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명 세 서

청구범위

청구항 1 

인간 TIGIT에 결합하는 단리된 항체 또는 이의 항원 결합 단편이며, 여기서 상기 항체 또는 이의 항원 결합 단

편은 HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 및 LCDR3의 조합을 포함하고, 여기서 상기 조합은 서열 번호:16을 포

함하는 HCDR1,  서열  번호:17을 포함하는 HCDR2,  서열 번호:18을 포함하는 HCDR3,  서열 번호:61을 포함하는

LCDR1, 서열 번호:62를 포함하는 LCDR2 및 서열 번호:63을 포함하는 LCDR3인 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 2 

제1항에 있어서, 중쇄 가변 도메인은 서열 번호: 221로 나타난 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90%, 95%,

97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열을 포함하고, 경쇄 가변 도메인은 서열 번호: 222로

나타난 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산

서열을 포함하는 것인 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 3 

제1항에 있어서, 인간 IgG 항체 또는 인간 IgG1 항체인 항체 또는 이의 항원 결합 단편.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 인코딩하는 단리된 폴리뉴클레오타이

드 또는 단리된 폴리뉴클레오타이드의 조합.

청구항 5 

항-TIGIT 항체의 VH 도메인 및 VL 도메인을 인코딩하는 단리된 폴리뉴클레오타이드 또는 단리된 폴리뉴클레오타

이드의 조합이며, 여기서 서열 번호: 251 및 서열 번호: 252를 포함하는 단리된 폴리뉴클레오타이드 또는 단리

된 폴리뉴클레오타이드의 조합.

청구항 6 

숙주 세포에서 항체 또는 이의 항원 결합 단편의 발현을 허용하는 조절 서열에 작동 가능하게 연결된 제5항에

따른 단리된 폴리뉴클레오타이드 또는 단리된 폴리뉴클레오타이드의 조합을 포함하는 발현 벡터.

청구항 7 

제6항의 발현 벡터를 포함하는 숙주 세포.

청구항 8 

항체 또는 이의 항원 결합 단편의 발현을 허용하는 조건 하에 제7항의 숙주 세포를 배양하는 단계 및 발현된 항

체 또는 이의 항원 결합 단편을 회수하는 단계를 포함하는 재조합 항체 또는 이의 항원 결합 단편 제조 방법.

청구항 9 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항 중 어느 한 항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는, 암 치료 방

법에서 사용하기 위한 조성물.

청구항 10 

제1항 내지 제3항에 따른 항체 또는 이의 항원 결합 단편; 및 적어도 하나의 약제학적으로 허용 가능한 담체 또

는 부형제를 포함하는, 암 치료 방법에서 사용하기 위한 약제학적 조성물.

청구항 11 
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제10항에 있어서, 하나 이상의 추가적인 치료제와 병용으로 투여되는 약제학적 조성물.

청구항 12 

제11항에 있어서,  상기  하나 이상의 추가적인 치료제가 화학요법제,  항-PD1  항체,  항-PD-L1  항체,  항-41BB

항체, 항-OX40 항체, 항-GITR 항체 및 항-ICOS 항체로부터 선택되는 것인 약제학적 조성물.

청구항 13 

삭제

청구항 14 

삭제

청구항 15 

삭제

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제

청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 
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삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

청구항 30 

삭제

청구항 31 

삭제

청구항 32 

삭제

청구항 33 

삭제

청구항 34 

삭제

청구항 35 

삭제

청구항 36 

삭제

청구항 37 

삭제

청구항 38 

삭제

청구항 39 

삭제

청구항 40 

삭제

청구항 41 

삭제

청구항 42 

삭제

청구항 43 
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삭제

청구항 44 

삭제

청구항 45 

삭제

청구항 46 

삭제

청구항 47 

삭제

청구항 48 

삭제

청구항 49 

삭제

청구항 50 

삭제

청구항 51 

삭제

청구항 52 

삭제

발명의 설명

배 경 기 술

배경[0001]

암 면역요법은 종양 세포에 대한 인식 및 반응을 증가시키기 위해 면역 체계의 조절에 의존한다. 그러한 조절은[0002]

면역 세포에 존재하는 공동-자극 분자의 활성화를 포함하는 다중 메카니즘에 의해 또는 공동-억제 수용체의 억

제를 통해 달성될 수 있다. 면역 반응의 활성화는 항원-특이적 반응의 개시에 중요한 항원-제시 세포 및 종양

세포 파괴를 담당하는 이펙터(effector) 세포와 같은 수많은 세포 집단을 포함하는 복잡한 메카니즘이다. 세포

독성 T 세포와 같은 이펙터 세포의 활성을 조절하는 메카니즘은 다수이며 암 면역요법과 관련하여 선택 대상을

대표한다. 

WUCAM, VSIG9 또는 Vstm3로도 지칭되는 TIGIT(Ig 및 ITIM 도메인을 갖는 T 세포 면역수용체)는 NK, CD8+ 및[0003]

CD4+ T 세포뿐만 아니라 조절 T 세포(Treg 세포, 또는 단순하게 "Treg")에서도 우선적으로 발현되는 공동-억제

수용체이다. TIGIT는 세포 내 부분 안에 공지된 ITIM 도메인, 수용체의 세포 외 부분에서 막관통 도메인 및 면

역글로불린 가변 도메인을 포함하는 막관통 단백질이다. 여러 리간드가 TIGIT 수용체에 결합하는 것으로 설명되

었고,  CD155/PVR이  최상의  친화도를  나타내며  CD113/PVRL3  및  CD112/PVRL2가  그  뒤를  잇는다  (Yu  et  al.

(2009) Nat. Immunol. 10:48.). NK 및 T 세포에서도 발현되는 공지된 공동-자극 수용체인 DNAM/CD226은 CD155

및 CD112 결합에 대해 TIGIT와 경쟁하지만 더 낮은 친화도를 가지며, 이는 CD155 리간드를 발현하는 정상 세포

에 대해 제어되지 않은 세포독성을 피하기 위해 이들 이펙터 세포의 활성화를 엄격하게 제어함을 시사한다. 

TIGIT 발현은 종양 침윤 림프구(tumour infiltrating lymphocyte, TIL) 및 HIV 감염과 같은 질병 환경에서 증[0004]
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가된다. TIGIT 발현은 TIGIT 음성 대응물과 비교하여 더 낮은 이펙터 기능을 갖는 탈진된(exhausted) T 세포를

표지한다 (Kurtulus et al. (2015) J.Clin.Invest. 276:112; Chew et al. (2016) Plos Pathogens. 12). 반대

로, TIGIT를 발현하는 Treg 세포는 TIGIT 음성 Treg 집단과 비교하여 향상된 면역억제 활성을 나타낸다 (Joller

et al. (2014) Immunity. 40:569). 

면역요법에 대한 관련 표적으로 입증되고 그에 대해 길항성 항체가 인간 암의 치료에 승인된, T 세포에서 발현[0005]

되는 다른 공동-억제 수용체(PD1 또는 CTLA4)와 마찬가지로, 길항성 항-TIGIT 항체의 발생은 면역 체계를 가동

하고 암 세포와 더 잘 싸우도록 돕는다. 길항성 항-TIGIT 항체는 단일요법으로 또는 a-PD1 항체와의 병용으로

전임상 모델에서 강한 항-종양 효능을 달성할 수 있는 것으로 제안되었다 (Johnston  et  al.  (2014)  Cancer

Cell 26:1; WO2016/028656; US2016/0176963; US2016/0376365, 이들 모두는 본원에 참조로 포함됨).

따라서, TIGIT 수용체 활성을 억제할 수 있는 TIGIT에 대해 특이적인 길항성 항체는 종양 미세환경과 관련된 면[0006]

역억제 효과를 감소시키고 이에 의해 종양 세포에 대한 항종양 면역 반응을 증가시킬 기회를 나타낸다.

발명의 내용

발명의 요약[0007]

본 발명은 TIGIT-매개 신호전달의 면역억제 효과를 감소시킬 수 있는 항-TIGIT 항체를 제공한다. 특히, 본 발명[0008]

의 항체 또는 항원 결합 단편은 T 세포 (통상적 αβ T 세포 및 비통상적 γδ T 세포) 및 NK 세포에 대한 리간

드 결합의 방지 및/또는 TIGIT 양성 Treg 세포의 고갈을 통하여 및/또는 TIGIT 수용체의 내재화를 유도함으로써

TIGIT-매개 면역억제를 억제할 수 있다.

한 양태에서, 본 발명은 인간 TIGIT에 결합하고, 도 1에 나타나는 HCDR1, HCDR2 및 HCDR3 서열로부터 선택된 중[0009]

쇄 CDR1(HCDR1), 중쇄 CDR2(HCDR2) 및 중쇄 CDR3(HCDR3)을 포함하는 중쇄 가변 도메인을 포함하며, 도 2에 나

타나는 LCDR1, LCDR2 및 LCDR3 서열로부터 선택된 경쇄 CDR1(LCDR1), 경쇄 CDR2(LCDR2) 및 경쇄 CDR3(LCDR3)을

포함하는 경쇄 가변 도메인을 추가로 포함하는 단리된 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 제공한다.

특정한 구체예에서 항체 또는 항원 결합 단편은 HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 및 LCDR3의 조합을 포함하[0010]

고, 여기서 조합은 도 1의 각 항체의 HCDR와 함께 도 2의 상응하는 항체의 LCDR에 의해 형성된 조합의 군으로부

터 선택된다.

