 340 nm에서의 흡광도 측정에 의해 검출되었던 비탁도의

증가를 유도한다. 응괴 용해를 회복하는 항체의 능력을, 증가하는 용량의 항체를 정상적인 인간 혈소판 부족 혈

장과 함께 항온배양하여 결정하였다.

간략하게, 응괴 용해 실험을 미세역가 플레이트에서 수행하였다. 시트르산 인간 혈장(Biopredic International,[0543]

Rennes, 프랑스)을 검정 완충액(NaCl, 트리스-HCl pH = 7.4)에 용해된 이소형 대조군 IgG 또는 항-PAI-1 항체

와  함께  항온배양하였다.  상온에서  15분  간  항온배양한  후,  인간  당화  PAI-1(GLYHPAI-A,  Molecular

Innovation)을 3  nM의 최종 농도까지 첨가하였고 추가 10분 간 더 항온배양하였다. 그런 다음, t-PA(sctPA,

Molecular Innovation)를 1 nM의 최종 농도까지 첨가하였다. 응괴 형성을 칼슘 검정 완충액(CaCl2) 중 7.5 mM의

최종 농도까지 희석한 조직 인자(Innovin®, Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, 독일)를 포함하는 활

성화 믹스에 의해 유도하였다.

340 nm에서의 흡광도의 역학 판독을 iEMS 마이크로플레이트 판독기(ThermoFischer) 또는 SpectrostarNano(BMG[0544]

Labtech)를 사용하여 5시간 동안 매 30초마다 수행하였다. 응괴 용해에 대한 효과를 정량하기 위해, 응괴 형성

과 응괴 용해 사이의 균형을 반영하는 곡선 하 면적(AUC)을 GraphPad Prism 소프트웨어를 사용하여 계산하였다.

항체 처리 후 응괴 용해의 회복을 아래의 계산식에 따라 결정하였다:

[0545]

IC50 및 Imax를 Biostat 스피드 소프트웨어를 사용하여 계산하였다.[0546]

1 nM 농도의 t-PA는 2시간 내에 정상 혈장의 완전한 용해를 초래하였다. 3 nM-농도의 PAI-1는 t-PA-유도된 응괴[0547]

용해를 저해하였다. t-PA 또는 PAI-1 단독의 추가는 응괴 형성에 영향을 미치지 않았다. t-PA 또는 PAI-1 중 어

떤 것의 추가도 응괴 형성에 영향을 미치지 않았다.

A44V11 항-PAI-1 항체는 인간 혈소판 부족 혈장 응괴 용해(도 21 참조)를 회복시켰지만, 이소형 IgG1는 그렇지[0548]

않았다(도 22 참조). A44V11는 100 nM에서 103%의 Imax와 2 nM의 IC50을 나타냈다(도 23 참조).

APG  항-PAI-1  항체의 인간화 변이체도, 또한, 인간 혈소판 부족 혈장 응괴 용해를 회복하였다(도 24  참조).[0549]

APGv2는 100 nM에서 114%의 Imax 및 2.1 nM의 IC50을 나타내었다. APGv4는 100 nM에서 116%의 Imax 및 2.8 nM의

IC50을 나타내었다(도 25 참조). 응괴 용해 데이터는 아래의 표 33에 요약되어 있다.
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[0550]

실시예 17: 일차 인간 폐 세포 내 PAI-1의 A44V11 중화의 평가[0551]

PAI-1의 중화에 대한 항체 A44V11의 효과를 폐 세포 기반 시스템에서 조사하였다. TGFβ는 가장 강하고 아주 흔[0552]

한 전섬유형성 사이토카인으로 간주된다. TGFβ는 배양된 뮤라인 배아 섬유아세포(NIH3T3 세포)에서 PAI-1 발현

을 유도하고 t-PA  및  플라스민의 활성뿐 아니라 콜라겐 분해를 저해하는 것으로 보여진다.  문헌(Liu,  R-M.

Antioxid Redox Signal. 10(2): 303-319(2008))을 참조한다. ATCC(Manassas, Virginia)로부터의 일차 폐 섬유

아세포주 LL29(CCL-134) 및 LL97A(CCL-191)를 12-웰 플레이트에 웰 당 200,000 세포의 농도로 밤새 평판배양하

였다.  세포를  A44V11  항체  또는  이소형  대조군(IgG)과  5  ng/ml  농도의  TGFβ(R&D  Systems,  Minneapolis,

Minn., cat. #100-B-001)와 함께 48시간 동안 항온배양하였다. 48시간 후, 세포 상층액을 수확하였고 토끼 pAb

항 PAI-1(abcam, ab66705)을 이용한 PAI-1 형태의 검출을 위한 웨스턴 블랏으로 분석하였다.

TGFβ 자극 후 A44V11 항체로 처리된 세포는 PAI-1 밴드를 PAI-1의 절단된 형태에 상응하는 이중항으로 나타냈[0553]

다(도 26,  레인 5  참조).  대조군 IgG로 처리된 세포는 이러한 이중항 형성을 보이지 않았다(도 26,  레인 6

참조). 본 연구는 A44V11로의 일차 인간 폐 세포의 처리가 PAI-1이 프로테아제에 의해 절단되는 것을 허용하는

내인성 PAI-1 기질 형태를 유도한다는 것을 입증하였다.

실시예 18: A44V11은 MMP의 활성을 증가시킨다[0554]

플라스민은 콜라겐을 포함하는 대부분의 ECM 단백질(섬유증 조직의 주요 단백질성 구성요소)을 분해시킬 수 있[0555]

는 효소인 MMP을 활성화시킬 수 있다. 이러한 관점에서, 플라스민은 종종 MMP의 일반적인 활성인자로 언급된다.

(Loskutoff, et al. J. Clin. Invest. 106(12):1441-43(2000) 참조). PAI-1은 섬유아세포 아폽토시스의 저해가

뒤따르는 플라스민 생성을 차단함으로써 MMP 활성화 및 기질 분해를 감소시킨다. MMP의 활성화를 자극할 수 있

는 A44v11의 능력을 폐 세포 기반 시스템에서 조사하였다. ATCC(Manassas, Virginia)로부터의 일차 폐 섬유아세

포  LL29(CCL-134)  및  LL97A(CCL-191)를  웰  당  250,000  세포의  농도로  12-웰  플레이트에서  밤새

평판배양하였다.  세포를 A44V11  또는 이소형 대조군(IgG)  및  0.1  μM의 농도의 Lys-플라스미노겐(Molecular

Innovation, cat. # HGPG-712)과 48시간 동안 항온배양시켰다. 48시간 후, 세포 상층액을 수확하였고 다양한 종

류의  MMP(예를  들어,  MMP-1,  2,  3,  7,  8,  9,  12,  13,  및  14를  포함함)의  활성을  제조자의  지시에  따라

Sensolyte 520 generic MMP 검정 키트(AnaSpec, Fremont, CA, cat. # 71158)를 사용하여 검출하였다.

도 27에 나타낸 바와 같이, A44V11은 인간 폐 섬유아세포 내 플라스민-의존성 MMP의 활성화를 자극한다. 이러한[0556]

차트는 2개의 대표적인 별도의 실험을 보여준다. A44V11 및 플라스미노겐으로 처리된 세포는 음성 IgG1 항체로

처리된 세포와 비교할 때 실질적으로 증가된 활성화를 나타내었다. 이러한 연구는 A44V11가 플라스민 매개 현상

에서 MMP 활성화를 자극한다는 것을 입증하였다.

실시예 19 폐 섬유아세포 마우스 모델(블레오마이신 챌린지)에서 A44V11 효능의 분석[0557]

블레오마이신에 의해 유도된 실험적인 폐 섬유증은 광범위한 문헌에 의해 지지되는 섬유조직성장의 잘 연구된[0558]

모델이다. 폐 섬유증의 이러한 모델은 인간에서 나타나는 섬유증과 닮았고, 기본적인 연구뿐 아니라 잠재적인

치료제의  효과를  산정하는데에도  사용되고  있다.  (예를  들어,  Molina-Molina  et  al.  Thorax  61:604-

610(2006)참조).

블레오마이신 처리된 마우스(섬유증 모델)내 약동력학 연구[0559]

인간 PAI-1를 발현하는 유전자이식 마우스(인간화 PAI-1 유전자이식 마우스)를, 마우스 PAI-1(SERPINE1) 유전자[0560]

CDS(엑손  및  인트론)(NCBI  Ref.  No.  NM_008871)를  C57BL/6  x  129  마우스(The  Jackson  Laboratory,  Bar

Harbor, Maine) 내 대조군의 내인성 마우스 PAI-1 유전자 조절 서열의 조절 하에 상응하는 인간 야생형 PAI-1
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유전자 CDS(NCBI  Ref.  No. NM_000602.3;  NC_000007.13)로 교체하여 생성하였다(Klinger,  K.W. et  al. Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 84:8548(1987) 참조). 분자 클로닝 및 유전자이식 마우스의 생성을 통상적인 기술 및 제

조자 및 사육자 지시에 따라 수행한다. 인간 PAI-1의 발현 및 마우스 PAI-1의 미발현을 동종접합 마우스 내에서

확인하였다. mRNA 및 단백질 수준을, 각각, 표준 qPCR 및 ELISA에 의해 확인하였다. 암컷 동종접합 인간화 PAI-

1 유전자이식 마우스(8 내지 9주령 및 22~25 g 중량)을 이러한 절차를 위해 사용하였다. 설치류 사료 및 물은

임의로 제공되었다.

마우스는 0.9% NaCl에 용해된 50 μl의 블레오마이신®(Sanofi, 프랑스)을 2 mg/kg의 용량으로 미세분무기를 통[0561]

한 기관 내 주사에 의해 받았다. 대조군 마우스는 50 μl의 0.9% NaCl을 받았다. 이러한 절차를 통해, 마우스를

흡입에 의해 이소플루란(isoflurane, TEM, Lormont, 프랑스)으로 마취시키고, 그런 다음 18G 카눌라를 삽입하였

다. 마취를 유지하기 위해 카놀라를 산소/이소플루란 혼합물이 공급되는 환풍기에 연결하였다. 마취 후, 미세분

무기를 폐에 직접적으로 블레오마이신을 주사하기 위한 카눌라에 도입하였다. 그런 다음, 마우스에서 관상 기관

을  없앴고,  마취로부터  회복되도록  하였다.  4일  째에,  3개의  군으로  무작위화한  후,  마우스를  일단  PBS(1

mg/ml) 중 10 mg/kg의 음성 대조군 마우스 IgG1 또는 A44v11의 복강 내 투여로 처리하였다.

블레오마이신 챌린지 후, 지정된 시점(7일 또는 9일)에, 마우스를 자일렌/케타민 믹스로 마취시켰고 개흉하여[0562]

안락사시켰다. 시트레이트로 코팅된 튜브 상에서 심장내 수확에 의해 혈액 수집을 수행하였다. 좌측 기관지를

고정하였고,  좌측  폐를  제거하고,  조직학적  분석을  위해  제어되는  압력  하에  고정액(FineFix®,  Leica

Biosystems, Buffalo Grove, IL)으로 고정하였다. 그런 다음, 카눌라를 기관지폐포요법(BAL) 절차(0.5 ml의 3

회 주사에서 주사되고 수확된 1.5 ml의 0.9% NaCl)를 위해 기관에 넣었다. 그런 다음, 단백질 분석을 위해 우측

폐의 4개의 엽을 수확하고,  2조각으로  절단하고,  용해하였다.  모든 실험은 유럽 윤리 로(European  ethical

lows)에 따라 수행되었고, 국제 윤리 위원회(internal ethical comity, CEPAL, sanofi)에 의해 승인받았다.

A44V11 수준은 코팅된 비오틴화 인간 PAI-1 플레이트를 이용한 ELISA(Molecular Innovation, cat. # HPAIKT)로[0563]

결정되었고, 이차 항 마우스 IgG 술포-태그로 표지(MesoScale Discovery, Gaithersburg, Maryland)를 사용하여

검출하였다. 7일에 A44V11으로 처리된 마우스의 경우, 결과는 혈장 중 200 nM, BALF 중 11 nM 및 폐 용해물 중

12 nM였다.

도 28에 나타낸 바와 같이, 4일째에 단일 복강내 용량(10 mg/kg)의 A44V11의 투여는 블레오마이신 챌린지 7일[0564]

후 희생된 동물내, BAL 유체 및 폐 용해물에서 거의 완전한 인간 활성 PAI-1의 저해를 달성하였다. 9일 동물의

경우, A44V11(10 mg/kg)은 폐 용해물에서는 거의 완전한 인간 활성 PAI-1의 저해를 달성하였지만, BALF에서는

단지 부분적인 저해만 달성하였다.

섬유소 분해 산물인 D-이량체를 측정하여 섬유소 분해의 정도를 평가할 수 있다. 섬유소 분해를 측정하기 위해,[0565]

BALF 중 D-이량체의 수준을 제조자의 지시에 따라 ELISA(Asserachrom D-Di, Diagnostica Stago, Asnieres, 프

랑스)로 검출하였다. IgG1 음성 대조군과 비교하여, A44V11로 처리된 군의 BALF 중 D-이량체 수준은 7일에서는

대략 2.8배 그리고 9일에서는 대략 1.6배 증가하였는데, A44V11 처리가 섬유소 분해를 증가시킨다는 것을 시사

한다(도 29 참조).

블레오마이신으로 챌린지된 마우스 폐에서 섬유증을 감소시키는 A44V11 활성을 더 평가하기 위한 추가적인 연구[0566]

가  수행되었다.  이러한  연구에서,  마우스는,  연구  기간  길이가  블레오마이신  챌린지로부터  21일이고,  항체

(A44V11 또는 IgG1 대조군 항체(10 mg/kg))로의 처리가 4일부터 시작하여 20일까지 3일마다 반복되었다는 것을

제외하고 전술된 약동력학적 연구와 유사한 프로토콜의 대상이 되었다. 블레오마이신 챌린지 21일 후, 동물을

전술된 바와 같이 희생시켰다.

폐 중량에서의 증가는 증가된 섬유증의 지표인 것으로 알려져 있다. 섬유증의 척도로서, 우측 폐 중량을 모든[0567]

실험군 내 마우스에 대하여 결정하였다. 도 30에 나타낸 바와 같이, 블레오마이신 점적 주입은 우측 폐 중량의

증가를 유도하였고, 10 mg/kg의 A44V11 항체의 반복되는 투여로 부분적으로 저해되었다. IgG1 음성 대조군 항체

를 사용한 반복적인 투여는 블레오마이신 챌린지에 기인한 우측 폐 중량의 증가를 저해하지 않았다. A44V11로

처리된 마우스에서 블레오마이신으로 유도된 우측 폐 중량 증가에서의 감소는 IgG1 음성 대조군 항체로 처리된

유사한 블레오마이신으로 유도된 마우스와 비교할 때 통계적으로 유의하였다(p<0.001). 통계적 분석을 일원분산

분석으로 수행하였고 뉴만-켈루스 검정(Newman-Keuls test)이 이어졌다. 이러한 결과는 A44V11이 인간화 PAI-1

마우스 폐에서 블레오마이신으로 유도된 섬유증을 저해하는 반면, 대조군 IgG1 항체는 그렇지 않다는 것을 나타

냈다.
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폐 내 콜라겐 축적은 섬유증의 또 다른 알려진 지표이다. 콜라겐 축적을 검정하기 위해, 21일에 희생된 마우스[0568]

로부터 폐 조직을 준비하고, HPLC로 분리하고, 하이드록시프롤린을 측정하였다. 이러한 기술은 다른 곳, 예를

들어, 문헌(Hattori, et al. J Clin Invest. 106(11):1341-1350(2000))에 상세히 기술되어 있다. 간략하게, 폐

조직을 105℃에서 22시간 동안 산성 조건(6M HCl) 하에 가수분해하여 제조한 후, 증발시켰다. 일차 아민을 OPA

(프탈알데하이드)에 의해 폐 조직에서 차단하였고, 프롤린/하이드록시프롤린을 NBD(4-클로로-7-니트로벤조퓨라

잔)(Santa Cruz Biotech., Santa Cruz, CA)를 사용하여 특이적으로 표지하였다. 그런 다음, 가수분해물을 아세

토니트릴 구배 하에 HPLC(Shimazu Corp., Kyoto, 일본)를 사용하여, Synergi™ 4 μm 하이드로-RP 80 Å, LC

컬럼 150 x 3 mm 컬럼(Phenomenex, Torrance, CA, cat. # 00F-4375-Y0)에서 분리하였다. 알려진 양의 하이드록

시프롤린의 표준 곡선이 피크(들)를 정량하기 위한 참조로 사용하였다. 대표적인 정량 데이터가 도 31에 나타나

있다.

하이드록시프롤린 함량에 의해 검출된 폐 콜라겐 축적은 블레오마이신으로 챌린지된 동물에서 증가하였다. 폐[0569]

콜라겐 축적에서의 이러한 증가는 10 mg/kg으로의 A44V11 항체의 반복되는 투여에 의해 통계적으로 감소하였다

(p<0.08). (도 31 참조). IgG1 음성 대조군 항체를 이용한 반복되는 투여는 블레오마이신 챌린지에 기인한 폐

콜라겐 축적의 증가를 저해하지 않았다. A44V11로 처리된 마우스에서, 블레오마이신으로 유도된 콜라겐 축적 증

가의 감소는 IgG1 음성 대조군 항체로 처리된 유사한 블레오마이신으로 유도된 마우스와 비교하여 통계적으로

유의하였다(p<0.05). A44V11로 처리된 마우스는 IgG1 대조군으로 처리된 마우스보다 대략 44% 미만의 콜라겐 축

적의 증가를 보였다.

실시예 20: 원숭이 LPS 챌린지 모델에서 A44V11 활성의 평가[0570]

원숭이에서 급성 지질다당류(lipopolysaccharide, LPS) 챌린지 모델을 생체 내 A44V11의 PAI-1 중화 효능을 결[0571]

정하기  위해  사용하였다.  LPS  챌린지  모델은  문헌(Hattori,  et  al.  J  Clin  Invest.  106(11):1341-

1350(2000))에 기술되어 있다. 원숭이 혈장 및 간 시료 내 PAI-1에 대한 A44V11 mAb 의 활성을 평가하였다. 구

체적으로, 실험은 A44V11(5 mg/kg, IP) 또는 IgG1(음성 대조군, 5 mg/kg, 복강 내 투여)로 사전 처리(24시간

전)된 마취된 원숭이에서 PAI-1의 혈장 및 조직 수준에 대한 고용량의 LPS(100 μg/kg - IV)의 영향을 평가하도

록  설계되었다.  실험은 유럽 윤리 로(European  ethical  lows)에  따라 수행하였고 국제 윤리 위원회(CEPAL,

sanofi)에 의해 승인받았다.

4  내지  9  kg의  중량의 시노몰구스 필리핀  원숭이(Macaca  fascicularis)(수컷  및  암컷)를,  0.12  내지  0.16[0572]

mL/kg으로의 Zoletil 50(Virbac, Taguig City, 필리핀)으로의 IM 유도 후 공기/산소 및 이소플루란(1 내지 3

%)의 기체 믹스의 흡입을 포함하는, 장기간 마취(적어도 8시간) 전 밤새 금식시켰다. 원숭이 체온을 가열 패드

를 이용하여 생리학적 범위 내로 유지시켰다. 카테터 삽입 후, LPS(혈청형 0127~B8)를 100 μg/kg(0.4 mL/kg)의

용량으로 부요측피정맥 내에 1분 볼루스로 투여하였다. 다양한 시점에서, 혈액 시료 및 간 시료를 채취하였다.

혈액 시료(시트레이트/EDTA 상)를 수확하고 원심분리하여 혈소판 부족 혈장을 단리하였다. 간 생검물 및 말단

부검을 -80℃에 저장하였다.

활성 PAI-1, D-이량체 및 플라스민-α2 항플라스민 수준을 제조자의 지시에 따라 상업적으로 이용가능한 ELISA[0573]

검정(Mol. Innovation, cat. # HPAIKT; Asserachrom D-이량체; 플라스민-A2 항플라스민, Diagnostica Stago)을

사용하여 결정하였다.

혈장에서,  활성  PAI-1  수준은  A44v11이  투여된  모든  원숭이에서  약  30  ng/ml에서  10  ng/ml  미만으로[0574]

감소하였다.  (도  32(a)  참조).  LPS  투여(100  ug/kg)  후  활성 PAI-1  수준에서의 증가는 없었다.  (도  32(a)

참조).  반대로,  음성  IgG1  대조군으로  처리된  원숭이는  LPS  투여  후  활성  PAI-1  수준에서  강한  증가를

보였는데, 약 4시간(대략 50 내지 약 250 ng/ml)에서 최대로 발생하였다. (도 32(b)참조). 따라서, 음성 IgG1

대조군으로의 처리는 LPS 투여 후 강하게 증가한 혈장 내 활성 PAI-1 수준을 감소시키지 않는다. (도 32(b) 참

조).

간 생검물 용해에서, 유사한 현상이 관찰되었다. A44V11 mAb로 처리된 원숭이는 LPS 처리 후 활성 PAI-1 수준에[0575]

서 증가를 보이지 않았다. (도 33(a) 참조). 반대로, LPS 투여는 음성 IgG1 대조군으로 처리된 원숭이로부터의

간 생검물 용해물에서 활성 PAI-1(최대 3 ng/mg)의 강한 증가를 유도하였다(도 33(b) 참조).

PAI-1 중화와 동시에, A44V11으로 처리된 원숭이 내 D-이량체 수준(도 34(a)참조)은 음성 IgG 대조군으로 처리[0576]

된 원숭이(도 34(b) 참조)보다 일반적으로 높은 것으로 나타났으며, 따라서 원숭이에서 A44V11 처리도 또한 혈

장 내 섬유소 분해의 증가를 유도한다는 것을 시사한다.

공개특허 10-2016-0035077

- 82 -



마지막으로, A44V11으로 처리된 원숭이의 혈장 시료는 음성 IgG 대조군으로 처리된 원숭이에서의 PAP 수준에 비[0577]

하여 증가된 수준의 플라스민-α2 항플라스민(PAP) 복합체를 나타내었다(도 35(a) 및 (b) 참조). A44V11의 존재

하에 PAP 복합체 및 D-이량체의 이러한 증가는 플라스민 생성에서의 증가를 나타낸다.

실시예 21: 복부 유착 마우스 모델에서의 A44V11 활성의 평가[0578]

수술적 손상의 마우스 자궁각 모델에서 유착의 형성에 대한 항-PAI-1 항체 A44V11로의 처리의 효과를 평가하였[0579]

다. 마우스 자궁각 접합 및 전기소작기 절차는 장막 표면을 파괴하여, 자궁 조직에 열 손상을 유발하고, 치유

과정 중 손상된 조직 표면을 접합하는데, 이는 100%의 미처리 동물에서 궁극적으로 수술 후 유착을 초래한다.

모델 및 수술 절차는 이전에 문헌(Haney A.F. et al.,(1993). Fertility and Sterility, 60(3): 550-558)에 기

술되어 있다.

이러한 유착 연구를 위해, 인간화 PAI-1 이식유전자를 발현하는 위에서 생성된 유전자이식 암컷 마우스(대략 9[0580]

주령, 대략 20 g 중량)를 사용하였다. 42 마리의 성숙 유전자이식 암컷 마우스를 2개의 군으로 나누었고, 문헌

(Haney A.F. et al.,(1993))에 상세히 기술된 바와 같이 자궁각(UH) 사이에 유착을 생성하도록 설계된 수술 절

차를 거쳤다. 간략하게, 수술을 위해 각각의 동물을 IACUC 가이드라인에 따라 이소플루란으로 마취시켰고, 일상

적인 중심선 개복(대략 1.0 cm 미골에서부터 겸상 돌기)을 수행하였다. UH를 확인하였고, 각각의 뿔의 근육벽을

통해 조심스럽게 넣은 단일 7-0 프로렌(Prolene) 봉합사(Ethicon Inc., Somerville, N.J)로 안쪽으로 접합시켰

고, 뿔들을 자궁관 접합에서의 난관의 접합점 바로 아래에서 묶었다. 난소 혈관 공급을 손상시키지 않도록 주의

하였다. 전기소작기 손상을 유도하기 위해, 대략 2x6 mm의 면적을 덮은, 각각의 자궁각의 내측 표면에 양극성

전기소작기 단위를 사용하였다(Valley Lab Surgistat, 고체상 전기수술 단위, 모델 No. B-20). 전기소작기 단위

는 다음과 같이 설정되었다: 볼트 100, 130 Hz, 50~60 Amps. 3 mm 넓이의 소작기 팁을 3의 설정의 순수한 응고

전류로 사용하였고, 동력 공급을 개시하였고, 뿔 당 2개의 화상 스팟을 위해 1초 간 조직을 터치하였다. 근육

절개를 연속 봉합 방식으로 5-0 Vicryl, BV-1 테이퍼 니들(Ethicon Inc.)을 이용하여 덮었다. 피부를 수평 매트

리스 봉합 패턴으로 5-0 프로렌, BV-1 테이퍼 니들(Ethicon Inc.)로 덮었다.

UH 손상의 생성 후, 군 1 동물을, 소작기 화상에 적용되는, 0.16 ml의 부피의 이소형 대조군 항체(30 mg/kg)로[0581]

처리하였다. 군 2 동물을 동일한 방식으로 0.16 ml의 부피의 A44V11 항체(30 mg/kg)로 처리하였다. 각 군에서,

동물을 6시간(n=5), 72시간(n=4), 또는 7일(n=12)에 안락사시켰다. (아래 표 34 참조). 72시간 및 7일에 안락사

가 계획된 동물은 수술 48시간 후 복강 내 주사(IP)로 주사된 제2 용량의 항체(30mg/kg)를 받았다.

[0582]

주의: 모든 동물은 치료에 앞서 형성된 소각기 화상 및 봉합에 의해 접합된 자궁각을 가졌다.[0583]

효능 평가 및 분석:[0584]

동물을 지시된 시점에 안락사시켰고, 유착의 형성을 평가하였다. 간략하게, 자궁 분기에서부터 난관 바로 아래[0585]

위치한 접합 봉합부까지의 뿔의 길이를 측정하였다. 자궁각을 둘러싸는 2개의 외부 봉합체를 제거하였고 자궁각
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사이의 유착의 길이를 현미경의 도움으로 측정하고, 문서화하고, 존재 또는 부재(예/아니오)로 기록하였다. 또

한, 유착 형성에 관련된 임의의 조직이 기록될 것이지만, 유착 면적의 길이에는 포함되지 않을 수 있다. 자궁각

사이의 유착 길이의 평균 백분율의 분포를 Shapiro-Wilk 검정을 사용하여 정규성에 대하여 점검하였다. 정규 분

포한다면 Tukey Kramer 분석을 사용하고, 정규 분포하지 않는다면 Wilcoxon Rank-Sum 분석을 사용하여 군들을

서로 비교하였다. 모든 경우에서, p-값 ≤ 0.05은 통계적으로 유의한 것으로 간주되었다. A44V11으로 처리된 동

물은 접합된 자궁각 사이에서 유의하게 낮은 백분율의 유착 형성 길이를 나타내었다(표 35 참조).

[0586]

*p= Wilcoxon Rank Sum 분석, 카이 제곱 추정에 의해 이소형 대조군에 대해 통계적으로 유의함[0587]

활성 PAI-1 및 tPA 수준의 검출[0588]

안락사 후, 동물은 평가를 위해 수집된 혈액(혈장), 복강 내 유체(IPF), 및 자궁각 시료를 가졌다. 시료의 수집[0589]

은 통상적인 기술을 사용하여 수행되었다. 혈장, IPF, 및 자궁각 시료에서 활성 PAI-1 및 tPA 수준을 ELISA(인

간 PAI-1 활성 ELISA 키트, Cat. # HPAIKT, Molecular Innovations, Novi, MI)를 사용하여 평가하였다. 데이터

를 엑셀, JMP, 및 프리즘 그래프 패드 소프트웨어를 사용하여 가공하였다. 모든 경우, p-값 ≤ 0.05을 통계적으

로 유의한 것으로 간주하였다. 6시간 및 7일 시점에서, 감소된 수준의 활성 PAI-1이 A44V11 대 이소형 대조군으

로 처리된 동물에서 IP 유체 및 자궁각 용해물 내에서 발견되었다. (도 36 참조). 6시간에서의 IPF 내 감소된

수준의 활성 PAI-1은 이소형 대조군에 대한 A44로 처리된 동물에서 6시간 시점에서 IP 유체에서 보여지는 통계

적으로 유의한 결과였다(독립표본 t-검정에 의해 p<0.001).

실시예 22: 인간화된 항체 A44V11의 결정 구조[0590]

Fab A44V11의 발현 및 정제[0591]

재조합 Fab(rFab)를 경쇄 또는 C-말단 His-태그 중쇄를 암호화하는 2종의 플라스미드를 이용하여 일시적으로 형[0592]

질감염된 HEK293 세포로부터 수득하였다. 원심분리 및 여과 후, 세포 상층액으로부터의 rFab를 고정화 금속 친

화도 수지에 적용하였다. 수지로부터 용리된 후, rFab를 PBS에 대하여 집중적으로 투석하고 4℃에 저장하였다.