특정한 구체예에서, 본 발명에 따른 항체 또는 항원 결합 단편은 서열 번호: 211, 213, 215, 217, 219, 221,[0011]

223, 225, 227, 229, 231, 233, 235, 237, 239, 327, 329 및 331로 이루어진 군으로부터 선택되는 아미노산 서

열 및 이에 대해 적어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변

도메인을 포함할 수 있고; 임의로 서열 번호: 212, 214, 216, 218, 220, 222, 224, 226, 228, 230, 232, 234,

236, 238, 240, 328, 330 및 332의 아미노산 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 아미노산 서열 및 이에 대해

적어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변 도메인을 포함할

수 있다.

특정한 구체예에서 항체 또는 항원 결합 단편은 중쇄 가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인의 조합을 포함하고, 여[0012]

기서 조합은 도 5에서 각각의 항체의 VH, 또는 이에 대해 적어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을

나타내는 아미노산 서열과 함께, 도 5에서 동일한 항체의 VL, 또는 이에 대해 적어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는

99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열에 의해 형성된 조합의 군으로부터 선택된다. 

본원에 제공된 가장 바람직한 항체 및 항원 결합 단편은 본원에 제공된 항체 31282의 CDR 또는 완전한 가변 도[0013]

메인에 기초하는 것이다. 

본원에 입증된 바와 같이, 항체 31282에 기초한 이러한 바람직한 항-TIGIT 항체 및 항원 결합 단편은 특히 놀랍[0014]

고 유리한 특성을 갖는다. 이들 특성은 각각의 이전에 설명된 테스트된 항-TIGIT 항체와 비교하여 (건강한 공여

자 또는 암 환자의) CD8 T 세포에서 발현된 TIGIT에 대한 더 높은 친화도; 각각의 이전에 설명된 테스트된 항-

TIGIT 항체와 비교하여 CD155/PVR와의 경쟁에 있어서 더 우수한 IC50; 각각의 이전에 설명된 테스트된 항-TIGIT

항체와 비교하여 T 세포 활성화 검사에서 더 우수한 EC50; 및 암 환자 말초 혈액의 T 세포에서 그리고 중요하게

는 종양 침윤 림프구에서 강력하게 증가하는 활성을 포함한다. 또한, 본 발명에 따른 항체 및 항원 결합 단편,

특히 항체 31282에 기초한 것이, 우선적으로 Treg 세포를 고갈시킴이 놀랍게도 본원에 나타난다. 즉, 제공된 항

-TIGIT 항체에 노출된 TIGIT-발현 Treg 세포가 통상적 CD4 및 CD8 T 세포와 비교하여 더 큰 비율로 용해를 겪는
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다. 이는 통상적 CD4 및 CD8 T 세포가 또한 TIGIT를 발현하지만, 항체와 접촉할 때 동일한 정도까지 세포 용해

를 겪지 않기 때문에 놀랍다.  또한 놀랍게도 본 발명에 따른 항체 및 항원 결합 단편, 특히 항체 31282에 기초

한 것이 통상적 T 세포 전-염증성 활성을 촉진할 뿐만 아니라, 비통상적 γδ T 세포의 활성을 증가시키는 것으

로 나타난다.

따라서, 특정한 바람직한 구체예에서, HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, 및 LCDR3을 포함하는 항체 또는 항[0015]

원 결합 단편이 본원에 제공되고 여기서:

HCDR1은 서열 번호: 16(YTFTSYYMH)을 포함하거나 이로 이루어지고, [0016]

HCDR2는 서열 번호: 17(VIGPSGASTSYAQKFQG)을 포함하거나 이로 이루어지고, [0017]

HCDR3은 서열 번호: 18(ARDHSDYWSGIMEV)을 포함하거나 이로 이루어지고, [0018]

LCDR1은 서열 번호: 61(RASQSVRSSYLA)을 포함하거나 이로 이루어지고, [0019]

LCDR2는 서열 번호: 62(GASSRAT)를 포함하거나 이로 이루어지고, 및 [0020]

LCDR3은 서열 번호: 63(QQYFSPPWT)을 포함하거나 이로 이루어진다. [0021]

그러한 특정한 구체예에서, 중쇄 가변 도메인은 서열 번호: 221에 따른 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도[0022]

90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열을 포함하거나 이로 이루어지고, 경쇄 가변

도메인은 서열 번호: 222에 따른 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일

성을 나타내는 아미노산 서열을 포함하거나 이로 이루어진다. 

특정한 바람직한 구체예에서 항-TIGIT 항체는 본원에 기재된 항체 31282이다. [0023]

다른 양태에서 본 발명은 인간 TIGIT에 대한 결합에 있어서 본 발명의 제1양태에 따른 항체, 예를 들어 본원에[0024]

예시된 항체와 교차 경쟁하는 단리된 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 제공한다.

다른 양태에서, 본 발명은 본 발명의 제1양태에 따른 항체, 예를 들어 본원에 예시된 항체와 동일한 에피토프에[0025]

결합하는 단리된 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 제공한다.

다른 양태에서, 본 발명은 TIGIT 잔기 Q56 및 I109를 포함하고, 임의로 잔기 Q56, N58 및 I109를 포함하는 인간[0026]

TIGIT의 에피토프에 결합하는 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 제공한다. 바람직한 구체예에서 TIGIT  잔기

Q56, N58, E60, I68, L73, H76 및 I109를 포함하는 인간 TIGIT의 에피토프에 결합하는 항체 또는 이의 항원 결

합 단편이 제공된다. 

특정한 구체예에서, 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 TIGIT 잔기 Q56, N58, E60, I68, L73, H76 및 I109로 이[0027]

루어진 인간 TIGIT의 에피토프에 결합한다.

다른 양태에서, 본 발명은 인간 TIGIT에 결합하고 TIGIT 결합에 있어서 CD155와 경쟁하지 않는 단리된 항체 또[0028]

는 이의 항원 결합 단편을 제공한다. 

특정한 구체예에서, 인간 TIGIT에 결합하고 TIGIT 결합에 있어서 CD155와 경쟁하지 않는 항체 또는 항원 결합[0029]

단편은 HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2, 및 LCDR3을 포함하고 여기서 HCDR1은 서열 번호: 280을 포함하거

나 이로 이루어지고, HCDR2는 서열 번호: 281을 포함하거나 이로 이루어지고, HCDR3은 서열 번호: 282를 포함하

거나 이로 이루어지고, LCDR1은 서열 번호: 292를 포함하거나 이로 이루어지고, LCDR2는 서열 번호: 293을 포함

하거나 이로 이루어지고, LCDR3은 서열 번호: 294를 포함하거나 이로 이루어진다. 

그러한 특정한 구체예에서, 중쇄 가변 도메인은 서열 번호: 333으로 나타나는 아미노산 서열 또는 이에 대해 적[0030]

어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열을 포함하거나 이로 이루어지고, 경쇄

가변 도메인은 서열 번호: 334로 나타나는 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99%

서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열을 포함하거나 이로 이루어진다. 

특정한 바람직한 구체예에서, 인간 TIGIT에 결합하고 TIGIT 결합에 있어서 CD155와 경쟁하지 않는 항체는 중쇄[0031]

가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인을 포함하고 여기서 HCDR1은 서열 번호: 353을 포함하고, HCDR2는 서열 번호:

354를 포함하고, HCDR3은 서열 번호: 355를 포함하고, LCDR1은 서열 번호: 356을 포함하고, LCDR2는 서열 번호:

357을 포함하고, LCDR3은 서열 번호: 358을 포함한다. 

그러한 특정한 구체예에서, 중쇄 가변 도메인은 서열 번호: 367로 나타나는 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어[0032]
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도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열을 포함할 수 있고, 경쇄 가변 도메인은

서열 번호: 368로 나타나는 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을

나타내는 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 

다른 양태에서, 본 발명은 TIGIT-발현 Treg 세포를 우선적으로 고갈시키는 단리된 항-TIGIT 항체 또는 이의 항[0033]

원 결합 단편을 제공하고, 임의로 항체 또는 항원 결합 단편은 본 발명의 제1양태에 따른 항체 또는 항원 결합

단편, 예를 들어 본원에 예시된 항체이다. 

다른 양태에서 본 발명은 본 발명의 다른 양태에 따른 항체, 예를 들어 본원에 예시된 항체의 친화도 변이체를[0034]

제공한다.

다른 양태에서 본 발명은 본 발명의 임의의 다른 양태에 따른 항체 또는 항원 결합 단편, 예를 들어 본원에 예[0035]

시된 항체를 인코딩하는 단리된 폴리뉴클레오타이드 또는 단리된 폴리뉴클레오타이드의 조합을 제공한다.

다른 양태에서 본 발명은 항-TIGIT 항체의 VH 및/또는 VL 도메인을 인코딩하는 단리된 폴리뉴클레오타이드를 제[0036]

공하고, 폴리뉴클레오타이드는 서열 번호: 241-270, 335-342 및 369-370으로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이

상의 서열을 포함한다.

다른 양태에서 본 발명은 숙주 세포 또는 무세포 발현 시스템에서 항원 결합 폴리펩타이드의 발현을 허용하는[0037]

조절 서열에 작동 가능하게 연결된 본 발명에 따른 폴리뉴클레오타이드 또는 폴리뉴클레오타이드의 조합을 포함

하는 발현 벡터를 제공한다.

다른  양태에서  본  발명은  본  발명에  따른  발현  벡터를  포함하는  숙주  세포  또는  무세포  발현  시스템을[0038]

제공한다.

다른 양태에서 본 발명은 항체 또는 항원 결합 단편의 발현을 허용하는 조건 하에 본 발명에 따른 숙주 세포 또[0039]

는 무세포 발현 시스템을 배양하는 단계 및 발현된 항체 또는 항원 결합 단편을 회수하는 단계를 포함하는 재조

합 항체 또는 이의 항원 결합 단편 제조 방법을 제공한다.