시노몰구스 또는 시노 PAI-1으로 지칭되는 필리핀 원숭이 PAI-1의 공급원:[0593]

재조합 성숙 시노몰구스 PAI-1(24-402)을 E. coli 내에서 봉입체로 발현시켰고 재조합 단백질을 통상적인 방법[0594]

을 사용하여 정제하였다.

인간 PAI-1의 공급원:[0595]

재조합 성숙 인간 PAI-1(24-402)을 Molecular Innovations Inc.(카탈로그 번호 CPAI)로부터 구입하였다. 재조[0596]

합 성숙 인간 PAI-1을 Berkenpas 등(1995, EMBO J., 14, 2969-2977)에 의해 기술된 돌연변이(N150H, K154T,

Q319L, M354I)를 삽입함으로써 활성 형태로 안정화시켰다.

복합체의 제조 및 정제:[0597]

재조합 Fab 및 항원을 1.5:1 몰 비로 혼합하고, 상온에서 30분 간 항온배양하였고, 복합체를 25 mM MES pH 6.5,[0598]

150 mM NaCl로 평형화시킨 Superdex 200 PG 컬럼(GE Healthcare) 상 분취 크기 배제로 더 정제하였다.

Fab A44V11 + 시노 PAI-1 복합체의 결정화[0599]

복합체를 25 mM MES pH 6.5, 150 mM NaCl 중 10 mg/ml로 농축하였다. 복합체를 16~24% 에탄올, 100 mM Tris pH[0600]
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8.5 중에 결정화하였다. 에틸렌 글리콜(30%)을 동결보호제로 사용하였다. 결정은 ESRF의 ID29 빔라인 상 공간

그룹 P321(a=b=193 Å, c=144 Å) 내에서 약 3.3 Å으로 회절되었다. 데이터를 XDS 및 Scala(GlobalPhasing

Ltd., Cambridge, UK)의 조합으로 가공하였다

복합체 Fab A44V11/시노-PAI-1의 구조 결정:[0601]

Fab 가변 도메인의 모델을 Maestro에서 Prime(Schrodinger, New York, NY)을 사용하여 제작하였다. 불변 도메[0602]

인을 공개된 구조 3FO2로부터 얻었다. 2종의 상이한 모델의 인간 PAI-1을 사용하였다: 잠복형을 1LJ5로부터, 활

성 형태를 1OC0으로부터 얻었다. 매튜 상관계수(Matthews  Coefficient, VM,  단백질 분자량의 단위 당 결정 부

피)의 계산은 비대칭 단위 내 최대 4개의 복합체가 존재한다는 것을 시사한다(VM 2. 2는 90 킬로달톤(KD)의 복

합체 크기를 가정함). Phaser(CCP4 suite)(McCoy, et al. J. Appl. Cryst. 40: 658-674(2007)를 사용하여 분자

교체를 수행하였고, 2종의 단량체의 잠복성 PAI-1 및 2종의 가변성 Fab 도메인을 확인하였다. 불변 도메인에 대

한 추가적인 밀도가 명확하게 시각화되었는데, 이는 수동으로 위치시켜야만 한다. 4.3(71% 용매)의 VM에 상응하

는  용액이  또한  패킹  일관성을  조심스럽게  평가하였다.  구조를  비결정학  대칭성을  사용하는

Buster(GlobalPhasing)로 29.2%(R인자 25.8%)의 Rfree로 개량하였다. 불변 도메인은 결정화 패킹으로 안정화되

지 않으며, 전자 밀도 맵에서 불량하게 해결된다.

Fab A44V11 + 인간 PAI-1 복합체의 결정화[0603]

단백질 결정화는 x-선 결정학 방법에 의한 생물분자 구조 결정의 병목이다. 단백질 결정화의 성공은 결정화 실[0604]

험에서 사용되는 단백질 분자의 품질에 직접적으로 비례하는데 가장 중요한 품질 기준은 용액 내 단백질의 순도

및 (분자적 및 형태적) 균질성이다.

우선, PAI-1/Fab mAb 복합체 구조를 결정하기 위해, 원래의 mAb A44를 사용하여 파파인 분해로 Fab 단편을 제조[0605]

하였다. 이러한 Fab의 대규모 제조는 인간 야생형(wt) PAI-1 단백질과의 복합체 내에서 복합체화되고 정제된 이

종 Fab 단편을 초래하였다. 얻어진 단백질 복합체를 7 mg/ml 농도까지 농축하였고, 2가지의 상이한 온도(4℃ 및

19℃)에서 800개의 개별적인 결정화 조건에서 결정화하기 위해 스크리닝하였다. 어떠한 결정화 히트도 검출되지

않았다. 단백질 복합체 균질성을 개선하기 위해, 재조합 6-His 태그 Fab A44를 생산하고, 정제하고, 인간 야생

형 PAI-1 단백질과 복합체화하였다(도 36 참조).

복합체 결정화 스크리닝으로 20%PEG10K + 0.1M 아세트산 나트륨 pH4.6 조건 하에 제1 결정화 히트를 얻었다. 통[0606]

상적인 결정화 방법인 Microseed Matrix Seeding에 의한 결정화 최적화 및 원위치(in situ) 트립신 용해 결정화

는 결정의 품질을 유의하게 개선하지 않았다. 최적 수득 결정은 침상이었고, 구조 결정에 충분치 않는 해상도

(10 Å)로 x-선을 회절시켰다.

복합체 결정의 결정화의 실패는 복합체 구조적 이종성에 의해 잠재적으로 설명될 수 있다. 야생형 PAI-1 분자는[0607]

3종의  구분되는  형태(활성,  잠복성,  및  기질)를  채용하는 것으로  알려져 있는데,  이는 결정화를 방해할 수

있다. 결정의 품질을 개선하기 위해, 잠복성 PAI-1 복합체화된 6-His 태그 A44 Fab를 생성하였다. (도 37 참

조).

상응하는 복합체를 생성하였고, 6-His 태그 Fab A44/wt PAI-1 단백질 복합체에 앞서 사용된 조건 하에 드 노보[0608]

결정화에 대해 스크리닝하였다. 시험된 1000가지를 초과하는 조건 중 오직 결정화 히트만이 20% PEG3350+0.2M

nH4 아세테이트 +4% MPD + 50 mM Mes pH6 조건하에 복합체를 확인하였다(도 39(a) 참조). 집중적인 최적화 후,

3D 결정이 얻어졌다. 싱크로트론 고강도 X-선 빔을 사용한 회절 시험은 어떠한 회절 징후도 나타내지 않았다(도

39(b) 참조, 대표적인 최적화된 결정을 도시함).

단백질의 일부분의 유연성을 낮추기 위해 A44 Fab 단편을 재조합적이지만 앞서 사용된 6-His 태그와 같은 인공[0609]

적인 태그를 사용하여 않고 생산하기로 결정하였다. 성공적인 결정화의 기회를 더 높이기 위해, PAI-1(N150H,

K154T, Q319L, M354I)의 활성 형태 돌연변이를 Molecular Innovations(Cat. #CPAI, Novi, MI)으로부터 구입하

였고 인공적인 태그가 결여된 Fab A44 단백질를 가지는 복합체의 제조에 사용하였다. 복합체를 25 mM MES pH

6.5, 150 mM NaCl에 12 mg/ml까지 농축하였다. 허용가능한 막대형 단일 결정이 10% PEG3350, 100 mM 황산 암모

늄에서 수득되었고, 30% 에틸 글리콜(도 40 참조)의 첨가에 의해 동결보존되었다. 이러한 결정을 3.7 Å 해상도

까지 회절시켰고, 집중적인 동결건조 최적화 후, 구조 결정에 적합한 x-선 회절 데이터 세트가 얻어졌다(3.3

Å). 데이터세트를 신크로트론 SOLEIL(Saint-Aubin, 프랑스)의 빔라인 Proxima 1에서 3.3 Å까지 수집하였다.

공간그룹은 P212121(a=105, b=152 c=298)이다. 데이터를 XDSme 스크립트(XDS ref, Xdsme ref)를 사용하여 가공
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하였다.

복합체 Fab A44V11/인간-PAI-1의 구조 결정:[0610]

뚜렷하지 않은 것(CCP4)은 공간그룹 식별에서 단지 40% 신뢰도만을 나타낸다. 따라서, P222 포인트 그룹의 모든[0611]

가능한 공간 그룹 변이체를 시험하기 위해 초기 분자 교체를 Amore(CCP4)로 수행하였다: P212121가 분명하게 확

인되었다. Phaser(Phaser, CCP4)를 이용한 최종 분자 교체는 비대칭 단위 내 Fab의 활성 PAI-1/가변 도메인 4개

의 이량체를 확인하였다. 불변 도메인을 전자 밀도 맵에 수동으로 첨가하였다. 구조를 비결정학 대칭을 사용한

Buster(GlobalPhasing)로, 28%(R인자 24.1%)의 Rfree까지 개량하였다.

에피토프 및 파라토프 구조 분석[0612]

에피토프 및 파라토프 영역을 시노 및 인간 복합체에서 형성된 바와 같이 확인하였고, 복합체를 비교하였다. 결[0613]

정 구조를 인간 및 시노 PAI-1와의 복합체 내 A44V11에 대해 3.3 Å까지 결정하였다. 두 구조의 중첩(도 40)은

A44V11의 파라토프가 PAI-1의 잠복성 및 활성 헝태와 유사하다는 것을 보여준다. Fab A44는 인간 PAI-1의 활성

형태 및 시노 PAI-1의 잠복성 형태를 인식하였다. 도 42는 활성 인간 PAI-1(도 42(a)), 및 잠복성 시노 PAI-

1(도 42(b))에서 Fab A44에 의해 인식되는 PAI-1 에피토프를 도시한 것이다. 파라토프를 인식하는 잠복성 형태

는 활성 형태를 인식하는 파라토프의 일부분이다.

PAI-1은 상호작용의 표면적의 분석에서 볼 수 있는 바와 같은 A44V11의 중쇄와 주로 상호작용한다. 활성 인간[0614]

PAI-1과 중쇄(4개의 복합체의 평균) 사이의 상호작용의 표면적은 674 Å
2
이다. 활성 인간 PAI-1과 경쇄(4개의

복합체의 평균) 사이의 상호작용의 표면적은 372 Å
2
이다. 잠복성 시노 PAI-1과 중쇄(2개의 복합체의 평균) 사

이의 상호작용의 표면적은 703 Å
2
이다. 잠복성 시노 PAI-1과 경쇄(2개의 복합체의 평균)의 상호작용의 표면적

은 360 Å
2
이다. 중쇄 및 경쇄의 파라도프의 도시에 대해서는, 각각, 도 43 및 44를 참조한다.

파라토프의 A44V11 부위의 잔기는 아래 표 36에 나타나 있다. 이탤릭체인 잔기는 활성 PAI-1와의 상호작용에 관[0615]

련되어 있지만, 잠복성 형태에는 관련되어 있지 않은 반면, 밑줄 친 잔기는 잠복성 형태와만 상호작용한다. 모

든 기타 잔기들은 양 계면에 포함된다.

[0616]

인간 및 시노 PAI-1 분자의 상이한 형태에도 불구하고, 동일한 잔기들이 Fab A44(아래 인간 PAI-1의 서열 내 굵[0617]

은 글씨 잔기)(서열 번호 1)와의 상호작용에 관련된다:

VHHPPSYVAHLASDFGVRVFQQVAQASKDRNVVFSPYGVASVLAMLQLTTGGETQQQIQAAMGFKIDDKGMAPALRHLYKELMGPWNKDEISTTDAIFVQRD[0618]

LKLVQGFMPHFFRLFRSTVKQVDFSEVERARFIINDWVKTHTKGMISHLLGTGAVDQLTRLVLVNALYFNGQWKTPFPDSSTHRRLFHKSDGSTVSVPMMAQ

TNKFNYTEFTTPDGHYYDILELPYHGDTLSMFIAAPYEKEVPLSALTNILSAQLISHWKGNMTRLPRLLVLPKFSLETEVDLRKPLENLGMTDMFRQFQADF
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TSLSDQEPLHVALALQKVKIEVNESGTVASSSTAVIVSARMAPEEIIIDRPFLFVVRHNPTGTVLFMGQVMEP 

인간 PAI-1에 대한 A44V11 결합 에피토프에 대한 약칭은 아래와 같다:[0619]

E-X-X-Q(서열 번호 156);[0620]

L-X-R (서열 번호 157);[0621]

T-D-X-X-R-Q-F-Q-A-D-F-T-X-X-S-D-Q-E-P-L(서열 번호 158)[0622]

요약하면, FabA44를 인식하는 PAI-1의 시노 및 인간 에피토프는 양 형태에서 동일하다. Fab A44는 인간 및 시노[0623]

PAI-1을 인식하지만, 마우스 또는 랫트 PAI-1을 인식하지 않는다.

실시예 23: A44V11 특이성 및 교차 반응성의 결정[0624]

A44V11의 특이성 및 반응성을 결정하기 위해, A44V11 에피토프의 서열(위 참조)을 사용하여 ScanProsite(SIB[0625]

Swiss Institute of Bioinformatics) 데이터베이스를 이용한 모티프 검색을 사용한 다른 단백질에서의 유사한

에피토프를  검색하였다.  추가적인  세부사항에  대해서는  문헌(Artimo,  P.  et  al.  Nucleic  Acids  Res.

40(W1):W597-603(2012))을 참조한다. 검색 내 위치한 모든 에피토프 서열 매치는 PAI-1과 관련이 있었는데, 이

는 A44V11 항체가 PAI-1에 특이적이라는 것을 시사한다.

A44V11 에피토프를 또한 Med-SuMo에 따라 인실리코 프로파일링 및 분자 모델링을 사용하여 다른 알려진 x-선 구[0626]

조(3D 검색)에 비교하였는데, 이는, 예를 들어, 수소 결합, 전하, 소수성 및 방향족 기를 포함하는 단백질 표면

상의  생화학적  기능을  검출하고  비교한다.  Med-SuMo  분자  모델링은  문헌(Jambon,  et  al.  Bioinformatics

21(20):3929-30(2005))에 더 기술되어 있다. A44V11 에피토프의 3D 검색은 인간 알파-1-안티트립신내 유사한 모

티프(AAT1) 에 위치하였다. 그러나, 추가적인 조사 시, AAT1 모티프는 A44V11 에피토프와 유의한 차이를 가지는

것으로 밝혀졌으며, A44V11는 결합할 가능성이 낮다. 따라서, A44V11 에피토프의 서열 패턴 및 3D 패턴 분석은

다른 인간 단백질들과 최소의 교차반응성을 가져야 한다는 것을 시사한다.

A44V11에 대한 인간 및 시노 PAI-1 에피토프를 마우스 및 랫트 PAI-1로부터 제안된 에피토프에 비교하였다. 서[0627]

열은  서열  번호1(PAI-1  인간),  서열  번호162(PAI-1  시노),  서열  번호163(PAI-1  마우스),  및  서열  번호

164(PAI-1  랫트)로부터  발췌된다.  랫트  및  마우스  PAI-1은  인간  PAI-1와  각각  75%  및  79%  서열  동일성을

가진다. 상이한 PAI-1 서열들의 정렬은 그들 각각의 에피토프에서 랫트/마우스 및 인간/시노 서열 사이에서 유

의한 차이를 보이는데, 이는 A44V11가 랫트 또는 마우스 PAI-1을 인식할 가능성이 낮다는 것을 시사한다(도 45

참조). 예를 들어, 마우스 PAI-1 아미노산 Ser300, Thr302, Gln314은 인간/시노 PAI-1 카운터파트와 상이하다.

이러한 잔기에서의 차이는 제안된 에피토프에서의 변화를 나타내며, 마우스 PAI-1는 A44V11에 인식될 수 없다.

마우스 PAI-1과 복합체 인간 PAI-1/A44V11(도 46)의 구조 비교는 A44V11 항체로부터 인간 및 마우스 활성 모두

를 얻는 것이 가능하지 않아야 한다는 것을 추가적으로 나타낸다.

A44V11에 대해 확인된 에피토프를 더 검증하기 위해, 인간 및 시노 A44V11 에피토프를 비브로넥틴의 결합 영역[0628]

과  비교하였다.  비브로넥틴의  소마토메딘  B  도메인과의  복합체  내에서  인간  PAI1의  구조가  공개되어  있다

(1OC0). 이러한 2종의 복합체의 구조를 비교하였다(도 47 참조). 구조적 비교는 A44V11의 결합이 비브로넥틴과

PAI-1 상호작용에 영향을 미치지 않을 것이라는 것을 시사한다.

A44V11 에피토프를 다른 공개된 항-PAI1 항체의 에피토프에 비교하였다. 128~156 영역내 잔기에 결합하는 다른[0629]

공개된 항-PAI-1  항체 MA-55F4C2  및 MA-33H1와  A44V11  에피토프의 중첩이 발견되지 않았다(Debrock  et  al.

Thromb Haemost, 79:597-601(1998)참조).

마지막으로, A44V11 항체의 특이성 및 교차 반응성의 결여를 비아코어로 확인하였다. A44V11 에피토프의 예측된[0630]

고유 서열 및 3D 구조에 기반한 분자 모델링 연구는 A44V11가 인간 및 시노 PAI-1에 특이적이라는 것을 강하게

나타낸다.

실시예 24: 수소/중수소 교환 질량 분광계(HDX-MS)에 의한 에피토프 맵핑[0631]

각 항체의 에피토프를 더 특성분석하기 위해 질량 분광계(MS)로 모니터링된 수소/중수소 교환(HDX)을 본원에 개[0632]

시된 PAI-1-결합 항체에 적용하였다. HDX MS는 다양한 상태의 동일한 단백질을 비교하는 데 특히 유용한 기술이

다.  상세한  방법론  및  단백질 치료제에  대한 HDX  MS의  적용이 문헌(Wei,  et  al.,  Drug  Discovery  Today,

19(1): 95-102(2014))에 개시되어 있다. 간략하게, 수용성의 경우, 모든 H2O 용매는 구분되는 분광학적 성질을

가지는 수소의 동위원소로 교체된 다음, 하나가 이러한 교환 절차를 따를 수 있다. 가장 최근의 HDX 실험의 경
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우, 중수소화 또는 "중(heavy)" 수(D2O)가 사용된다. 특히, 골격 질소에 결합된 수소(또한, 골격 아미드 수소로

도 지칭됨)이 단백질 형태를 탐지하는데 특히 유용하다.  예를 들어,  문헌(Marcsisin,  et  al.  Anal  Bioanal

Chem. 397(3): 967-972(2010))을 참조한다. 단백질의 노출되고 동적인 영역은 빠르게 교체될 것인 반면, 단백질

의 보호되고 단단한 영역은 느리게 교체될 것이다. 모든 관련된 조건(pH, 온도, 이온 강도, 등.)은 일정하게 유

지됨으로, 구조(용매 접근성, 수소 결합)에서의 차이만이 이러한 교환에 영향을 미칠 것이다. PAI-1와 항체의

상호작용은 항원의 일정한 부위의 표지를 차단할 것임으로, 결합의 자리(에피토프)에 기반한 상이한 판독이 생

성된다.

실험 방법:[0633]

시노-PAI-1(10 uM), A44v11에 결합한 시노-PAI-1(각 10 μm) 및 APGv2에 결합한 시노-PAI-1(각 10 μm)의 스톡[0634]

용액을 PBS, pH 7.2에 제조하였다. 단백질 용액을 1시간 동안 상온에서 항온배양함으로써 결합 평형에 도달하도

록 하였다. 50 pM 미만의 Kd 값에 기반하여, 각각의 항체:항원 복합체는 아래에 기술된 표지 조건 하에 99% 초과

로 결합하였다.

중수소 교환, 퀜칭, 및 시료 주입은 자동화된 로봇 시스템(LEAP Tech., Carrboro, NC)으로 처리하였다. 단백질[0635]

용액의 분취액을 표지 완충액(99.9% D2O 중 PBS, pD 7.2)으로 10배 희석하였고 10초, 1분, 5분, 또는 4시간 동

안 20℃에서 항온배양되도록 하였다. 중수소 교환 시점의 종료시, 50 μL의 표지 용액을 동일한 부피의 미리 차

갑게 한(0℃) 100 mM 인산 나트륨, 4 M 구아니딘 염산, 0.5 M TCEP, pH 2.5에 첨가함으로써 표지 반응을 퀜칭하

였다. 중수소화되지 않은 대조군을 동일한 방식으로 H2O 중 PBS에 10배 희석함으로써 제조하였다.

각각의 퀜칭된 시료(50  μL,  50  pmol의 각 단백질)를 HDX  Technology를  구비한 Waters  nanoAcquity(Waters[0636]

Corp., Milford, MA)에 즉시 주입하였다. 단백질을 20℃로 유지되는 2.1 mm x 30 mm Enzymate BEH 펩신 컬럼

(Waters Corp.)으로 선 상에서 분해하였다. 모든 발색 요소는 초고성능 액체 크로마토그래피(UPLC) 시스템 내의

쿨링 챔버 안에서 0.0  ± 0.1℃로 유지되었다.  얻어진 펩티드를 가두고 3분 100  μL/분으로 3분 간 탈염한

다음, 1.0 x 100.0 mm ACQUITY UPLC HSS T3 컬럼(Waters Corp.)에서 40 μL/분으로 12분 간 2~40% 아세토니트

릴:물 구배를 가지고 분리하였다. 역교환에 대한 중수소 수준을 보정하지 않았고, 상대적으로 보고하였다. 모든

비교 실험은 역교환 보정에 대한 필요성을 무력화하는 동일한 조건 하에 수행하였다. 모든 실험은 3반복으로 수

행하였다. 주입 사이의 펩티드 잔재를, 각 시행 후 모든 컬럼에 50 μL의 1.5 M 구아니딘 염산, 0.8% 포름산,

및 4% 아세토니트릴을 주입함으로써 제거하였다.

질량 스펙트럼을 HDMSe  모드로 시행되는 표준 전자분무 공급원을 구비한 Waters  Synapt  G2-Si  기기(Waters[0637]

Corp.)로 획득하였다. 기기 설정은 다음과 같았다: 모세관은 3.5 kV였고, 샘플링 콘은 30 V였고, 공급원 오프셋

은 30 V였고, 공급원 온도는 80℃였고, 탈용매화 온도는 175℃였고, 콘 기체는 50 L/hr였고, 탈용매화 기체는

600 L/h였고, 네뷸라이저 기체는 6.5 bar였다. 질량 스펙트럼을 50~1700의 m/z 범위에 걸쳐 획득하였다. 잠금집

단 프로브를 통한 100 fmol/uL 인간 [Glu1]-피브리노펩티드 B 동시 투입에 의해 각 시행에서 질량 정확도를 유

지하였다.

중수소화되지 않은 펩신 펩티드의 MSE 확인을 ProteinLynx Global Server 소프트웨어(Waters Corp.)를 사용하[0638]

여 수행하였다. 각 펩티드에 대한 중수소 흡수를 DynamX 2.0 소프트웨어(Waters Corp.)를 사용하여 결정하였다.

상대적인 중수소 수준을 중수소화되지 않은 펩티드의 동위원소 분포의 중심을 상응하는 중수소 표지된 펩티드의

중심으로부터 감하여 계산하였다. 중수소 흡수 도표를 소프트웨어에 의해 자동으로 생성하였다.

PAI-1 상태에 대한 중수소 흡수의 모니터링[0639]

선상 펩신 분해 후, 95.3% 서열 커버리지를 초래하는 150개의 중첩된 시노-PAI-1 펩신 펩티드를 확인하였다(도[0640]

48 참조). 다음의 3가지 상이한 단백질 상태에 대한 중수소 흡수를 150개 펩티드 모두에서 모니터링(10초부터 4

시간까지)하였다: (1) 시노-PAI-1 단독; (2) 시노-PAI-1에 결합된 A44v11; 및 (3) 시노-PAI-1에 결합된 APGv2.

대부분의 시노-PAI-1 펩티드는 3가지 상태에서 거의 동일한 중수소 흡수를보였는데, 이는 이러한 영역 내 시노-[0641]

PAI-1과 mAb 사이에서 상호작용이 없다는 것을 나타낸다. 이러한 결과를 가지는 하나의 대표적인 펩티드 영역

(잔기 139~152)을 도시한 도 49(a)를 참조한다. 반대로 잔기 44~64에 삽입된 펩티드는 A44v11 또는 APGv2(도

49(B))에 결합할 때 교환으로부터의 유의한 보호(감소된 중수소 흡수)를 나타냈다. 또한, 잔기 295~322에 삽입

된 펩티드도, 또한, A44v11 또는 APGv2(도 49(c))에 결합할 때 교환으로부터의 유의한 보호를 보였다. 이러한

영역에서, 보호의 범위는 시노-PAI-1이 APGv2보다는 A44v11에 결합할 때 더 컸다(도 49(c) 참조). 이는 A44v11
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이 시노-PAI-1에 결합할 때 APGv2보다 교환으로부터의 큰 전체적인 보호를 제공할 수 있다는 것을 나타낸다.

비교 연구:[0642]

비교 연구를 위해, 3가지의 시노-PAI-1 상태 각각으로부터 생성된 150개의 펩티드 모두에 대한 중수소 흡수를[0643]

모니터링하였다. (일반적으로, Wei, et al., Drug Discovery Today, 19(1): 95-102(2014)를 참조). 3가지 상태

각각으로부터의 데이터 도표를 서로 비교하였고, 데이터 해석을 용이하게 하기 위해 나비 도표를 생성하였다(예

를 들어, 도 50(a), 51(a), 및 52(a) 참조). 각각의 나비 도표의 경우, x 축은 비교한 150개의 펩티드 각각의

계산된 펩티드 중앙점 위치, i, 이고; y-축은 평균 상대 분획 교환이다(비).

시노-PAI-1  상태 각각의 비교를 위한 회절 도표도 또한 생성하였다(예를 들어,  도 50(b),  51(b),  및 52(b)[0644]

참조). 이러한 도표에서, 하나의 상태로부터의 중수소 흡수를 다른 것으로부터 감하고, 나비 도표와 유사하게

도표화한다. 각각의 펩티드에 대한 차의 합은 수직 막대로 나타낸다. 수평 점선은 개별적인 측정(±0.5 Da) 또

는 차의 합(±1.1 Da)이 측정의 오차를 초과하는 값을 나타내고, 2가지 상태 사이의 실제 차이인 것으로 간주될

수  있다.  이러한  기술에  관한  추가적인  세부사항은  문헌(Houde  D.  et  al.,  J.  Pharm.  Sci.  100(6):2071-

86(2011))에 개시되어 있다.

우선, 시노-PAI-1 단독을 A44v11:시노-PAI-1 결합상태에 비교하였다(도 50). 이러한 비교를 위한 나비 도표가[0645]

도 50(a)에 나타나 있다. 이러한 비교를 위한 차 도표가 도 50(b)에 나타나 있다. A44v11에 결합한 시노-PAI-

1과 유리 형태 시노-PAI-1 사이에서 관찰된 차이는 시노-PAI-1의 2개의 영역 내에 주로 위치한다. 하나의 영역

은 N-말단(잔기 44~64)에 가깝고 다른 영역은 C-말단(잔기 307~321)에 가깝다(도 50(b) 참조).

다음으로, 시노-PAI-1 단독을 APGv2:시노-PAI-1 결합 상태에 비교하였다(도 51). 이러한 비교를 위한 나비 도표[0646]

가 도 51(a)에 나타나 있다. 이러한 비교를 위한 차 도표가 도 51(b)에 나타나 있다. APGv2에 결합된 시노-PAI-

1과 유리 형태 시노-PAI-1 사이에서 관찰된 차이는 시노-PAI-1의 2개의 영역 내에 주로 위치한다. 하나의 영역

은 N-말단에 가깝고 다른 영역은 C-말단에 가까운데 이는 A44v11:시노-PAI-1 결과와 유사하다. 시노-PAI-1과의

A44v11 및 APGv2 복합체는 결합된 상태에서 감소된 중수소 흡수를 보이는 펩티드를 공유하는데, 이는 2종의 항

체에 대한 에피토프가 유사하다는 것을 가리키는 것일 수 있다.

마지막으로, 2종의 항체-결합 시노-PAI-1 상태를 서로 비교하였다(도 52). 이러한 비교를 위한 나비 도표가 도[0647]

52(a)에 나타나 있다. 이러한 비교를 위한 차 도표가 도 52(b)에 나타나 있다. A44v11:시노-PAI-1 및 APGv2:시

노-PAI-1 사이에서 관찰된 차이는 시노-PAI-1의 C-말단 영역 내에 위치한다. (도 52(b) 참조).

실시예 25: 항체 A44V11 및 APGv2의 에피토프 비교[0648]

HDX MS를 A44v11 및 APGv2 항체의 에피토프를 추가로 정의하기 위해 사용하였다. HDX MS에서 생성된 중첩 펩티[0649]

드를 사용하여, 항체 에피토프를 펩티드-수준 해상도보다 약간 낫도록 개량할 수 있다(예를 들어, 도 48 참조).