다른 양태에서 본 발명은 본 발명에 따른 항체 또는 항원 결합 단편, 예를 들어 본원에 예시된 항체, 및 적어도[0040]

하나의 약제학적으로 허용 가능한 담체 또는 부형제를 포함하는 약제학적 조성물을 제공한다. 

다른 양태에서 본 발명은 치료법에서 사용하기 위한 본 발명에 따른 항체 또는 항원-결합 단편 또는 본 발명에[0041]

따른 약제학적 조성물을 제공한다.

다른 양태에서, 본 발명은 암 치료 방법에서 사용하기 위한 본 발명에 따른 항체 또는 항원-결합 단편 (예를 들[0042]

어 본원에 예시된 항체) 또는 본 발명에 따른 약제학적 조성물을 제공한다. 

다른 양태에서, 본 발명은 바이러스 감염, 임의로 CMV 감염 치료 방법에서 사용하기 위한 본 발명에 따른 항체[0043]

또는 항원-결합 단편 (예를 들어 본원에 예시된 항체) 또는 본 발명에 따른 약제학적 조성물을 제공한다. 

다른 양태에서 본 발명은 유효량의 본 발명에 따른 항체 또는 항원-결합 단편 (예를 들어 본원에 예시된 항체)[0044]

또는 본 발명에 따른 약제학적 조성물을 대상에게 투여하여, 이에 의해 암을 치료하는 것을 포함하는 대상의 암

치료 방법을 제공한다.

다른 양태에서 유효량의 본 발명에 따른 항체 또는 항원-결합 단편 또는 본 발명에 따른 약제학적 조성물을 대[0045]

상에게 투여하여, 이에 의해 바이러스 감염을 치료하는 것을 포함하는 대상의 바이러스 감염 치료 방법을 제공

한다. 바람직한 구체예에서 바이러스 감염은 CMV 감염이다.

다른 양태에서 T 세포의 집단을 본 발명에 따른 항체 또는 항원 결합 단편과 접촉시키는 것을 포함하는 T 세포[0046]

활성을 촉진시키는 방법이 제공된다. 특정한 구체예에서 상기 방법은 αβ T 세포 활성을 촉진시킨다. 특정한

구체예에서 상기 방법은 γδ T 세포 활성을 촉진시킨다. 특정한 구체예에서 상기 방법은 시험관내 수행된다.

특정한 구체예에서 상기 방법은 생체내, 예를 들어 인간 대상에서 수행된다. 

특정한 구체예에서 본 발명에 따른 방법, 또는 본 발명에 따른 방법에서 사용하기 위한 항체 또는 항원-결합 단[0047]

편 또는 약제학적 조성물이 제공되고, 여기서 상기 방법은 하나 이상의 추가 치료제의 투여를 추가로 포함한다.

특정한 바람직한 구체예에서, 하나 이상의 추가 치료제는 화학요법제, 항-PD1 항체, 항-PD-L1 항체, 항-41BB 항

체, 항-OX40 항체, 항-GITR 항체 및 항-ICOS 항체로부터 선택된다.

다른 양태에서 항-TIGIT 항체 또는 이의 항원 결합 단편 및 화학요법제, 항-PD1 항체, 항-PD-L1 항체, 항-41BB[0048]
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항체, 항-OX40 항체, 항-GITR 항체, 및 항-ICOS 항체 중 하나 이상을 포함하는 조합물이 제공된다. 다른 양태에

서 치료법에서 사용하기 위한 본 발명에 따른 조합물이 제공된다. 다른 양태에서 암 치료 방법에서 사용하거나

바이러스 감염 치료 방법에서 사용하기 위한 본 발명에 따른 조합물이 제공된다. 다른 양태에서 본 발명에 따른

방법에서 사용하기 위한 본 발명에 따른 조합물이 제공된다. 바람직한 구체예에서 항-TIGIT 항체 또는 이의 항

원 결합 단편은 본 발명의 항체 또는 이의 항원 결합 단편이다.

모든 관련 양태에서, 임의의 치료될 대상은 인간 대상인 것이 바람직하다. 모든 관련 양태에서 본 발명에 따른[0049]

항체와 접촉하는 세포(예를 들어 T 세포)는 인간 세포(예를 들어 인간 T 세포)인 것이 바람직하다. 

기술적으로 양립 불가능하거나 반대로 지시되지 않는 한, 기재된 임의의 바람직한 구체예는 모든 다른 바람직한[0050]

구체예 중 하나 이상과 조합으로 임의로 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1 본 발명의 항체의 중쇄 가변 도메인(VH) 상보성 결정 영역(CDR) 서열을 제공하는 표[0051]

도 2 본 발명의 항체 경쇄 가변 도메인(VL) CDR 서열을 제공하는 표

도 3 본 발명의 항체의 중쇄 가변 도메인(VH) 프레임워크(FR) 서열을 제공하는 표

도 4 본 발명의 항체의 경쇄 가변 도메인(VL) 프레임워크(FR) 서열을 제공하는 표

도 5 본 발명의 항체의 중쇄 가변 도메인(VH) 및 경쇄 가변 도메인(VL) 아미노산 서열을 제공하는 표

도 6 본 발명에 따른 항체의 VH 및 VL 도메인을 인코딩하는 폴리뉴클레오타이드의 서열을 제공하는 표

도 7 Jurkat-hTIGIT에 대한 결합에 있어서 hCD155 및 항-TIGIT 항체 간의 경쟁 검사 결과를 나타내는 그래프

도 8 (A) 7 명의 건강한 인간 공여자의 PBMC의 특이적 T 세포 집단 내 TIGIT 양성 세포의 비율을 나타내는

그래프. (B) 7 명의 건강한 인간 공여자의 PBMC의 상이한 면역 집단 내 TIGIT 양성 세포의 비율을 나타내는 그

래프.

도 9 Jurkat-hTIGIT에 대한 항-TIGIT 항체의 결합 검사 결과를 나타내는 그래프

도 10 (A 및 B) 인간 건강한 PBMC의 일차 CD8
+ 
T 세포에 대한 항-TIGIT 항체의 결합 검사 결과를 나타내는 그

래프. (C) 인간 건강한 PBMC의 일차 메모리 CD8
+ 
T 세포 및 Treg에 대한 항-TIGIT 항체의 결합 검사 결과를 나

타내는 그래프

도 11 시노몰구스 건강한 PBMC의 일차 CD8
+ 
T 세포에 대한 항-TIGIT 항체의 결합 검사 결과를 나타내는 그래프

도 12 CHO-TCR-CD155 및 Jurkat-hTIGIT 생물학적분석에서 항-TIGIT 항체의 효과를 나타내는 그래프

도 13 CHO-TCR-CD155 세포로 활성화된 건강한 공여자의 인간 일차 CD8 T 세포에 대한 기능 검사에서 IFNg 분

비를 증가시키는 항-TIGIT 항체의 효과를 나타내는 그래프

도 14 CHO-TCR-CD155 세포로 활성화된 난소 복수의 인간 일차 CD8
+
 TIL에 대한 기능 검사에서 IFNg 분비를 증

가시키는 항-TIGIT 항체의 효과를 나타내는 히스토그램 플롯

도 15 (A) Jurkat-mTIGIT에 대한 결합에 있어서 마우스 CD155 및 항-TIGIT 항체 간의 경쟁 검사 결과를 나타

내는 그래프. (B) 마우스 OT-1 T 세포에 대한 기능 검사에서 IFNg 분비를 증가시키는 항-TIGIT 항체의 효과를

나타내는 그래프. (C) 마우스 OT-1 T 세포에 대한 기능 검사에서 세포독성을 증가시키는 항-TIGIT 항체의 효과

를 나타내는 그래프.

도 16 (A)  CT26  종양 모델에서 단일요법에서 항-TIGIT 항체의 항-종양 효능을 나타내는 그래프. (B 및 C)

CT26 종양 모델에서 항-PD1과의 병용에서 항-TIGIT 항체의 항-종양 효능을 나타내는 그래프.

도 17 (A) CT26 종양 모델에서 단일요법에서 항-TIGIT 항체의 동형 의존성 항-종양 효능을 나타내는 그래프.

(B) CT26 종양 모델에서 항-PD1과의 병용에서 항-TIGIT 항체의 동형 의존성 항-종양 효능을 나타내는 그래프.

도 18 (A 및 G) 단일요법 또는 항-PD1과의 병용에서 항-TIGIT 항체로 치료된 CT26 종양에서 전체 CD4
+
 T 세포

집단 내 Treg 세포 비율의 조절을 나타내는 그래프. (B 및 H) 단일요법 또는 항-PD1과의 병용에서 항-TIGIT 항
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체로 치료된 CT26 종양에서 전체 CD45
+
 집단 내 CD8

+
 T 세포 비율의 조절을 나타내는 그래프. (C 및 I) 단일요

법 또는 항-PD1과의 병용에서 항-TIGIT 항체로 치료된 CT26 종양에서 CD8
+
/Treg T 세포 비의 조절을 나타내는

그래프. (D 및 J) 단일요법 또는 항-PD1과의 병용에서 항-TIGIT 항체로 치료된 CT26 종양에서 IFNg 분비 CD4
+
 T

세포의 조절을 나타내는 그래프. (E) 항-TIGIT 항체로 치료된 CT26 종양에서 IFNg 분비 CD8
+
 T 세포의 조절을

나타내는  그래프.  (L  및  F)  단일요법  또는  항-PD1과의  병용에서  항-TIGIT  항체로  치료된  CT26  종양에서

IFNg/IL-10 분비 CD4
+
 T 세포 비를 나타내는 그래프. (K) 항-PD1 항체와의 병용에서 항-TIGIT 항체로 치료된

CT26 종양에서 IL-10 분비 CD4
+
 T 세포의 조절을 나타내는 그래프.