A44V11 결합으로의 교체에 대한 유의한 보호를 나타내는 펩티드에 대한 HDX MS 데이터를 더 분석하여 시노-PAI-

1:A44v11 상호작용에 대한 에피토프를 결정하였다. 시노-PAI-1의 A44V11 에피토프에 대한 HDX 데이터는 결정학

접근법을  사용하여  결정한  에피토프와  일치하는  것으로  밝혀졌다.  HDX  MS를  사용하여  확인된  시노-PAI-1의

A44V11 에피토프를 도 53(굵은 글씨) 및, 아래에 약칭 형식으로 나타냈다:

T-T-G-G-E-T-R-Q-Q-I-Q(서열 번호 159);[0650]

R-H-L (서열 번호 160);[0651]

T-D-M-X-X-X-F-Q-A-D-F-T-S-L-S-N-Q-E-P-L-H-V (서열 번호 161)[0652]

APGv2 결합으로의 교환으로부터의 유의한 보호를 나타내는 시노-PAI-1 펩티드에 대한 HDX MS 데이터를 분석하여[0653]

시노-PAI-1:APGv2 상호작용에 대한 에피토프를 추가로 결정하였다. A44v11 및 APGv2에 대한 HDX MS 에피토프 맵

핑 데이터는 도 52에서 일반적으로 나타낸 바와 같이 에피토프가 동일한 영역 내에 있다는 것을 보여준다. 잔기

307~321의 이러한 영역에서, 동일한 펩티드는 A44v11 및 APGv2에 대한 항체 결합 상태에서의 보호를 나타낸다.

그러나, 시노-PAI-1가 APGv2 보다는 A44v11에 결합할 때 보호의 범위가 더 크다(도 49(c) 참조). 이러한 발견은

시노-PAI-1의 잔기 307~321 영역 내 차이 피크를 도시한 도 52(b)에서 더욱 명백해진다. 이는 이러한 시노-PAI-

1 및 A44V11 및 APGv2 항체 각각 사이에 만들어진 특이적 접촉 내에 차이가 존재한다는 것을 나타낸다. 따라서,

A44V11 및 APGv2의 에피토프가 PAI-1의 유사한 영역 내에 위치하지만, 각각의 항체에 대한 에피토프는 동일하지

않다는 것을 보여준다.
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도면53

서 열 목 록

                         SEQUENCE LISTING

<110>  Sanofi

 

<120>  ANTIBODIES TO PLASMINOGEN ACTIVATOR INHIBITOR-1 (PAI-1) AND USES 

       THEREOF

<130>  13-596-WO

<140>  PCT/US2014/050896

<141>  2014-08-13

<160>  170   

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  379

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  1

Val His His Pro Pro Ser Tyr Val Ala His Leu Ala Ser Asp Phe Gly 

1               5                   10                  15      

Val Arg Val Phe Gln Gln Val Ala Gln Ala Ser Lys Asp Arg Asn Val 

            20                  25                  30          

Val Phe Ser Pro Tyr Gly Val Ala Ser Val Leu Ala Met Leu Gln Leu 

        35                  40                  45              
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Thr Thr Gly Gly Glu Thr Gln Gln Gln Ile Gln Ala Ala Met Gly Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Ile Asp Asp Lys Gly Met Ala Pro Ala Leu Arg His Leu Tyr Lys 

65                  70                  75                  80  

Glu Leu Met Gly Pro Trp Asn Lys Asp Glu Ile Ser Thr Thr Asp Ala 

                85                  90                  95      

Ile Phe Val Gln Arg Asp Leu Lys Leu Val Gln Gly Phe Met Pro His 

            100                 105                 110         

Phe Phe Arg Leu Phe Arg Ser Thr Val Lys Gln Val Asp Phe Ser Glu 

        115                 120                 125             

Val Glu Arg Ala Arg Phe Ile Ile Asn Asp Trp Val Lys Thr His Thr 

    130                 135                 140                 

Lys Gly Met Ile Ser Asn Leu Leu Gly Lys Gly Ala Val Asp Gln Leu 

145                 150                 155                 160 

Thr Arg Leu Val Leu Val Asn Ala Leu Tyr Phe Asn Gly Gln Trp Lys 

                165                 170                 175     

Thr Pro Phe Pro Asp Ser Ser Thr His Arg Arg Leu Phe His Lys Ser 

            180                 185                 190         

Asp Gly Ser Thr Val Ser Val Pro Met Met Ala Gln Thr Asn Lys Phe 

        195                 200                 205             

Asn Tyr Thr Glu Phe Thr Thr Pro Asp Gly His Tyr Tyr Asp Ile Leu 

    210                 215                 220                 

Glu Leu Pro Tyr His Gly Asp Thr Leu Ser Met Phe Ile Ala Ala Pro 

225                 230                 235                 240 

Tyr Glu Lys Glu Val Pro Leu Ser Ala Leu Thr Asn Ile Leu Ser Ala 

                245                 250                 255     

Gln Leu Ile Ser His Trp Lys Gly Asn Met Thr Arg Leu Pro Arg Leu 

            260                 265                 270         

Leu Val Leu Pro Lys Phe Ser Leu Glu Thr Glu Val Asp Leu Arg Lys 

        275                 280                 285             

Pro Leu Glu Asn Leu Gly Met Thr Asp Met Phe Arg Gln Phe Gln Ala 
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    290                 295                 300                 

Asp Phe Thr Ser Leu Ser Asp Gln Glu Pro Leu His Val Ala Gln Ala 

305                 310                 315                 320 

Leu Gln Lys Val Lys Ile Glu Val Asn Glu Ser Gly Thr Val Ala Ser 

                325                 330                 335     

Ser Ser Thr Ala Val Ile Val Ser Ala Arg Met Ala Pro Glu Glu Ile 

            340                 345                 350         

Ile Met Asp Arg Pro Phe Leu Phe Val Val Arg His Asn Pro Thr Gly 

        355                 360                 365             

Thr Val Leu Phe Met Gly Gln Val Met Glu Pro 

    370                 375                 

<210>  2

<211>  124

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA105 VH

<400>  2

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Gly Glu Ile Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Phe 

65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Gly Gly Leu Tyr Tyr Asp Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Ile Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro 
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        115                 120                 

<210>  3

<211>  115

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA105 VL

<400>  3

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly 

1               5                   10                  15      

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser 

            20                  25                  30          

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Gln Arg Leu Ile Ser Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Leu 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Gly Ala Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Asp 

                85                  90                  95      

Arg His Phe Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg Ala Asp 

        115 

<210>  4

<211>  125

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA39 VH

<400>  4

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

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Thr Gly Tyr Thr Phe Asn Ile Tyr 
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            20                  25                  30          

Trp Ile Gln Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly His Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Ile Leu Pro Gly Ser Asn Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys 

    50                  55                  60                  

Asp Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Ser Ser Ser Asn Thr Ala Tyr Met 

65                  70                  75                  80  

Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Leu Gly Ile Gly Leu Arg Gly Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro 

        115                 120                 125 

<210>  5

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><

223>  mA39 VL

<400>  5

Asp Ile Gln Met Thr His Ser Pro Ala Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr His Gln Lys Gln Gly Lys Ser Pro Gln Leu Leu Val 

        35                  40                  45              

Tyr Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Ser Leu Asn Ile Lys Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Gly Thr Phe Tyr Cys Gln His Arg Tyr Gly Ser Pro Trp 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala Asp 
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            100                 105                 110 

<210>  6

<211>  125

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA44 VH

<400>  6

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

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Lys Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Tyr Met 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asn Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Leu Ser Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Trp His Tyr Gly Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro 

        115                 120                 125 

<210>  7

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><

223>  mA44 VL

<400>  7

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Tyr Ala Ser Leu Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr 
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            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Met Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala Asp 

            100                 105                 110 

<210>  8

<211>  124

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA71 VH

<400>  8

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Trp Ile Glu Trp Ile Lys Gln Arg Pro Gly His Gly Leu Asp Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Ile Leu Pro Gly Ser Gly Asn Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Val Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Gly Gly Leu Tyr Tyr Asn Leu Asp Ser Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro 
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        115                 120                 

<210>  9

<211>  115

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA71 VL

<400>  9

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly 

1               5                   10                  15      

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser 

            20                  25                  30          

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Asp 

                85                  90                  95      

Thr His Phe Pro Arg Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg Ala Asp 

        115 

<210>  10

<211>  140

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB109 VH

<400>  10

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ser Val Leu Ala Arg Pro Gly Thr 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Ser Tyr 
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            20                  25                  30          

Trp Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Ser Gly Gln Gly Leu Asp Trp Ile Gly 

    50                  55                  60                  

Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Ser Asp Thr Thr Tyr Asn Gln Lys Phe Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Lys Ala Lys Leu Thr Ala Val Ala Ser Ala Ser Thr Ala Tyr Met 

                85                  90                  95      

Glu Val Ser Ser Leu Thr Asn Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Thr 

            100                 105                 110         

Arg Gly Leu Arg Arg Trp Gly Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

        115                 120                 125             

Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro 

    130                 135                 140 

<210>  11

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB109 VL

<400>  11

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser His Lys Phe Met Ser Thr Ser Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Ser Ile Pro Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val Ser Ser Ala 

            20                  25                  30          

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Leu Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Ser Ala Ser Phe Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Val Gln Ala 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Ser Ser Pro Tyr 
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                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Asn Leu Glu Ile Lys Arg Ala Asp 

            100                 105                 110 

<210>  12

<211>  125

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB28 VH

<400>  12

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Trp Ile Glu Trp Ile Lys Gln Arg Pro Gly Gly Leu Glu Trp Ile Gly 

        35                  40                  45              

Lys Ile Leu Pro Gly Ser Gly Gly Ala Asn Tyr Asn Glu Lys Phe Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Lys Ala Thr Val Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Val Tyr Met 

65                  70                  75                  80  

Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Leu Ser Thr Gly Thr Arg Gly Ala Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro 

        115                 120                 125 

<210>  13

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB28 VL

<400>  13

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

Ala Thr Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn Val Tyr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Gln Gly Lys Ser Pro Gln Leu Leu Val 

        35                  40                  45              

Tyr Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Ser Leu Lys Ile Asn Tyr Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Gly Ser Tyr Tyr Cys Gln His His Tyr Gly Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Ala Asp 

            100                 105                 110 

<210>  14

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mC45 VH

<400>  14

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Val Glu Leu Val Arg Pro Gly Thr 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ile Glu Trp Ile Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Val Ile His Pro Gly Ser Gly Val Thr Asn Tyr Asn Glu Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Ile Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Asp Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Tyr Tyr Gly Ser Ser His Gly Leu Met Asp Tyr Trp Gly 
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            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  15

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mC45 VL

<400>  15

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Tyr Ala Ser Leu Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Leu Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Met Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Arg 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  16

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE16 VH

<400>  16

Glu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr 
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            20                  25                  30          

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Lys Gly Leu Gly Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Ser Leu Arg Thr Gly Gly Asn Thr Tyr Tyr Ser Asp Ser Val Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Asp Arg Asn Ile Leu Tyr Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Met Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Gly Leu Arg His Trp Gly Tyr Phe Asp Val Trp Gly Ala Gly Thr 

            100                 105                 110         

Thr Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  17

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE16 VL

<400>  17

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser His Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Val Gly Trp Tyr Gln Gln Glu Pro Gly Gln Ser Pro Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Ser Ala Ser Asn Arg His Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Val Gln Ala 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Ser Ser Pro Trp 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 
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            100                 105         

<210>  18

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE21 VH

<400>  18

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Ser Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Glu Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Trp Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr Glu Tyr Asp Pro Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Gln Ala Lys Ala Thr Met Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Met Tyr Gly Asn Tyr Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Thr Leu Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  19

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE21 VL

<400>  19

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 Ser Asn Tyr 
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            20                  25                  30          

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Tyr Thr 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 Gln 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Trp 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  20

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA105 HCDR3

<400>  20

Ala Arg Gly Gly Leu Tyr Tyr Asp Leu Asp Tyr 

1               5                   10      

<210>  21

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA105 HCDR2

<400>  21

Ile Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr 

1               5               

<210>  22

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA105 HCDR1

<400>  22
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Gly Phe Thr Phe Ser Ile Tyr Trp 

1               5               

<210>  23

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA105 LCDR3

<400>  23

Trp Gln Asp Arg His Phe Pro Arg Thr 

1               5                   

<210>  24

<211>  3

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA105 LCDR2

<400>  24

Leu Val Ser 

1           

<210>  25

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA105 LCDR1

<400>  25

Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr 

1               5                   10      

<210>  26

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA39 HCDR3

<400>  26

Ala Arg Leu Gly Ile Gly Leu Arg Gly Ala Leu Asp Tyr 

공개특허 10-2016-0035077

- 133 -



1               5                   10              

<210>  27

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA39 HCDR2

<400>  27

Ile Leu Pro Gly Ser Asn Thr 

1               5           

<210>  28

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA39 HCDR1

<400>  28

Gly Tyr Thr Phe Asn Ile Tyr Trp 

1               5               

<210>  29

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA39 LCDR3

<400>  29

Gln His Arg Tyr Gly Ser Pro Trp Thr 

1               5                   

<210>  30

<211>  3

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA39 LCDR2

<400>  30

Asn Ala Lys 

1           
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<210>  31

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA38 LCDR1

<400>  31

Glu Asn Ile Tyr Ser Tyr 

1               5       

<210>  32

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA44 HCDR3

<400>  32

Ala Arg Trp His Tyr Gly Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr 

1               5                   10              

<210>  33

<211

>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA44 HCDR2

<400>  33

Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr 

1               5           

<210>  34

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA44 HCDR1

<400>  34

Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly Tyr 

1               5               

<210>  35

<211>  9
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA44 LCDR3

<400>  35

Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro Thr 

1               5                   

<210>  36

<211

>  3

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA44 LCDR2

<400>  36

Arg Ala Asn 

1           

<210>  37

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA44 LCDR1

<400>  37

Gln Asp Ile Asn Ser Tyr 

1               5       

<210>  38

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA71 HCDR3

<400>  38

Ala Arg Gly Gly Leu Tyr Tyr Asn Leu Asp Ser 

1               5                   10      

<210>  39

<211>  8

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA71 HCDR2

<400>  39

Ile Leu Pro Gly Ser Gly Asn Thr 

1               5               

<210>  40

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA71 HCDR1

<400>  40

Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Trp 

1               5               

<210>  41

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA71 LCDR3

<400>  41

Trp Gln Asp Thr His Phe Pro Arg Thr 

1               5                   

<210>  42

<211>  3

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA71 LCDR2

<400>  42

Leu Val Ser 

1           

<210>  43

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  mA71 LCDR1

<400>  43

Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr 

1               5                   10      

<210>  44

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA75 HCDR3

<400>  44

Ala Arg Gly Gly Leu Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr 

1               5                   10      

<210>  45

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA75 HCDR2

<400>  45

Ile Leu Pro Gly Ser Gly Leu Thr 

1               5               

<210>  46

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA75 HCDR1

<400>  46

Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Trp 

1               5               

<210>  47

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA75 LCDR3

<400>  47
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Trp Gln Gly Ser His Phe Pro Gln Thr 

1               5                   

<210>  48

<211>  3

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA75 LCDR2

<400>  48

Leu Val Cys 

1           

<210>  49

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA75 LCDR1

<400>  49

Gln Ser Leu Leu Asp Ser Glu Gly Lys Thr Tyr 

1               5                   10      

<210>  50

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB109 HCDR3

<400>  50

Thr Arg Gly Leu Arg Arg Trp Gly Ala Met Asp Tyr 

1               5                   10          

<210>  51

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB109 HCDR2

<400>  51

Ile Leu Pro Gly Ser Gly Leu Thr 
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1               5               

<210>  52

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB109 HCDR1

<400>  52

Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Trp 

1               5               

<210>  53

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB109 LCDR3

<400>  53

Gln Gln His Tyr Ser Ser Pro Tyr Thr 

1               5                   

<210>  54

<211>  3

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB109 LCDR2

<400>  54

Ser Ala Ser 

1           

<210>  55

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB109 LCDR1

<400>  55

Gln Asp Val Ser Ser Ala 

1               5       

<210>  56
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<211>  13

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB28 HCDR3

<400>  56

Ala Arg Leu Ser Thr Gly Thr Arg Gly Ala Phe Asp Tyr 

1               5                   10              

<210>  57

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB28 HCDR2

<400>  57

Ile Leu Pro Gly Ser Gly Gly Ala 

1               5               

<210>  58

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB28 HCDR1

<400>  58

Gly Tyr Thr Phe Ser Ile Ser Trp 

1               5               

<210>  59

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB28 LCDR3

<400>  59

Gln His His Tyr Gly Thr Pro Pro Thr 

1               5                   

<210>  60

<211>  3

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB28 LCDR2

<400>  60

Asn Ala Lys 

1           

<210>  61

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mB28 LCDR1

<400>  61

Glu Asn Val Tyr Ser Tyr 

1               5       

<210>  62

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mC45 HCDR3

<400>  62

Ala Arg Asp Tyr Tyr Gly Ser Ser His Gly Leu Met Asp Tyr 

1               5                   10                  

<210>  63

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mC45 HCDR2

<400>  63

Ile His Pro Gly Ser Gly Val Thr 

1               5               

<210>  64

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  mC45 HCDR1

<400>  64

Gly Tyr Ala Phe Thr Asn Tyr Leu 

1               5               

<210>  65

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mC45 LCDR3

<400>  65

Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Arg Thr 

1               5                   

<210>  66

<211>  3

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mC45 LCDR2

<400

>  66

Arg Ala Asn 

1           

<210>  67

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mC45 LCDR1

<400>  67

Gln Asp Ile Asn Ser Tyr 

1               5       

<210>  68

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE16 HCDR3

<400>  68
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Ala Arg Gly Leu Arg His Trp Gly Tyr Phe Asp Val 

1               5                   10          

<210>  69

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE16 HCDR2

<400>  69

Leu Arg Thr Gly Gly Asn Thr 

1               5           

<210>  70

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE16 HCDR1

<400>  70

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Gly 

1               5               

<210>  71

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE16 LCDR3

<400>  71

Gln Gln His Tyr Ser Ser Pro Trp Thr 

1               5                   

<210>  72

<211>  3

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE16 LCDR2

<400>  72

Ser Ala Ser 

1           
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<

210>  73

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE16 LCDR1

<400>  73

Gln Asp Ile Ser Asn Tyr 

1               5       

<210>  74

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE21 HCDR3

<400>  74

Met Tyr Gly Asn Tyr Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr 

1               5                   10      

<210>  75

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE21 HCDR2

<400>  75

Ile Asp Pro Glu Asn Gly Asp Thr 

1               5               

<210>  76

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE21 HCDR1

<400>  76

Gly Phe Asn Ile Lys Asp Tyr Tyr 

1               5               

<210>  77

공개특허 10-2016-0035077

- 145 -



<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE21 LCDR3

<400>  77

Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Trp Thr 

1               5                   

<210>  78

<211>  3

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE21 LCDR2

<400>  78

Tyr Thr Ser 

1           

<210>  79

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mE21 LCDR1

<400>  79

Gln Asp Ile Ser Asn Tyr 

1               5       

<210>  80

<211>  124

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA75 VH

<400>  80

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          
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Trp Ile Ala Trp Leu Lys Gln Arg Pro Gly His Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Ala Glu Ile Leu Pro Gly Ser Gly Leu Thr Asn Tyr Asn Glu Ile Phe 

    50                  55                  60                  

Arg Gly Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Gly Gly Leu Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Ala Pro 

        115                 120                 

<210>  81

<211>  114

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA75 VL

<400>  81

Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly 

1               5                   10                  15      

Gln Pro Ala Ser Ile Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser Glu 

            20                  25                  30          

Gly Lys Thr Tyr Leu Asn Trp Leu Phe Gln Arg Pro Gly Gln Ser Pro 

        35                  40                  45              

Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Cys Lys Leu Asp Cys Gly Val Pro Asp 

    50                  55                  60                  

Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile Ser 

65                  70                  75                  80  

Arg Val Glu Gly Glu Asp Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Trp Gln Gly Ser 

                85                  90                  95      

His Phe Pro Gln Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 
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            100                 105                 110         

Ala Asp 

        

<210>  82

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC1a

<400>  82

Glu Met Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Lys Phe Pro Gly Lys Ala Leu Glu Tyr Met 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asn Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Leu Ser Ser Val Thr Thr Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Trp His Tyr Gly Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  83

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC1b

<400>  83

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

1               5                   10                  15      
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Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Lys Phe Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Met 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asn Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Thr Ala Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Trp His Tyr Gly Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  84

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC2a

<400>  84

Glu Met Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Glu Ser Met Thr Gln Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Lys Phe Pro Gly Lys Ala Leu Glu Tyr Met 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Ile Ser Ile Thr Arg Gln Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Leu Ser Ser Val Thr Thr Val Glu Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala 
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                85                  90                  95      

Arg Trp His Tyr Gly Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  85

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC2b

<400>  85

Glu Met Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser Met Thr Gln Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Lys Phe Pro Gly Lys Ala Leu Glu Tyr Met 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asn Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Leu Ser Ser Val Thr Thr Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Trp His Tyr Gly Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  86

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC3
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<400>  86

Gln Met Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Ser Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Lys Ala Leu Glu Tyr Met 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Ile Thr Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Leu Ser Ser Val Thr Thr Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Trp His Tyr Gly Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  87

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC4

<400>  87

Gln Met Thr Leu Lys Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Ser Gly Glu Ser Met Thr Gln Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Lys Ala Leu Glu Tyr Met 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Ile Thr Ile Thr Arg Gln Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu 
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65                  70                  75                  80  

Thr Leu Ser Ser Val Thr Thr Val Glu Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Trp His Tyr Gly Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  88

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC5a

<400>  88

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

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Met 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asn Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Trp His Tyr Gly Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  89

<211>  119

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC5b

<400>  89

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

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Met 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Trp His Tyr Gly Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  90

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC5c

<400>  90

Gln Met Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Ser Pro Ser Arg Gly Leu Glu Tyr Met 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Val Ser Val Lys 
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    50                  55                  60                  

Ser Arg Ile Thr Ile Asn Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Leu Ser Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Trp His Tyr Gly Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  91

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  LC1a

<400>  91

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  92

<211>  107

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  LC1b

<400>  92

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala 

65                  70                  75                  80  

Met Asp Glu Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Ile Lys 

            100                 105         

<210>  93

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  LC2

<400>  93

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Gln Arg Ser Val Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 
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65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  94

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  LC3

<400

>  94

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  95

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  LC4

<400>  95

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

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Gln Arg Ser Val Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  96

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  LC5a

<400>  96

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 
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            100                 105         

<210>  97

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  LC5b

<400>  97

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  98

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  LC5c

<400>  98

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Thr Leu Ile 
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        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  99

<211>  255

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  CH

<400>  99

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser 

        35                  40                  45              

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr 

65                  70                  75                  80  

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys 

                85                  90                  95      

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys 

            100                 105                 110         

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro 

        115                 120                 125             

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys 
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    130                 135                 140                 

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp 

145                 150                 155                 160 

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 

                165                 170                 175     

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu 

            180                 185                 190         

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 

        195                 200                 205             

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly 

    210                 215                 220                 

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe 

                245                 250                 255 

<210>  100

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  CL

<400>  100

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu 

1               5                   10                  15      

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe 

            20                  25                  30          

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln 

        35                  40                  45              

Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser 

    50                  55                  60                  

Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu 

65                  70                  75                  80  

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser 
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                85                  90                  95      

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

            100                 105         

<210>  101

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  vk1

<400>  101

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  102

<211>  106

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  vlambda3

<220><221>  misc_feature

<222>  (22)..(22)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>  misc_feature
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<222>  (87)..(87)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>  102

Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ser Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Ser Ile Thr Xaa Ser Gly Asp Lys Leu Gly Asp Lys Tyr Ala 

            20                  25                  30          

Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Val Leu Val Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Gln Asp Ser Lys Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Met 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Xaa Gln Ala Trp Asp Ser Ser Ala Val Val 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu 

            100                 105     

<210>  103

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  vh2

<400>  103

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

1               5                   10                  15      

Thr Leu Thr Leu Thr Cys Thr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Ser 

            20                  25                  30          

Gly Val Gly Val Gly Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Ala Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Leu Ala Arg Ile Asp Trp Asp Asp Asp Lys Tyr Tyr Ser Thr Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Thr Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Val 
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65                  70                  75                  80  

Val Leu Thr Met Thr Asn Met Asp Pro Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr 

                85                  90                  95      

Cys Ala Arg Met Gly Phe Thr Gly Thr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  104

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  vh4

<220><221>  misc_feature

<222>  (22)..(22)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>  misc_feature

<222>  (95)..(95)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>  104

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

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Xaa Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Xaa Ala 

                85                  90                  95      

Arg Gly Asp Ser Ser Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 
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            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  105

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Heavy Chain 3'- Primer

<400>  105

tatgcaaggc ttacaaccac a                                                 21

<210>  106

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Light Chain 3'- Primer

<400>  106

ctcattcctg ttgaagctct tgag                                              24

<210>  107

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  IGKV1-33-01_IGKJ4-01

<400>  107

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Asp Ala Ser Asn Leu Glu Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  
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Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asp Asn Leu Pro Leu 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  108

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  IGHV4-59-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02

<400>  108

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

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Val Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Gly Tyr Ser Ser Ser Trp Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  109

<211>  226

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  A44-hv1LC1a x HC1a

<400>  109
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Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Glu Met Thr Leu Lys 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly Tyr Trp Asn Trp Ile 

    130                 135                 140                 

Arg Lys Phe Pro Gly Lys Ala Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Gly Arg Ile Ser Ile 

                165                 170                 175     

Thr Arg Asn Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu Thr Leu Ser Ser Val 

            180                 185                 190         

Thr Thr Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly 

        195                 200                 205             

Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val 

    210                 215                 220                 

Ser Ser 

225     

<210>  110
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<211>  226

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  A44-hv2LC1b x HC1b

<400>  110

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala 

65                  70                  75                  80  

Met Asp Glu Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr 

        115                 120                 125             

Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly Tyr Trp Asn Trp Ile 

    130                 135                 140                 

Arg Lys Phe Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Gly Arg Ile Ser Ile 

                165                 170                 175     

Thr Arg Asn Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu Lys Leu Ser Ser Val 

            180                 185                 190         

Thr Thr Ala Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly 

        195                 200                 205             
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Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val 

    210                 215                 220                 

Ser Ser 

225     

<210>  111

<211>  226

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  A44-hv3LC2 x HC2a

<400>  111

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Gln Arg Ser Val Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Glu Met Thr Leu Lys 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Cys Ser Val Thr Gly Glu Ser Met Thr Gln Gly Tyr Trp Asn Trp Ile 

    130                 135                 140                 

Arg Lys Phe Pro Gly Lys Ala Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Gly Arg Ile Ser Ile 

                165                 170                 175     
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Thr Arg Gln Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu Thr Leu Ser Ser Val 

            180                 185                 190         

Thr Thr Val Glu Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly 

        195                 200                 205             

Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val 

    210                 215                 220                 

Ser Ser 

225     

<210>  112

<211>  226

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  A44-hv4LC1a x HC2b

<400>  112

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Glu Met Thr Leu Lys 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser Met Thr Gln Gly Tyr Trp Asn Trp Ile 

    130                 135                 140                 
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Arg Lys Phe Pro Gly Lys Ala Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Gly Arg Ile Ser Ile 

                165                 170                 175     

Thr Arg Asn Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu Thr Leu Ser Ser Val 

            180                 185                 190         

Thr Thr Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly 

        195                 200                 205             

Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val 

    210                 215                 220                 

Ser Ser 

225     

<210>  113

<211>  226

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  A44-hv5LC2 x HC2b

<400>  113

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Gln Arg Ser Val Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Glu Met Thr Leu Lys 

공개특허 10-2016-0035077

- 170 -



            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser Met Thr Gln Gly Tyr Trp Asn Trp Ile 

    130                 135                 140                 

Arg Lys Phe Pro Gly Lys Ala Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Gly Arg Ile Ser Ile 

                165                 170                 175     

Thr Arg Asn Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu Thr Leu Ser Ser Val 

            180                 185                 190         

Thr Thr Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly 

        195                 200                 205             

Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val 

    210                 215                 220                 

Ser Ser 

225     

<210>  114

<211>  226

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  A44-hv6LC3 x HC3

<400>  114

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 
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65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Cys Ser Val Ser Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly Tyr Trp Asn Trp Ile 

    130                 135                 140                 

Arg Gln Phe Pro Gly Lys Ala Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Gly Arg Ile Thr Ile 

                165                 170                 175     

Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu Thr Leu Ser Ser Val 

            180                 185                 190         

Thr Thr Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly 

        195                 200                 205             

Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val 

    210                 215                 220                 

Ser Ser 

225     

<210>  115

<211>  226

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  A44-hv7LC4 x HC4

<400>  115

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 
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        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Gln Arg Ser Val Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Cys Ser Val Ser Gly Glu Ser Met Thr Gln Gly Tyr Trp Asn Trp Ile 

    130                 135                 140                 

Arg Gln Phe Pro Gly Lys Ala Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Gly Arg Ile Thr Ile 