도 19 (A) CT26 종양에서 유전자 발현을 조절하는 항-TIGIT 항체 치료의 효과를 보여주고 NanoString 분석에

의해 측정된 볼케이노 플롯. (B) 단일요법 또는 항-PD1과의 병용에서 항-TIGIT 항체로 치료된 CT26 종양에서 세

포독성 스코어의 조절을 나타내는 박스 플룻. (C) 단일요법 또는 항-PD1과의 병용에서 항-TIGIT 항체로 치료된

CT26 종양에서 CD8
+
 T 세포 스코어의 조절을 나타내는 박스 플롯

도 20 (A) 인간 건강한 지원자의 PBMC에서 TIGIT
+
 CD4

+
, CD8

+
 T 세포 및 Treg 집단의 비율을 나타내는 히스토

그램 플롯. (B) 인간 건강한 지원자의 PBMC에서 통상적 CD4
+
, CD8

+
 T 세포 및 Treg 집단에 대한 항-TIGIT 항체

의 시험관내 세포독성 효과를 나타내는 그래프.

도 21 CT26 종양에서 통상적 CD4
+
, CD8

+
 T 세포 및 Treg 집단에 대한 항-TIGIT 항체의 생체외 세포독성 효과

를 나타내는 그래프.

도 22 (A) Jurkat-hTIGIT 세포에 대한 항-TIGIT 항체 클론의 결합 검사 결과를 나타내는 그래프. (B) 건강한

인간 PBMC의 일차 CD8
+  
T 세포에 대한 항-TIGIT 항체 클론의 결합 검사 결과를 나타내는 그래프. (C) 암 환자

PBMC의 일차 CD8
+ 
T 세포에 대한 항-TIGIT 항체 클론의 결합 검사 결과를 나타내는 그래프.

도 23 Jurkat-hTIGIT에 대한 결합에 있어서 인간 CD155 및 항-TIGIT 항체 클론 결합 간의 경쟁 검사 결과를

나타내는 그래프

도 24 길항제 a-TIGIT 클론의 기능적 특성을 나타내는 그래프. (A) Jurkat-hTIGIT 이펙터 세포를 사용하는 기

능 검사(루시퍼레이즈 리포터 검사)에서 항-TIGIT 항체의 효과를 나타내는 그래프. (B) 건강한 지원자의 인간

일차 CD8
+
 T 세포에 의한 IFNg 분비를 측정하는 기능 검사에서 항-TIGIT 항체의 효과를 나타내는 그래프. (C)

PBMC의 암 환자 CD3
+
 T 세포에 의한 IFNg 분비를 측정하는 기능 검사에서 항-TIGIT 항체 클론 31282의 효과를

나타내는 그래프. (D) 암 환자 TIL 또는 PBMC에서 세포내 사이토카인 염색을 측정하는 기능 검사에서 항-TIGIT

항체 클론 31282의 효과를 나타내는 그래프.

도 25 암 환자의 PBMC에서 전체 메모리 CD4
+
 또는 CD8

+
 T 세포 및 Treg 집단에 대한 a-TIGIT 클론 31282의 세

포독성 활성 

도 26 암 환자의 면역 집단에서 TIGIT 발현의 특징규명을 나타내는 그래프. (A) 암 환자 PBMC 및 TIL의 면역

집단에서 TIGIT 발현의 빈도. (B) 암 환자 PBMC 및 TIL의 면역 집단에서 TIGIT 발현의 절대 정량.

도 27 (A) 리본 다이어그램으로 나타난 Fab:TIGIT 복합체의 구조; (B) 클론 31282 및 TIGIT 간의 완전한 결합

계면; (C) 접촉된 잔기를 나타내는 클론 31282 및 TIGIT 간의 결합 계면.

도 28 항-TIGIT 클론 31282 및 32959 간의 경쟁 검사.

도 29 시노몰구스 원숭이에서 0.1 mg/kg (상단 행), 1 mg/kg (중간 행) 또는 10 mg/kg (하단 행)으로 단일

용량의 정맥 주사 후 항-TIGIT 클론 31282의 혈장 농도 측정. 좌측 열: 31282 IgG1; 우측 열 31282 IgG4.

도 30 세자리 증후군 환자의 악성 및 정상 CD4
+
 T 세포 집단에서 TIGIT 발현의 특징규명을 나타내는 그래프.

(A) 악성 및 정상 CD4
+
 T 세포를 분리하기 위한 게이팅 전략. (B) 2 개의 다른 집단에서 TIGIT 염색에 대한

MFI.
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도 31 CLL 환자의 악성 및 정상 B 세포 집단에서 TIGIT 발현의 특징규명을 나타내는 그래프. (A) 악성 및 정

상 B 세포를 분리하기 위한 게이팅 전략. (B) 2 개의 다른 집단에서 TIGIT 염색에 대한 MFI.

도 32 (A-C) EL4-mTIGIT 종양이 접종된 마우스에서의 종양 성장 곡선을 나타내는 그래프. (A) 중위 종양 성장

곡선. (B) hIgG1 동형 대조군 항체로 처리된 마우스에서의 개별 종양 성장 곡선. (C) 마우스 대용 길항제 a-

TIGIT 항체(hIgG1)로 처리된 마우스에서의 개별 종양 성장 곡선. (D-F) EL4-GFP 종양이 접종된 마우스에서의 종

양 성장 곡선을 나타내는 그래프. (D) 중위 종양 성장 곡선. (E) hIgG1 동형 대조군 항체로 처리된 마우스에서

의 개별 종양 성장 곡선. (F) 대용 길항제 a-TIGIT(hIgG1)로 처리된 마우스에서의 개별 종양 성장 곡선.

도 33 (A-D) CT26 종양이 접종된 마우스에서의 종양 성장 곡선을 나타내는 그래프. (A) 항-TIGIT 및 항-4-1BB

항체로 처리된 마우스에 대한 중위 및 개별 종양 성장 곡선. (B) 항-TIGIT 및 항-OX-40 항체로 처리된 마우스에

대한 중위 및 개별 종양 성장 곡선. (C) 항-TIGIT 및 항-GITR 항체로 처리된 마우스에 대한 중위 및 개별 종양

성장 곡선. (D) 항-TIGIT 및 항-ICOS 항체로 처리된 마우스에 대한 중위 및 개별 종양 성장 곡선.

도 34 γδ T 세포에 대한 항-TIGIT 항체의 효과를 나타내는 그래프. (A) CMV 양성 및 음성 인간 공여자의

PBMC의 Vδ2
-
 γδ T 세포 집단 내의 TIGIT 양성 세포 및 TIGIT MFI 신호의 중위 비율. (B) 단리된 인간 일차 V

δ1
+
 γδ T 세포에 대한 기능 검사에서 IFNg 분비를 증가시키는 항-TIGIT Ab의 활성을 나타내는 그래프. (C)

전체 PBMC에 대한 기능 검사에서 IFNg 분비를 증가시키는 항-TIGIT Ab의 활성을 나타내는 그래프.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

발명의 상세한 설명[0052]

본원에서 사용된 용어 "면역글로불린"은 임의의 관련 있는 특이적 면역반응성을 보유하는지 여부에 관계없이 두[0053]

중쇄 및 두 경쇄의 조합을 갖는 폴리펩타이드를 포함한다.  "항체"는 관심 항원(예를 들어 TIGIT)에 대해 현저

한 공지된 특이적 면역반응성 활성을 갖는 그러한 조립체를 지칭한다.  용어 "TIGIT  항체" 또는 "항-TIGIT

항체"는 TIGIT 단백질에 대한 면역학적 특이성을 나타내는 항체를 지칭하도록 본원에서 사용된다.  항체 및 면

역글로불린은 경쇄 및 중쇄를 포함하고, 이들 사이에 쇄간 공유 결합이 있거나 없다.  척추동물 시스템에서 기

본 면역글로불린 구조는 비교적 잘 알려져 있다.  

일반적인 용어 "면역글로불린"은 생화학적으로 구별될 수 있는 다섯 가지의 별개의 클래스의 항체를 포함한다.[0054]

비록 다섯 가지의 클래스의 항체 모두가 본 발명의 범위 내에 있지만, 하기 논의는 일반적으로 면역글로불린 분

자의 IgG 클래스에 관련될 것이다.  IgG와 관련하여, 면역글로불린은 분자량 약 23,000 달톤의 두 개의 동일한

폴리펩타이드 경쇄 및 분자량 53,000-70,000의 두 개의 동일한 중쇄를 포함한다.  네 개의 사슬은 "Y" 형상에서

디설파이드 결합에 의해 연결되고, 여기서 경쇄가 "Y"의 입구에서 시작하여 가변 영역을 통하여 계속되는 중쇄

를 괄호로 묶는다.

항체의 경쇄는 카파 또는 람다로 분류된다 (κ, λ).  각각의 중쇄 클래스는 카파 또는 람다 경쇄와 결합할 수[0055]

있다.  일반적으로, 경쇄 및 중쇄는 서로 공유적으로 결합하고, 두 중쇄의 "꼬리" 부분은 면역글로불린이 B 세

포 또는 유전적으로 엔지니어링된 숙주 세포에 의해 생성될 때 공유 디설파이드 결합 또는 비공유 결합에 의해

서로 결합한다.  중쇄에서, 아미노산 서열은 Y 형상의 분기된 끝의 N-말단으로부터 각 사슬의 하단에 있는 C-말

단까지 이어진다.  당업자는 중쇄가 감마, 뮤, 알파, 델타 또는 엡실론(γ, μ, α, δ, ε)으로 분류되고, 이

들 중 일부 서브클래스(예를 들어, γ1-γ4)가 있음을 이해할 것이다.  항체의 "클래스"를 각각 IgG, IgM, IgA,

IgD 또는 IgE로 결정하는 것이 이 사슬의 특성이다.  면역글로불린 서브클래스(동형) 예를 들어, IgG1, IgG2,

IgG3, IgG4, IgA1 등은 특성이 잘 규명되어 있고 기능적 전문성을 부여하는 것으로 알려져 있다.  이들 클래스

및 동형 각각의 변형된 버전은 본 개시의 관점에서 당업자가 용이하게 식별할 수 있고, 따라서 본 발명의 범위

내에 있다.  

위에 나타낸 바와 같이, 항체의 가변 영역은 항체가 항원의 에피토프(epitope)을 선택적으로 인식하고 특이적으[0056]

로 결합하게 한다.  즉, 항체의 VL 도메인 및 VH 도메인은 조합되어 삼차원 항원 결합 부위를 한정하는 가변 영

역을 형성한다.  이러한 4차 항체 구조는 Y의 각 팔의 끝에 존재하는 항원 결합 부위를 형성한다.  더욱 구체적

으로,  항원  결합 부위는 각각의 VH  및  VL  사슬에서 세 개의 상보성 결정 영역(complementary  determining

region, CDR)에 의해 한정된다.  본원에 사용된 용어 "TIGIT 단백질" 또는 "TIGIT 항원" 또는 "TIGIT"는 상호

교환적으로 사용되고, 폴리오바이러스 수용체(PVR - CD155로도 알려짐)에 결합하는 인간 T-세포 면역수용체(젠

뱅크 수탁 번호: NM_173799)를 지칭한다. TIGIT는 VSIG9, VSTM3 또는 WUCAM로도 알려져 있다. TIGIT에 대한 언
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급은 인간 숙주에서 및/또는 인간 배양 세포주의 표면에서 자연적으로 발현되는 천연 인간 TIGIT 단백질, 그뿐

만 아니라 재조합 형태 및 이의 단편 및 자연 발생 돌연변이 형태를 또한 포함한다.  

본원에 사용된 용어 "결합 부위"는 관심 표적 항원(예를 들어 TIGIT)에 대한 선택적 결합을 담당하는 폴리펩타[0057]

이드의 영역을 포함한다.  결합 도메인은 적어도 하나의 결합 부위를 포함한다. 예시적인 결합 도메인은 항체

가변 도메인을 포함한다. 본 발명의 항체 분자는 단일 결합 부위 또는 다중 (예를 들어, 둘, 셋 또는 넷) 결합

부위를 포함할 수 있다.  

본원에서 사용된 용어 지정된 단백질(예를 들어 TIGIT 항체 또는 이의 항원-결합 단편)로부터 "유래된"은 폴리[0058]

펩타이드의 기원을 지칭한다. 한 구체예에서, 특정 출발 폴리펩타이드로부터 유래된 폴리펩타이드 또는 아미노

산 서열은 CDR 서열 또는 이와 관련된 서열이다.  한 구체예에서, 특정 출발 폴리펩타이드로부터 유래된 아미노

산 서열은 인접하지 않는다.  예를 들어, 한 구체예에서, 하나, 둘, 셋, 넷, 다섯 또는 여섯 개의 CDR이 출발

항체로부터 유래된다.  한 구체예에서, 특정 출발 폴리펩타이드 또는 아미노산 서열로부터 유래되거나 아니면

출발 서열에서 그 기원을 갖는 것으로서 당업자가 식별 가능한 폴리펩타이드 또는 아미노산 서열은, 출발 서열

과 본질적으로 동일한 아미노산 서열 또는 이의 일부를 가지며 상기 부분은 적어도 3-5 아미노산, 적어도 5-10

아미노산, 적어도 10-20 아미노산, 적어도 20-30 아미노산, 또는 적어도 30-50 아미노산으로 이루어진다.  한

구체예에서, 출발 항체로부터 유래된 하나 이상의 CDR 서열은 변이 CDR 서열, 예를 들어 친화도 변이체를 생성

하도록 변경되고, 여기서 변이 CDR 서열은 TIGIT 결합 활성을 유지한다.  

본원에서 사용된 "보존성 아미노산 치환"은 아미노산 잔기가 유사한 측쇄를 갖는 아미노산 잔기로 대체된 것이[0059]

다.  유사한 측쇄를 갖는 아미노산 잔기의 패밀리는 당해 분야에 정의되어 있고, 염기성 측쇄(예를 들어, 리신,

아르기닌, 히스티딘), 산성 측쇄(예를 들어, 아스파트산, 글루탐산), 비하전 극성 측쇄(예를 들어, 글라이신,

아스파라긴, 글루타민, 세린, 트레오닌, 티로신, 시스테인), 비극성 측쇄(예를 들어, 알라닌, 발린, 류신, 이소

류신, 프롤린, 페닐알라닌, 메티오닌, 트립토판), 베타-분지형 측쇄(예를 들어, 트레오닌, 발린, 이소류신) 및

방향족 측쇄(예를 들어, 티로신, 페닐알라닌, 트립토판, 히스티딘)를 포함한다.  따라서, 면역글로불린 폴리펩

타이드 중의 비필수 아미노산 잔기는 동일한 측쇄 패밀리의 또 다른 아미노산 잔기로 대체될 수 있다.  다른 구

체예에서, 아미노산의 스트링이 측쇄 패밀리 구성원의 순서 및/또는 조성이 상이한 구조적으로 유사한 스트링으

로 대체될 수 있다.

본원에  사용된  용어  "중쇄  부분"은  면역글로불린  중쇄의  불변  도메인으로부터  유래된  아미노산  서열을[0060]

포함한다.  중쇄 부분을 포함하는 폴리펩타이드는 CH1 도메인, 힌지 (예를 들어, 상부, 중부 및/또는 하부 힌지

영역) 도메인, CH2 도메인, CH3 도메인, 또는 이의 변이체 또는 단편 중 적어도 하나를 포함한다.  한 구체예에

서, 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은 면역글로불린 중쇄의 Fc 부분(예를 들어, 힌지 부분, CH2 도메인 및

CH3 도메인)을 포함할 수 있다. 다른 구체예에서, 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은 불변 도메인의 적어도

일부(예를 들어, CH2 도메인의 전부 또는 일부)가 부족할 수 있다.  특정한 구체예에서, 불변 도메인의 적어도

하나, 바람직하게는 모두가 인간 면역글로불린 중쇄로부터 유래된다.  예를 들어, 바람직한 한 구체예에서, 중

쇄 부분은 완전한 인간 힌지 도메인을 포함한다.  다른 바람직한 구체예에서, 중쇄 부분은 완전한 인간 Fc 부분

(예를 들어, 인간 면역글로불린의 힌지, CH2 및 CH3 도메인 서열)을 포함한다.  

특정한 구체예에서, 중쇄 부분의 구성적 불변 도메인은 상이한 면역글로불린 분자로부터 유래된다.  예를 들어,[0061]

폴리펩타이드의 중쇄 부분은 IgG1 분자로부터 유래된 CH2 도메인 및 IgG3 또는 IgG4 분자로부터 유래된 힌지 영

역을 포함할 수 있다.  다른 구체예에서, 불변 도메인은 상이한 면역글로불린 분자의 일부를 포함하는 키메라

도메인이다.  예를 들어, 힌지는 IgG1 분자의 첫 번째 부분 및 IgG3 또는 IgG4 분자의 두 번째 부분을 포함할

수 있다.  전술한 바와 같이, 당업자는 중쇄 부분의 불변 도메인이 자연 발생 (야생형) 면역글로불린 분자와 아

미노산 서열이 달라지도록 변형될 수 있음을 이해할 것이다.  즉, 본원에 개시된 본 발명의 폴리펩타이드는 중

쇄 불변 도메인(CH1, 힌지, CH2 또는 CH3) 중 하나 이상 및/또는 경쇄 불변 영역 도메인(CL)에 대한 변경 또는

변형을 포함할 수 있다. 예시적인 변형은 하나 이상의 도메인 중의 하나 이상의 아미노산의 부가, 결실 또는 치

환을 포함한다. 

본원에  사용된  용어  "가변  영역"  및  "가변  도메인"은  상호  교환적으로  사용되고  동등한  의미를  갖도록[0062]

의도된다.  용어 "가변"은 가변 도메인 VH 및 VL의 특정 부분이 항체에서 서열이 광범위하게 상이하고 이의 표

적 항원에 대한 각 특정 항체의 결합 및 특이성에서 사용된다는 사실을 지칭한다.  그러나, 가변성은 항체의 가

변 도메인에 걸쳐 고르게 분포되지 않는다.  이는 항원 결합 부위의 일부를 형성하는 VL 도메인 및 VH 도메인

각각에서 "초가변 루프"라고 불리는 세 개의 분절에 집중된다.  V람다 경쇄 도메인의 제1, 제2 및 제3 초가변 루
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프는 본원에서 L1(λ), L2(λ) 및 L3(λ)로 지칭되고 VL 도메인에서 잔기 24-33 (L1(λ), 9, 10 또는 11 아미

노산 잔기로 이루어짐), 49-53 (L2(λ), 3 잔기로 이루어짐) 및 90-96 (L3(λ), 5 잔기로 이루어짐)을 포함하는

것으로 정의될 수 있다 (Morea et al., Methods 20, 267-279, 2000).  V카파 경쇄 도메인의 제1, 제2 및 제3 초

가변 루프는 본원에서 L1(κ), L2(κ) 및 L3(κ)로 지칭되고 VL 도메인에서 잔기 25-33 (L1(κ), 6, 7, 8, 11,

12 또는 13 잔기로 이루어짐), 49-53 (L2(κ), 3 잔기로 이루어짐) 및 90-97 (L3(κ), 6 잔기로 이루어짐)을

포함하는 것으로 정의될 수 있다 (Morea et al., Methods 20, 267-279, 2000). VH 도메인의 제1, 제2 및 제3

초가변 루프는 본원에서 H1, H2 및 H3으로 지칭되고 VH 도메인에서 잔기 25-33 (H1, 7, 8 또는 9 잔기로 이루어

짐), 52-56 (H2, 3 또는 4 잔기로 이루어짐) 및 91-105 (H3, 길이가 매우 가변적임)를 포함하는 것으로 정의될

수 있다 (Morea et al., Methods 20, 267-279, 2000). 