                165                 170                 175     

Thr Arg Gln Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu Thr Leu Ser Ser Val 

            180                 185                 190         

Thr Thr Val Glu Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly 

        195                 200                 205             

Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val 

    210                 215                 220                 

Ser Ser 

225     

<210>  116

<211>  226

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  A44-hv8LC5a x HC5a

<400>  116

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

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr 

        115                 120                 125             

Cys Thr Val Ser Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly Tyr Trp Asn Trp Ile 

    130                 135                 140                 

Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Ile Thr Ile 

                165                 170                 175     

Ser Arg Asn Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val 

            180                 185                 190         

Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly 

        195                 200                 205             

Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val 

    210                 215                 220                 

Ser Ser 

225     

<210>  117

<211>  226
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  A44-hv9LC5b x HC5b

<400>  117

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gln Met Gln Leu Gln 

            100                 105                 110         

Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr 

        115                 120                 125             

Cys Thr Val Ser Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly Tyr Trp Asn Trp Ile 

    130                 135                 140                 

Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Ile Thr Ile 

                165                 170                 175     

Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val 

            180                 185                 190         

Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly 

        195                 200                 205             

Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val 

    210                 215                 220                 
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Ser Ser 

225     

<210>  118

<211>  226

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  A44-hv10LC5c x HC5c

<400>  118

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gln Met Gln Leu Gln 

            100                 105                 110         

Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr 

        115                 120                 125             

Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly Tyr Trp Asn Trp Ile 

    130                 135                 140                 

Arg Gln Ser Pro Ser Arg Gly Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr Ile 

                165                 170                 175     

Asn Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Ser Leu Gln Leu Ser Ser Val 
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            180                 185                 190         

Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly 

        195                 200                 205             

Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val 

    210                 215                 220                 

Ser Ser 

225     

<210>  119

<211>  226

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  A44-hv11LC2 x HC3

<400>  119

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Gln Arg Ser Val Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Cys Ser Val Ser Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly Tyr Trp Asn Trp Ile 

    130                 135                 140                 

Arg Gln Phe Pro Gly Lys Ala Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr 
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145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Gly Arg Ile Thr Ile 

                165                 170                 175     

Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu Thr Leu Ser Ser Val 

            180                 185                 190         

Thr Thr Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly 

        195                 200                 205             

Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val 

    210                 215                 220                 

Ser Ser 

225     

<210>  120

<211>  226

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  A44-hv12LC4 X HC3

<400>  120

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Gln Arg Ser Val Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Glu Ser Gly Pro Thr Leu Val Lys Pro Thr Gln Thr Leu Ser Leu Thr 
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        115                 120                 125             

Cys Ser Val Ser Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly Tyr Trp Asn Trp Ile 

    130                 135                 140                 

Arg Gln Phe Pro Gly Lys Ala Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Gly Arg Ile Thr Ile 

                165                 170                 175     

Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu Thr Leu Ser Ser Val 

            180                 185                 190         

Thr Thr Val Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly 

        195                 200                 205             

Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val 

    210                 215                 220                 

Ser Ser 

225     

<210>  121

<211>  226

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  A44-hv13LC2 x HC5b

<400>  121

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Gln Arg Ser Val Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 
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                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr 

        115                 120                 125             

Cys Thr Val Ser Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly Tyr Trp Asn Trp Ile 

    130                 135                 140                 

Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Ile Thr Ile 

                165                 170                 175     

Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val 

            180                 185                 190         

Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly 

        195                 200                 205             

Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val 

    210                 215                 220                 

Ser Ser 

225     

<210>  122

<211>  226

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  A44-hv14LC4 x HC5b

<400>  122

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              
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Tyr Arg Ala Gln Arg Ser Val Glu Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Leu Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu Thr Leu Ser Leu Thr 

        115                 120                 125             

Cys Thr Val Ser Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly Tyr Trp Asn Trp Ile 

    130                 135                 140                 

Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Met Gly Tyr Ile Thr Tyr 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser Arg Ile Thr Ile 

                165                 170                 175     

Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val 

            180                 185                 190         

Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Tyr Gly 

        195                 200                 205             

Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val 

    210                 215                 220                 

Ser Ser 

225     

<210>  123

<211>  255

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC1a

<400>  123

gagatgaccc tgaaagagtc cggccccacc ctggtcaaac ccacccagac cctgagcctg       60
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acctgcagcg tgaccggcga cagcatgacc aacggctact ggaactggat ccggaagttc      120

cccggcaagg ccctcgagta catgggctac atcacctaca gcggcagcac ctactacaac      180

cccagcctga agggccggat cagcatcacc cggaacacca gcaagaacca gtactacctg      240

accctgtcca gcgtg                                                       255

<210>  124

<211>  255

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC1b

<400>  124

gagatgcagc tgcaggaaag cggccctggc ctggtcaaac ccagcgagac actgagcctg       60

acctgcagcg tgaccggcga cagcatgacc aacggctact ggaactggat ccggaagttc      120

cccggcaagg gcctcgagta catgggctac atcacctaca gcggcagcac ctactacaac      180

cccagcctga agggccggat cagcatcacc cggaacacca gcaagaacca gtactacctg      240

aagctgtcca gcgtg                                                       255

<210>  125

<211>  255

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC2a

<400>  125

gagatgaccc tgaaagagtc cggccccacc ctggtcaaac ccacccagac cctgagcctg       60

acctgcagcg tgaccggcga gagcatgacc cagggctact ggaactggat ccggaagttc      120

cccggcaagg ccctcgagta catgggctac atcacctaca gcggcagcac ctactacaac      180

cccagcctga agggccggat cagcatcacc cggcagacca gcaagaacca gtactacctg      240

accctgtcca gcgtg                                                       255

<210>  126

<211>  255

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC2b

<400>  126

gagatgaccc tgaaagagtc cggccccacc ctggtcaaac ccacccagac cctgagcctg       60
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acctgcagcg tgaccggcga cagcatgacc cagggctact ggaactggat ccggaagttc      120

cccggcaagg ccctcgagta catgggctac atcacctaca gcggcagcac ctactacaac      180

cccagcctga agggccggat cagcatcacc cggaacacca gcaagaacca gtactacctg      240

accctgtcca gcgtg                                                       255

<210>  127

<211>  255

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC3

<400>  127

cagatgaccc tgaaagagtc cggccccacc ctggtcaaac ccacccagac cctgagcctg       60

acctgcagcg tgtccggcga cagcatgacc aacggctact ggaactggat ccggcagttc      120

cccggcaagg ccctcgagta catgggctac atcacctaca gcggcagcac ctactacaac      180

cccagcctga agggccggat caccatcacc cgggacacca gcaagaacca gtactacctg      240

accctgagca gcgtg                                                       255

<210>  128

<211>  255

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC4

<400>  128

cagatgaccc tgaaagagtc cggccccacc ctggtcaaac ccacccagac cctgagcctg       60

acctgcagcg tgtccggcga gagcatgacc cagggctact ggaactggat ccggcagttc      120

cccggcaagg ccctcgagta catgggctac atcacctaca gcggcagcac ctactacaac      180

cccagcctga agggccggat caccatcacc cggcagacca gcaagaacca gtactacctg      240

accctgagca gcgtg                                                       255

<210>  129

<211>  255

<212

>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC5a

<400>  129
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caggtgcagc tgcaggaaag cggccctggc ctggtcaaac ccagcgagac actgagcctg       60

acctgcaccg tgtccggcga cagcatgacc aacggctact ggaactggat ccggcagccc      120

cctggcaagg gcctcgagta catgggctac atcacctaca gcggcagcac ctactacaac      180

cccagcctga agtcccggat caccatcagc cggaacacca gcaagaacca gtacagcctg      240

aagctgagca gcgtg                                                       255

<210>  130

<211>  255

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC5b

<400>  130

cagatgcagc tgcaggaaag cggccctggc ctggtcaaac ccagcgagac actgagcctg       60

acctgcaccg tgtccggcga cagcatgacc aacggctact ggaactggat ccggcagccc      120

cctggcaagg gcctcgagta catgggctac atcacctaca gcggcagcac ctactacaac      180

cccagcctga agtcccggat caccatcagc cgggacacca gcaagaacca gtacagcctg      240

aagctgagca gcgtg                                                       255

<210>  131

<211>  255

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  HC5c

<400>  131

cagatgcagc tgcagcagag cggccctggc ctggtcaaac ccagccagac cctgagcctg       60

acctgcgcca tcagcggcga cagcatgacc aacggctact ggaactggat ccggcagagc      120

cccagcagag gcctcgagta catgggctac atcacctaca gcggcagcac ctactacgcc      180

gtgtccgtga agtcccggat caccatcaac cgggacacca gcaagaacca gtacagcctg      240

cagctgagca gcgtg                                                       255

<210>  132

<211>  255

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  LC1a

<400>  132
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gacatcaaga tgacccagag ccccagcagc ctgagcgcca gcgtgggcga cagagtgacc       60

atcacatgca aggccagcca ggacatcaac agctacctga gctggctgca gcagaagccc      120

ggcaagagcc ccaagaccct gatctaccgg gccaaccgca gcgtggacgg cgtgccaagc      180

agattttccg gcagcggcag cggccaggac tacagcctga ccatcagcag cctgcagccc      240

gaggacctgg gcatc                                                       255

<210>  133

<211>  255

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  LC1b

<400>  133

gacatcaaga tgacccagag ccccagcagc gtgtccgtgt ctcctggcca gaccgtgacc       60

atcacatgca aggccagcca ggacatcaac agctacctga gctggctgca gcagaagccc      120

ggccagtccc ccaagaccct gatctaccgg gccaaccgca gcgtggacgg cgtgccaagc      180

agattttccg gcagcggcag cggccaggac tacagcctga ccatcagcag cctgcaggcc      240

atggacgagg gcatc                                                       255

<210>  134

<211>  255

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  LC2

<400>  134

gacatcaaga tgacccagag ccccagcagc ctgagcgcca gcgtgggcga cagagtgacc       60

atcacatgca aggccagcca ggacatcaac agctacctga gctggctgca gcagaagccc      120

ggcaagagcc ccaagaccct gatctaccgg gcccagcgga gcgtggaagg cgtgccaagc      180

agattcagcg gcagcggctc cggccaggac tacagcctga ccatcagcag cctgcagccc      240

gaggacctgg gcatc                                                       255

<210>  135

<211>  255

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  LC3
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<400>  135

gacatcaaga tgacccagag ccccagcagc ctgagcgcca gcgtgggcga cagagtgacc       60

atcacatgca aggccagcca ggacatcaac agctacctga gctggctgca gcagaagccc      120

ggcaagagcc ccaagaccct gatctaccgg gccaaccgca gcgtggacgg cgtgccaagc      180

agattttccg gcagcggcag cggccaggac tacagcctga ccatcagcag cctgcagccc      240

gaggacctgg ccacc                                                       255

<210>  136

<211>  255

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  LC4

<400>  136

gacatcaaga tgacccagag ccccagcagc ctgagcgcca gcgtgggcga cagagtgacc       60

atcacatgca aggccagcca ggacatcaac agctacctga gctggctgca gcagaagccc      120

ggcaagagcc ccaagaccct gatctaccgg gcccagcgga gcgtggaagg cgtgccaagc      180

agattcagcg gcagcggctc cggccaggac tacagcctga ccatcagcag cctgcagccc      240

gaggacctgg ccacc                                                       255

<210>  137

<211>  255

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  LC5a

<400>  137

gacatccaga tgacccagag ccccagcagc ctgagcgcca gcgtgggcga cagagtgacc       60

atcacatgca aggccagcca ggacatcaac agctacctga gctggctgca gcagaagccc      120

ggcaaggccc ccaagctgct gatctaccgg gccaaccgca gcgtggacgg cgtgccaagc      180

agattttccg gcagcggctc cggcaccgac tacaccttca ccatcagcag cctgcagccc      240

gaggatatcg ccacc                                                       255

<210>  138

<211>  255

<212

>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  LC5b

<400>  138

gacatccaga tgacccagag ccccagcagc ctgagcgcca gcgtgggcga cagagtgacc       60

atcacatgca aggccagcca ggacatcaac agctacctga gctggctgca gcagaagccc      120

ggcaaggccc ccaagaccct gatctaccgg gccaaccgca gcgtggacgg cgtgccaagc      180

agattttccg gcagcggcag cggccaggac tacaccttca ccatcagcag cctgcagccc      240

gaggatatcg ccacc                                                       255

<210>  139

<211>  255

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  LC5c

<400>  139

gagatcgtga tgacccagag ccccgccacc ctgtctctga gccctggcga gagagccacc       60

ctgagctgca aggccagcca ggacatcaac agctacctga gctggctgca gcagaagccc      120

ggccaggccc ccagaaccct gatctaccgg gccaacagaa gcgtggacgg catccccgcc      180

agattcagcg gcagcggctc cggccaggac tacaccctga ccatcagcag cctggaaccc      240

gaggacttcg ccgtg                                                       255

<210>  140

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA44 VH

<400>  140

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

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Val Thr Gly Asp Ser Met Thr Asn Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Lys Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Tyr Met 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Thr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

공개특허 10-2016-0035077

- 187 -



Gly Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asn Thr Ser Lys Asn Gln Tyr Tyr Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Leu Ser Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Trp His Tyr Gly Ser Pro Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  141

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA44 VL

<400>  141

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Tyr Ala Ser Leu Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Met Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  142

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  mA44 VL
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<400>  142

Asp Ile Lys Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Tyr Ala Ser Leu Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Ser Val Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Met Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala 

            100                 105                 110         

Pro Thr Val Ser Ile Phe 

        115             

<210>  143

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  IGKV3-11-02_IGKJ4-0

<400>  143

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  
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Ser Gly Ser Gly Arg Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  144

<211>  123

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  IGHV6-1-02_IGHD6-13-01_IGHJ4-02

<400>  144

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Asn 

            20                  25                  30          

Ser Ala Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Ser Pro Ser Arg Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Leu Gly Arg Thr Tyr Tyr Arg Ser Lys Trp Tyr Asn Asp Tyr Ala 

    50                  55                  60                  

Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr Ile Asn Pro Asp Thr Ser Lys Asn 

65                  70                  75                  80  

Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val 

                85                  90                  95      

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Tyr Ser Ser Ser Trp Tyr Tyr Phe Asp Tyr 

            100                 105                 110         

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120             

<210>  145

<211>  3

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic

<400>  145

Arg Ala Gln 

1           

<210>  146

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  146

Gly Glu Ser Met Thr Gln Gly Tyr 

1               5               

<210>  147

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  147

Gly Asp Ser Met Thr Gln Gly Tyr 

1               5               

<210>  148

<211>  117

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  148

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

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met Asn Trp Val Lys Gln Ser Lys Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ile Ile His Pro Asn Ser Gly Thr Thr Thr Tyr Asn Gln Lys Phe 
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    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Gln Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Leu Asn Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Lys Leu Arg Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr 