달리 지시되지 않는 한, 용어 L1, L2 및 L3은 각각 VL 도메인의 제1, 제2 및 제3 초가변 루프를 지칭하고, V카파[0063]

및 V람다 동형 모두로부터 획득된 초가변 루프를 포함한다.  용어 H1, H2 및 H3은 각각 VH 도메인의 제1, 제2 및

제3 초가변 루프를 지칭하고, γ, ε, δ, α 또는 μ를 포함하는 공지된 중쇄 동형 중 임의의 것으로부터 획득

된 초가변 루프를 포함한다.

초가변 루프 L1, L2, L3, H1, H2 및 H3은 아래에 정의된 바와 같은 "상보성 결정 영역" 또는 "CDR"의 일부를 각[0064]

각 포함할 수 있다.  용어 "초가변 루프" 및 "상보성 결정 영역"은 엄밀히는 동의어가 아닌데, 초가변 루프(H

V)는 구조에 기초하여 정의되는 반면, 상보성 결정 영역(CDR)은 서열 가변성에 기초하여 정의되기 때문이며

(Kabat  et  al.,  Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest,  5th  Ed.  Public  Health  Service,

National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991) HV 및 CDR의 한계가 일부 VH 및 VL 도메인에서 상의할

수 있다.

VL 및 VH 도메인의 CDR은 전형적으로 다음 아미노산을 포함하는 것으로 정의될 수 있다: 경쇄 가변 도메인에서[0065]

잔기 24-34  (LCDR1),  50-56  (LCDR2)  및 89-97  (LCDR3),  및 중쇄 가변 도메인에서 잔기 31-35  또는 31-35b

(HCDR1),  50-65  (HCDR2)  및  95-102  (HCDR3);  (Kabat  et  al.,  Sequences  of  Proteins  of  Immunological

Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991).  따라서,

HV는 상응하는 CDR 내에 포함될 수 있으며 본원에서 VH 및 VL 도메인의 "초가변 루프"에 대한 언급은 달리 지시

되지 않는 한 상응하는 CDR을 또한 포함하는 것으로 해석되어야 하고, 그 역도 마찬가지이다.

가변 도메인의 보다 고도로 보존된 부분은 아래 정의된 바와 같이 프레임워크 영역(FR)으로 지칭된다. 천연 중[0066]

쇄 및 경쇄의 가변 도메인은 각각 네 개의 FR(각각 FR1, FR2, FR3 및 FR4)을 포함하고, 세 개의 초가변 루프에

의해 연결된 β-시트 배열을 대체로 채택한다.  각 쇄의 초가변 루프는 FR에 의해 아주 근접하게 엮이고, 다른

쇄의 초가변 루프와 함께, 항체의 항원-결합 부위의 형성에 기여한다. 항체의 구조 분석은 상보성 결정 영역에

의해 형성된 결합 부위의 서열과 형태 사이의 관계를 밝혀냈다 (Chothia et al., J. Mol. Biol. 227, 799-817,

1992; Tramontano et al., J. Mol. Biol, 215, 175-182, 1990). 높은 서열 가변성에도 불구하고, 여섯 개의 루

프 중 다섯 개가 "정규 구조(canonical structure)"로 지칭되는 주쇄 입체형태의 작은 레퍼토리를 채택한다. 이

들 입체형태는 우선 루프의 길이에 의해 결정되고 두 번째로 패킹, 수소 결합 또는 특이한 주쇄 입체형태를 취

하는 능력을 통해 입체형태를 결정하는, 루프 및 프레임워크 영역의 특정 위치에서 핵심 잔기의 존재에 의해 결

정된다.

본원에 사용된 용어 "CDR" 또는 "상보성 결정 영역"은 중쇄 및 경쇄 폴리펩타이드 양자 모두의 가변 영역 내에[0067]

서 발견되는 비인접 항원 조합 부위를 의미한다.  이들 특정 영역은  Kabat  et  al.,  J.  Biol.  Chem.  252,

6609-6616, 1977, Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health

Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991, Chothia et al., J. Mol. Biol. 196, 901-

917, 1987, 및 MacCallum et al., J. Mol. Biol. 262, 732-745, 1996에 의해 설명되었으며, 여기서 정의는 서

로 비교할 때 아미노산 잔기의 중첩 또는 부분집합을 포함한다.  위에서 인용된 참조문헌 각각에 의해 정의된

CDR을 포함하는 아미노산 잔기가 비교를 위해 제시된다.  바람직하게는, 용어 "CDR"은 서열 비교에 기초하여

Kabat에 의해 정의된 CDR이다.
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표 1: CDR 정의.[0068]

[0069]

본원에 사용된 용어 "프레임워크 영역" 또는 "FR 영역"은 가변 영역의 일부이지만, CDR의 일부는 아닌 (예를 들[0070]

어, Kabat CDR 정의 사용) 아미노산 잔기를 포함한다.  그러므로, 가변 영역 프레임워크는 길이가 약 100-120

아미노산이지만 CDR 외부의 아미노산만을 포함한다.  중쇄 가변 도메인의 구체적인 예 및 Kabat 등에 의해 정의

된 CDR에 있어서, 프레임워크 영역 1은 아미노산 1-30을 포함하는 가변 영역의 도메인에 상응하고; 프레임워크

영역 2는 아미노산 36-49를 포함하는 가변 영역의 도메인에 상응하고; 프레임워크 영역 3은 아미노산 66-94를

포함하는 가변 영역의 도메인에 상응하고, 프레임워크 영역 4는 아미노산 103에서 가변 영역의 끝까지의 가변

영역의 도메인에 상응한다.  경쇄에 대한 프레임워크 영역은 각각의 경쇄 가변 영역 CDR에 의해 유사하에 분리

된다.  유사하게, Chothia 등 또는 McCallum 등에 의한 CDR의 정의를 사용하여 프레임워크 영역 경계는 위에 기

재된 바와 같이 각각의 CDR  말단에 의해 분리된다.  바람직한 구체예에서 CDR은 Kabat에 의해 정의된 바와

같다.

자연 발생 항체에서, 각각의 단량체 항체에 존재하는 여섯 개의 CDR은 항체가 수성 환경에서 삼차원 배열을 취[0071]

할 때 항원 결합 부위를 형성하도록 특이적으로 위치하는 아미노산의 짧은 비인접 서열이다.  중쇄 및 경쇄 가

변 도메인의 나머지는 아미노산 서열에서 더 작은 분자간 변동성을 나타내며 프레임워크 영역으로 지칭된다.

프레임워크 영역은 주로 β-시트 입체형태를 채택하고 CDR은 β-시트 구조를 연결하고 일부 경우에는 이의 일부

를 형성하는 루프를 형성한다.  따라서, 이들 프레임워크 영역은 사슬간 비공유성 상호작용에 의해 정확한 배향

으로 여섯 개의 CDR을 위치시키는 스캐폴드를 형성하도록 작용한다.  위치 지정된 CDR에 의해 형성된 항원 결합

부위는 면역반응성 항원에서 에피토프에 상보적인 표면을 한정한다.  이러한 상보적인 표면은 면역반응성 항원

에피토프에 대한 항체의 비공유 결합을 촉진한다.  CDR의 위치는 당업자에 의해 용이하게 식별될 수 있다.

본원에 사용된 용어 "단편"은 온전한 또는 완전한 항체 또는 항체 사슬보다 더 적은 아미노산 잔기를 포함하는[0072]

항체  또는  항체  사슬의  일부  또는  부분를  지칭한다.   용어  "항원-결합  단편"은  항원에  결합하거나  항원

결합(즉, TIGIT에 대해 특이적인 결합)을 위해 온전한 항체와(즉, 이들이 유래한 온전한 항체와) 경쟁하는 면역

글로불린 또는 항체의 폴리펩타이드 단편을 지칭한다.  본원에 사용된 용어 항체 분자의 "단편"은 항체의 항원-

결합 단편, 예를 들어, 항체 경쇄 가변 도메인(VL), 항체 중쇄 가변 도메인(VH), 단쇄 항체(scFv), F(ab')2 단

편, Fab 단편, Fd 단편, Fv 단편 및 단일 도메인 항체 단편(DAb)을 포함한다.  단편은, 예를 들어, 온전한 또는

완전한 항체 또는 항체 사슬의 화학적 또는 효소적 처리를 통해 또는 재조합 수단에 의해 획득될 수 있다. 

본원에서 사용된 용어 "결합가(valency)"는 폴리펩타이드에서 잠재적인 표적 결합 부위의 수를 지칭한다.  각각[0073]

의 표적 결합 부위는 하나의 표적 분자 또는 표적 분자의 특정 부위에 특이적으로 결합한다.  폴리펩타이드가

하나 초과의 표적 결합 부위를 포함하는 경우, 각각의 표적 결합 부위는 동일하거나 상이한 분자에 특이적으로

결합할 수 있다 (예를 들어, 상이한 리간드 또는 상이한 항원, 또는 동일한 항원상의 상이한 에피토프에 결합할

수 있다).  대상 결합 분자는 TIGIT에 특이적인 적어도 하나의 결합 부위를 갖는다.  

본원에 사용된 용어 "특이성"은 주어진 표적, 예를 들어 TIGIT에 결합하는 (예를 들어, 면역 반응하는) 능력을[0074]

지칭한다.  폴리펩타이드는 단일특이성이고 한 표적에 특이적으로 결합하는 하나 이상의 결합 부위를 포함할 수

있거나, 폴리펩타이드는 다중특이성이고 동일한 또는 상이한 표적에 특이적으로 결합하는 둘 이상의 결합 부위

를 포함할 수 있다.  한 구체예에서, 본 발명의 항체는 하나 초과의 표적에 대해 특이적이다.  예를 들어, 한

구체예에서, 본 발명의 다중특이적 결합 분자는 TIGIT 및 제2 표적 분자에 결합한다. 이와 관련해서, 제2 표적

분자는 TIGIT 이외의 분자이다.  

본원에서 사용된 폴리펩타이드에 대한 용어 "합성"은 자연 발생하지 않는 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩타이[0075]
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드를 포함한다.  예를 들어, 자연 발생하지 않는 폴리펩타이드는 자연 발생하는 폴리펩타이드의 변형된 형태이

거나 (예를 들어, 첨가, 치환 또는 결실과 같은 돌연변이를 포함) 자연에서는 자연적으로 연결되지 않는 (자연

발생하거나 자연 발생하지 않을 수 있는) 제2 아미노산 서열에 아미노산의 선형 서열에서 연결된 (자연 발생하

거나 자연 발생하지 않을 수 있는) 제1 아미노산 서열을 포함한다.  

본원에서 사용된 용어 "엔지니어링된(engineered)"은 합성 수단에 의한 (예를 들어 재조합 기법, 시험관내 펩타[0076]

이드 합성에 의한, 펩타이드의 효소적 또는 화학적 커플링 또는 이들 기법의 일부 조합에 의한) 핵산 또는 폴리

펩타이드의 분자의 조작을 포함한다.  바람직하게는, 본 발명의 항체는 하나 이상의 특성, 예컨대 항원 결합,

안정성/반감기 또는 이펙터 기능을 개선하도록 엔지니어링되었다. 

본원에 사용된 용어 "변형된 항체"는 자연 발생하지 않도록 변경된 항체의 합성 형태, 예를 들어, 적어도 두 개[0077]

의 중쇄 부분을 포함하지만 두 개의 완전한 중쇄를 포함하지 않는 항체 (예컨대, 도메인 결실 항체 또는 미니바

디); 둘 이상의 상이한 항원 또는 단일 항원상의 상이한 에피토프에 결합하도록 변경된 다중특이성 형태의 항체

(예를 들어, 이중특이성, 삼중특이성 등); scFv 분자에 연결된 중쇄 분자 등을 포함한다.  ScFv 분자는 당해 분

야에서 공지이고, 예를 들어 미국 특허 제5,892,019호에 설명된다.  또한, 용어 "변형된 항체"는 다중결합가 형

태의 항체(예를 들어, 3가, 4가 등, 동일한 항원의 셋 이상의 카피에 결합하는 항체)를 포함한다.  다른 구체예

에서, 본 발명의 변형된 항체는 CH2 도메인이 결여된 적어도 하나의 중쇄 부분을 포함하고 수용체 리간드 쌍의

한 멤버의 결합 부분을 포함하는 폴리펩타이드의 결합 도메인을 포함하는 융합 단백질이다.

용어 "변형된 항체"는 또한 본 발명의 TIGIT 항체의 아미노산 서열 변이체를 지칭하도록 본원에서 사용될 수 있[0078]

다.  본 발명의 TIGIT 항체는 그것이 유래된 TIGIT 항체와 비교하여 아미노산 서열이 다른 변이 TIGIT 항체를

생성하도록 변형될 수 있음이 당업자에게 이해될 것이다.  예를 들어, "비필수" 아미노산 잔기에서 보존성 치환

또는 변화를 유발하는 뉴클레오타이드 또는 아미노산 치환이 (예를 들어, CDR 및/또는 프레임워크 잔기에서) 이

루어질 수 있다.  아미노산 치환은 하나 이상의 아미노산을 자연 발생하는 또는 비천연 아미노산으로 대체하는

것을 포함할 수 있다. 

"항체 단편"은 전장 항체의 일부, 일반적으로 항원 결합 또는 이의 가변 도메인를 포함한다.  항원 결합 항체[0079]

단편의 예는 Fab, Fab', F(ab')2, 이중특이적 Fab's 및 Fv 단편, 디아바디(diabody), 선형 항체, 단쇄 항체 분

자, 단쇄 가변 단편(scFv) 및 항체 단편으로부터 형성된 다중특이성 항체를 포함한다 (Holliger and Hudson,

Nature Biotechnol. 23:1126-1136, 2005 참조, 이의 내용은 본원에 참조로 포함된다).  

본원에 사용된 용어 "친화도 변이체"는 본 발명의 참조 TIGIT 항체와 비교하여 아미노산 서열에서 하나 이상의[0080]

변화를 나타내는 변이 항체를 지칭하며, 여기서 친화도 변이체는 참조 항체와 비교하여 TIGIT에 대해 변경된 친

화도를 나타낸다.  바람직하게는 친화도 변이체는 참조 TIGIT 항체와 비교하여 TIGIT에 대해 개선된 친화도를

나타낼 것이다.  개선은 TIGIT에 대한 더 낮은 KD 또는 TIGIT에 대한 더 느린 오프-레이트(off-rate)로서 명백

할 수 있다.  친화도 변이체는 전형적으로, 참조 TIGIT 항체와 비교하여 CDR에서 하나 이상의 아미노산 서열 변

화를 나타낸다.  그러한 치환은 CDR에서 주어진 위치에 존재하는 원래 아미노산을 자연 발생하는 아미노산 잔기

또는 자연 발생하지 않는 아미노산 잔기일 수 있는 상이한 아미노산 잔기로 대체하는 것을 야기할 수 있다.  아

미노산 치환은 보존성 또는 비보존성일 수 있다.  

본원에 사용된 용어 "친화도" 또는 "결합 친화도"는 항체 결합의 맥락에서 당해 분야의 통상적인 의미에 기초하[0081]

여 이해되어야 하고, 항체 또는 이의 항원 결합 단편에서 항원과 결합 부위 사이의 결합의 강도 및/또는 안정성

을 반영한다. 

본원에 제공된 항-TIGIT 항체는 인간 TIGIT에 대한 높은 친화도 결합을 특징으로 한다.  TIGIT에 대한 결합 친[0082]

화도는 당업자에게 공지인 표준 기술을 사용하여 평가될 수 있다.  

결합 친화도는 또한 특정 항체에 대한 해리 상수 또는 KD로 표현될 수 있다. KD 값이 더 작을수록, 항체와 이의[0083]

표적 항원 사이의 결합 상호작용이 더 강해진다. 한 구체예에서, 정의된 VH/VL 쌍을 포함하는 Fab 클론의 결합

친화도는 당해 분야에 공지인 방법을 사용하여, 예를 들어 ForteBio™ 시스템에 의해, MSD-용액 평형 적정(SE

T)에 의해, 또는 표면 플라즈몬 공명에 의해, 예를 들어 첨부된 실시예에 기재된 바와 같이 Biacore™ 시스템을

사용하여 평가될 수 있다.  본 발명에 따른 항체의 Fab 단편은 전형적으로 1x10
-10

 내지 5x 10
-8
 M, 임의로 7

x10
-10  

내지 4 x 10
-8
 M 범위의, ForteBio™에 의해 측정된 TIGIT에 대한 KD 를 나타낸다.  이 범위 내의 KD는

Fab 및 상응하는 2가 mAb가 hTIGIT에 대한 높은 친화도 결합을 나타낸다는 지시로 간주될 수 있다.  언급된 범
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위 내의 hTIGIT에 대한 KD를 (개별적으로) 나타내는 두 개의 Fabs를 포함하는 2가 mAbs가 또한 hTIGIT에 대한

높은 친화도 결합을 나타내는 것으로 간주된다. 1 x 10
-11
 내지 5 x 10

-9
, 임의로 2 x 10

-11
 내지 1 x 10

-9
 범위의

MSD KD는 hTIGIT에 대한 높은 친화도 결합의 지시로 간주될 수 있다. 본 발명에 따른 항체의 Fab 단편은 전형적

으로 1x10
-10
 M 내지 1x 10

-9
 M, 임의로 1 x10

-10
 내지 7x10

10
, 임의로 2 x10

-10
 내지 7x 10

-10
 M 범위의, Biacore™

에 의해 측정된 TIGIT에 대한 KD를 나타낸다.  이 범위 내의 KD는 Fab 및 상응하는 2가 mAb가 hTIGIT에 대한 높

은 친화도 결합을 나타낸다는 지시로 간주될 수 있다.