            100                 105                 110         

Val Thr Val Ser Ser 

        115         

<210>  149

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  149

Asp Ile Lys Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Tyr Ala Ser Leu Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Ile Tyr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Leu Ile Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Glu His Met Gly Ile Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Phe 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  150

<211>  107

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  150

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Asp Ala Ser Asn Leu Glu Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  151

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<220><221>  misc_feature

<222>  (99)..(103)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>  151

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Ala Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              
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Gly Trp Ile Asn Thr Asn Thr Gly Asn Pro Thr Tyr Ala Gln Gly Phe 

    50                  55                  60                  

Thr Gly Arg Phe Val Phe Ser Leu Asp Thr Ser Val Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Ile Ser Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  152

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<220><221>  misc_feature

<222>  (99)..(103)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>  152

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Ile Ile Asn Pro Ser Gly Gly Ser Thr Ser Tyr Ala Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 
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            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  153

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  153

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Thr Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Arg Ala Asn Arg Leu Ile Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Gln Asp Tyr Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Phe 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  154

<211>  117

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  154

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

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr 
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            20                  25                  30          

Asn Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ile Ile His Pro Asn Ser Gly Thr Thr Thr Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Ala Val Leu Ser Val Asp Gln Ser Val Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Ile Ser Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Lys Leu Arg Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu 

            100                 105                 110         

Val Thr Val Ser Ser 

        115         

<210>  155

<211>  117

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  155

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Asn Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ile Ile His Pro Asn Ser Gly Thr Thr Thr Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Ala Thr Leu Thr Val Asp Gln Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Lys Leu Arg Phe Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu 
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            100                 105                 110         

Val Thr Val Ser Ser 

        115         

<210>  156

<211>  4

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<220><221>  misc_feature

<222>  (2)..(3)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>  156

Glu Xaa Xaa Gln 

1               

<210>  157

<211>  3

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<220><221>  misc_feature

<222>  (2)..(2)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>  157

Leu Xaa Arg 

1           

<210>  158

<211>  20

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<220><221>  misc_feature

<222>  (3)..(4)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>  misc_feature
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<222>  (13)..(14)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>  158

Thr Asp Xaa Xaa Arg Gln Phe Gln Ala Asp Phe Thr Xaa Xaa Ser Asp 

1               5                   10                  15      

Gln Glu Pro Leu 

            20  

<210>  159

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Artificial Sequence

<400>  159

Thr Thr Gly Gly Glu Thr Arg Gln Gln Ile Gln 

1               5                   10      

<210>  160

<211>  3

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Artificial Sequence

<400>  160

Arg His Leu 

1           

<210>  161

<211>  22

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Artificial Sequence

<220><221>  misc_feature

<222>  (4)..(6)

<223>  Xaa can be any naturally occurring amino acid

<400>  161

Thr Asp Met Xaa Xaa Xaa Phe Gln Ala Asp Phe Thr Ser Leu Ser Asn 
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1               5                   10                  15      

Gln Glu Pro Leu His Val 

            20          

<210>  162

<211>  402

<212>  PRT

<213>  cynomolgus

<400>  162

Met Gln Met Ser Pro Ala Leu Ala Cys Leu Val Leu Gly Leu Ala Phe 

1               5                   10                  15      

Val Phe Gly Glu Gly Ser Thr Val His His Pro Pro Ser Tyr Val Ala 

            20                  25                  30          

His Leu Ala Ser Asp Phe Gly Val Arg Val Phe Gln Gln Val Ala Gln 

        35                  40                  45              

Ala Ser Lys Asp Arg Asn Val Val Phe Ser Pro Tyr Gly Val Ala Ser 

    50                  55                  60                  

Val Leu Ala Met Leu Gln Leu Thr Thr Gly Gly Glu Thr Arg Gln Gln 

65                  70                  75                  80  

Ile Gln Ala Ala Met Gly Phe Lys Ile Asp Asp Lys Gly Met Ala Pro 

                85                  90                  95      

Ala Leu Arg His Leu Tyr Lys Glu Leu Leu Gly Pro Trp Asn Lys Asp 

            100                 105                 110         

Glu Ile Ser Thr Thr Asp Ala Ile Phe Val Gln Arg Asp Leu Lys Leu 

        115                 120                 125             

Val Gln Gly Phe Met Pro His Phe Phe Arg Leu Phe Arg Ser Thr Val 

    130                 135                 140                 

Lys Gln Val Asp Phe Ser Glu Ala Glu Arg Ala Arg Phe Ile Ile Asn 

145                 150                 155                 160 

Asp Trp Val Lys Thr His Thr Lys Gly Met Ile Ser Asp Leu Leu Gly 

                165                 170                 175     

Lys Gly Ala Val Asp Gln Leu Thr Arg Leu Val Leu Val Asn Ala Leu 

            180                 185                 190         
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Tyr Phe Asn Gly His Trp Lys Thr Pro Phe Pro Asp Ser Ser Thr His 

        195                 200                 205             

Arg Arg Leu Phe His Lys Ser Asp Gly Ser Thr Val Ser Val Pro Met 

    210                 215                 220                 

Met Ala Gln Thr Asn Lys Phe Asn Tyr Thr Glu Phe Thr Thr Pro Asp 

225                 230                 235                 240 

Gly His Tyr Tyr Asp Ile Leu Glu Leu Pro Tyr His Gly Asn Thr Leu 

                245                 250                 255     

Ser Met Phe Ile Ala Ala Pro Tyr Glu Lys Gln Val Pro Leu Ser Ala 

            260                 265                 270         

Leu Thr Asn Ile Leu Ser Ala Gln Leu Ile Ser His Trp Lys Gly Asn 

        275                 280                 285             

Met Thr Arg Leu Pro Arg Leu Leu Val Leu Pro Lys Phe Ser Leu Glu 

    290                 295                 300                 

Thr Glu Val Asp Leu Arg Lys Pro Leu Glu Asn Leu Gly Met Thr Asp 

305                 310                 315                 320 

Met Phe Arg Gln Phe Gln Ala Asp Phe Thr Ser Leu Ser Asn Gln Glu 

                325                 330                 335     

Pro Leu His Val Ala Gln Ala Leu Gln Lys Val Lys Ile Glu Val Asn 

            340                 345                 350         

Glu Ser Gly Thr Val Ala Ser Ser Ser Thr Ala Val Ile Val Ser Ala 

        355                 360                 365             

Arg Met Ala Pro Glu Glu Ile Ile Met Asp Arg Pro Phe Leu Phe Val 

    370                 375                 380                 

Val Arg His Asn Pro Thr Gly Thr Val Leu Phe Met Gly Gln Val Met 

385                 390                 395                 400 

Glu Pro 

        

<210>  163

<211>  402

<212>  PRT
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<213>  Mus musculus

<400>  163

Met Gln Met Ser Ser Ala Leu Ala Cys Leu Ile Leu Gly Leu Val Leu 

1               5                   10                  15      

Val Ser Gly Lys Gly Phe Thr Leu Pro Leu Arg Glu Ser His Thr Ala 

            20                  25                  30          

His Gln Ala Thr Asp Phe Gly Val Lys Val Phe Gln Gln Val Val Gln 

        35                  40                  45              

Ala Ser Lys Asp Arg Asn Val Val Phe Ser Pro Tyr Gly Val Ser Ser 

    50                  55                  60                  

Val Leu Ala Met Leu Gln Met Thr Thr Ala Gly Lys Thr Arg Arg Gln 

65                  70                  75                  80  

Ile Gln Asp Ala Met Gly Phe Lys Val Asn Glu Lys Gly Thr Ala His 

                85                  90                  95      

Ala Leu Arg Gln Leu Ser Lys Glu Leu Met Gly Pro Trp Asn Lys Asn 

            100                 105                 110         

Glu Ile Ser Thr Ala Asp Ala Ile Phe Val Gln Arg Asp Leu Glu Leu 

        115                 120                 125             

Val Gln Gly Phe Met Pro His Phe Phe Lys Leu Phe Gln Thr Met Val 

    130                 135                 140                 

Lys Gln Val Asp Phe Ser Glu Val Glu Arg Ala Arg Phe Ile Ile Asn 

145                 150                 155                 160 

Asp Trp Val Glu Arg His Thr Lys Gly Met Ile Ser Asp Leu Leu Ala 

                165                 170                 175     

Lys Gly Ala Val Asp Glu Leu Thr Arg Leu Val Leu Val Asn Ala Leu 

            180                 185                 190         

Tyr Phe Ser Gly Gln Trp Lys Thr Pro Phe Leu Glu Ala Ser Thr His 

        195                 200                 205             

Gln Arg Leu Phe His Lys Ser Asp Gly Ser Thr Val Ser Val Pro Met 

    210                 215                 220                 

Met Ala Gln Ser Asn Lys Phe Asn Tyr Thr Glu Phe Thr Thr Pro Asp 
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225                 230                 235                 240 

Gly Leu Glu Tyr Asp Val Val Glu Leu Pro Tyr Gln Gly Asp Thr Leu 

                245                 250                 255     

Ser Met Phe Ile Ala Ala Pro Phe Glu Lys Asp Val His Leu Ser Ala 

            260                 265                 270         

Leu Thr Asn Ile Leu Asp Ala Glu Leu Ile Arg Gln Trp Lys Gly Asn 

        275                 280                 285             

Met Thr Arg Leu Pro Arg Leu Leu Ile Leu Pro Lys Phe Ser Leu Glu 

    290                 295                 300                 

Thr Glu Val Asp Leu Arg Gly Pro Leu Glu Lys Leu Gly Met Pro Asp 

305                 310                 315                 320 

Met Phe Ser Ala Thr Leu Ala Asp Phe Thr Ser Leu Ser Asp Gln Glu 

                325                 330                 335     

Gln Leu Ser Val Ala Gln Ala Leu Gln Lys Val Arg Ile Glu Val Asn 

            340                 345                 350         

Glu Ser Gly Thr Val Ala Ser Ser Ser Thr Ala Phe Val Ile Ser Ala 

        355                 360                 365             

Arg Met Ala Pro Thr Glu Met Val Ile Asp Arg Ser Phe Leu Phe Val 

    370                 375                 380                 

Val Arg His Asn Pro Thr Glu Thr Ile Leu Phe Met Gly Gln Val Met 

385                 390                 395                 400 

Glu Pro 

        

<210>  164

<211>  402

<212>  PRT

<213>  Rattus norvegicus

<400>  164

Met Gln Met Ser Ser Ala Leu Thr Cys Leu Thr Leu Gly Leu Val Leu 

1               5                   10                  15      

Val Phe Gly Lys Gly Phe Ala Ser Pro Leu Pro Glu Ser His Thr Ala 
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            20                  25                  30          

Gln Gln Ala Thr Asn Phe Gly Val Lys Val Phe Gln His Val Val Gln 

        35                  40                  45              

Ala Ser Lys Asp Arg Asn Val Val Phe Ser Pro Tyr Gly Val Ser Ser 

    50                  55                  60                  

Val Leu Ala Met Leu Gln Leu Thr Thr Ala Gly Lys Thr Arg Gln Gln 

65                  70                  75                  80  

Ile Gln Asp Ala Met Gly Phe Asn Ile Ser Glu Arg Gly Thr Ala Pro 

                85                  90                  95      

Ala Leu Arg Lys Leu Ser Lys Glu Leu Met Gly Ser Trp Asn Lys Asn 

            100                 105                 110         

Glu Ile Ser Thr Ala Asp Ala Ile Phe Val Gln Arg Asp Leu Glu Leu 

        115                 120                 125             

Val Gln Gly Phe Met Pro His Phe Phe Lys Leu Phe Arg Thr Thr Val 

    130                 135                 140                 

Lys Gln Val Asp Phe Ser Glu Val Glu Arg Ala Arg Phe Ile Ile Asn 

145                 150                 155                 160 

Asp Trp Val Glu Arg His Thr Lys Gly Met Ile Ser Asp Leu Leu Ala 

                165                 170                 175     

Lys Gly Ala Val Asn Glu Leu Thr Arg Leu Val Leu Val Asn Ala Leu 

            180                 185                 190         

Tyr Phe Asn Gly Gln Trp Lys Thr Pro Phe Leu Glu Ala Ser Thr His 

        195                 200                 205             

Gln Arg Leu Phe His Lys Ser Asp Gly Ser Thr Ile Ser Val Pro Met 

    210                 215                 220                 

Met Ala Gln Asn Asn Lys Phe Asn Tyr Thr Glu Phe Thr Thr Pro Asp 

225                 230                 235                 240 

Gly His Glu Tyr Asp Ile Leu Glu Leu Pro Tyr His Gly Glu Thr Leu 

                245                 250                 255     

Ser Met Phe Ile Ala Ala Pro Phe Glu Lys Asp Val Pro Leu Ser Ala 

            260                 265                 270         
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Ile Thr Asn Ile Leu Asp Ala Glu Leu Ile Arg Gln Trp Lys Ser Asn 

        275                 280                 285             

Met Thr Arg Leu Pro Arg Leu Leu Ile Leu Pro Lys Phe Ser Leu Glu 

    290                 295                 300                 

Thr Glu Val Asp Leu Arg Gly Pro Leu Glu Lys Leu Gly Met Thr Asp 

305                 310                 315                 320 

Ile Phe Ser Ser Thr Gln Ala Asp Phe Thr Ser Leu Ser Asp Gln Glu 

                325                 330                 335     

Gln Leu Ser Val Ala Gln Ala Leu Gln Lys Val Lys Ile Glu Val Asn 

            340                 345                 350         

Glu Ser Gly Thr Val Ala Ser Ser Ser Thr Ala Ile Leu Val Ser Ala 

        355                 360                 365             

Arg Met Ala Pro Thr Glu Met Val Leu Asp Arg Ser Phe Leu Phe Val 

    370                 375                 380                 

Val Arg His Asn Pro Thr Glu Thr Ile Leu Phe Met Gly Gln Leu Met 

385                 390                 395                 400 

Glu Pro 

        

<210>  165

<211>  6

<212

>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  165

Gln Asp Ile Tyr Ser Tyr 

1               5       

<210>  166

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  166
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Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Phe Thr 

1               5                   

<210>  167

<211>  3

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  167

Arg Ala Asn 

1           

<210>  168

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223

>  Synthetic

<400>  168

Gly Tyr Ser Phe Thr Asp Tyr Asn 

1               5               

<210>  169

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  169

Leu Gln Tyr Asp Glu Phe Pro Phe Thr 

1               5                   

<210>  170

<211>  3

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  170

Arg Ala Asn 

1           
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