인간 TIGIT에 대한 결합 친화도는 또한 첨부된 실시예에 기재된 바와 같이 세포-기반 시스템을 사용하여 평가될[0084]

수 있으며, 여기서 mAbs는 예를 들어 ELISA 또는 흐름 세포측정법을 사용하여 포유류 세포(TIGIT를 발현하는 세

포주 또는 생체외 세포)에 대한 결합에 대해 테스트된다. TIGIT에 대한 높은 친화도는, 예를 들어, 실시예 10에

기재된 것과 같은 흐름 세포측정(예를 들어 FACS) 분석에 의해 0.5 nM 이하의 EC50으로 표시될 수 있다. 특정한

구체예에서, 본 발명의 항체는 0.5 nM 이하, 임의로 0.2 nM 이하의 세포 결합 EC50을 나타낸다. EC50으로 표현된

친화도의  세포-기반 결정은  바람직하게는  hTIGIT를  발현하는  Jurkat  세포  또는  인간  말초  혈액  단핵  세포

(peripheral blood mononuclear cell, PBMC)의 일차 CD8 T 세포를 사용하여 결정된다.

본원에서 사용된 "Treg 세포" 또는 단순하게 "Treg"는 조절 CD4+ T 세포 - 즉, 통상적 T 세포(CD8 또는 CD4 T[0085]

세포)의 이펙터 기능(들)을 감소시키는 T 세포를 지칭한다. Treg는 당해 분야에 공지인 방법에 따라, 예를 들어

높은 수준의 CD25를 발현하고 낮은 수준의 CD127를 발현하거나 이것이 부재하는 CD4 세포를 식별하는 흐름 세포

측정법을 사용하여 식별될 수 있다.

위에 요약된 바와 같이, 본 발명은, 적어도 부분적으로, TIGIT에 결합하는 항체 및 이의 항원 결합 단편에 관한[0086]

것이다.  본 발명에 따른 TIGIT 항체 및 항체 단편의 특성 및 특징이 이제 보다 상세하게 설명될 것이다.  

항-TIGIT 항체[0087]

한 양태에서, 본 발명은 인간 TIGIT에 결합하고, 도 1에 나타나는 HCDR1, HCDR2 및 HCDR3 서열로부터 선택된 중[0088]

쇄 CDR1(HCDR1), 중쇄 CDR2(HCDR2) 및 중쇄 CDR3(HCDR3)을 포함하는 중쇄 가변 도메인을 포함하며, 도 2에 나

타나는 LCDR1, LCDR2 및 LCDR3 서열로부터 선택된 경쇄 CDR1(LCDR1), 경쇄 CDR2(LCDR2) 및 경쇄 CDR3(LCDR3)을

포함하는 경쇄 가변 도메인을 추가로 포함하는 단리된 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 제공한다. 즉, 본 발명

은 단리된 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 제공하고 이는 인간 TIGIT에 결합하고 중쇄 CDR1(HCDR1),  중쇄

CDR2(HCDR2) 및 중쇄 CDR3(HCDR3)을 포함하는 중쇄 가변 도메인을 포함하며, 여기서:

(i) HCDR1은 서열 번호: 1, 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 31, 34, 37, 40, 43, 271, 274 및 277로 이루[0089]

어진 군으로부터 선택되고;

(ii) HCDR2는 서열 번호: 2, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 23, 26, 29, 32, 35, 38, 41, 44, 272, 275 및 278로 이[0090]

루어진 군으로부터 선택되고;

(iii) HCDR3은 서열 번호: 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 42, 45, 273, 276 및 279로 이[0091]

루어진 군으로부터 선택되고;

경쇄 CDR1(LCDR1), 경쇄 CDR2(LCDR2) 및 경쇄 CDR3(LCDR3)을 포함하는 경쇄 가변 도메인을 추가로 포함하고,[0092]

여기서

(iv) LCDR1은 서열 번호: 46, 49, 52, 55, 58, 61, 64, 67, 70, 73, 76, 79, 82, 85, 88, 283, 286 및 289로[0093]

이루어진 군으로부터 선택되고;

(v) LCDR2는 서열 번호: 47, 50, 53, 56, 59, 62, 65, 68, 71, 74, 77, 80, 83, 86, 89, 284, 287 및 290으로[0094]

이루어진 군으로부터 선택되고; 및

(vi) LCDR3은 서열 번호: 48, 51, 54, 57, 60, 63, 66, 69, 72, 75, 78, 81, 84, 87, 90, 285, 288 및 291로[0095]

이루어진 군으로부터 선택된다.

항원(인간 TIGIT)에 대한 결합 부위를 형성하기 위하여 VL 도메인과 쌍을 이루는 VH 도메인을 포함하는 임의의[0096]

주어진 항-TIGIT 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 6 CDR: 가변 중쇄 CDR3(HCDR3), 가변 중쇄 CDR2(HCDR2), 가

변 중쇄 CDR1(HCDR1), 가변 경쇄 CDR3(LCDR3), 가변 경쇄 CDR2(LCDR2) 및 가변 경쇄 CDR1(LCDR1)의 조합을 포
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함할 것이다.  비록 위에 나열된 CDR 서열 군으로부터 선택된 6 CDR의 여러 상이한 조합이 허용될 수 있기는 하

지만, 본 발명의 범위 내에서, 6 CDR의 특정한 조합이 특히 바람직하다; 이들은 인간 TIGIT에 대한 높은 친화도

결합을 나타내는 단일 mAb  내의 "천연" 조합이다.  특정한 구체예에서 항체 또는 항원 결합 단편은 HCDR1,

HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 및 LCDR3의 조합을 포함하고, 여기서 조합은 도 1의 각 항체의 HCDR와 함께 도 2

의 상응하는 항체의 LCDR에 의해 형성된 조합의 군으로부터 선택된다. 

즉, 특정한 구체예에서 항체 또는 항원 결합 단편은 HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 및 LCDR3의 조합을 포[0097]

함하고, 여기서 조합은 다음으로 이루어진 군으로부터 선택된다:

(i) 서열 번호:1을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:2를 포함하는 HCDR2, 서열 번호:3을 포함하는 HCDR3, 서열 번[0098]

호:46을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:47을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:48을 포함하는 LCDR3;

(ii)  서열 번호:4를 포함하는 HCDR1,  서열 번호:5를 포함하는 HCDR2,  서열 번호:6을 포함하는 HCDR3,  서열[0099]

번호:49를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:50을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:51을 포함하는 LCDR3;

(iii) 서열 번호:7을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:8을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:9를 포함하는 HCDR3, 서열 번[0100]

호:52를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:53을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:54를 포함하는 LCDR3;

(iv) 서열 번호:10을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:11을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:12를 포함하는 HCDR3, 서열[0101]

번호:55를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:56을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:57을 포함하는 LCDR3;

(v) 서열 번호:13을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:14를 포함하는 HCDR2, 서열 번호:15를 포함하는 HCDR3, 서열 번[0102]

호:58을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:59를 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:60을 포함하는 LCDR3;

(vi) 서열 번호:16을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:17을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:18을 포함하는 HCDR3, 서열[0103]

번호:61을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:62를 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:63을 포함하는 LCDR3;

(vii) 서열 번호:19를 포함하는 HCDR1, 서열 번호:20을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:21을 포함하는 HCDR3, 서열[0104]

번호:64를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:65를 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:66을 포함하는 LCDR3;

(viii) 서열 번호:22를 포함하는 HCDR1, 서열 번호:23을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:24를 포함하는 HCDR3, 서[0105]

열 번호:67을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:68을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:69를 포함하는 LCDR3;

(ix) 서열 번호:25를 포함하는 HCDR1, 서열 번호:26을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:27을 포함하는 HCDR3, 서열[0106]

번호:70을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:71을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:72를 포함하는 LCDR3;

(x) 서열 번호:28을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:29를 포함하는 HCDR2, 서열 번호:30을 포함하는 HCDR3, 서열 번[0107]

호:73을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:74를 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:75를 포함하는 LCDR3;

(xi) 서열 번호:31을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:32를 포함하는 HCDR2, 서열 번호:33을 포함하는 HCDR3, 서열[0108]

번호:76을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:77을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:78을 포함하는 LCDR3;

(xii) 서열 번호:34를 포함하는 HCDR1, 서열 번호:35를 포함하는 HCDR2, 서열 번호:36을 포함하는 HCDR3, 서열[0109]

번호:79를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:80을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:81을 포함하는 LCDR3;

(xiii) 서열 번호:37을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:38을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:39를 포함하는 HCDR3, 서[0110]

열 번호:82를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:83을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:84를 포함하는 LCDR3;

(xiv) 서열 번호:40을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:41을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:42를 포함하는 HCDR3, 서열[0111]

번호:85를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:86을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:87을 포함하는 LCDR3;

(xv) 서열 번호:43을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:44를 포함하는 HCDR2, 서열 번호:45를 포함하는 HCDR3, 서열[0112]

번호:88을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:89를 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:90을 포함하는 LCDR3;

(xvi) 서열 번호:271을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:272를 포함하는 HCDR2, 서열 번호:273을 포함하는 HCDR3,[0113]

서열 번호:283을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:284를 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:285를 포함하는 LCDR3;

(xvii) 서열 번호:274를 포함하는 HCDR1, 서열 번호:275를 포함하는 HCDR2, 서열 번호:276을 포함하는 HCDR3,[0114]

서열 번호:286을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:287을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:288을 포함하는 LCDR3;

(xviii) 서열 번호:277을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:278을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:279를 포함하는 HCDR3,[0115]

서열 번호:289를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:290을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:291을 포함하는 LCDR3.
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특정한 구체예에서 항체 또는 항원 결합 단편은 서열 번호: 211, 213, 215, 217, 219, 221, 223, 225, 227,[0116]

229, 231, 233, 235, 237, 239, 327, 329 및 331로 이루어진 군으로부터 선택되는 아미노산 서열 및 이에 대해

적어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변 도메인을 포함하

고; 서열 번호: 212, 214, 216, 218, 220, 222, 224, 226, 228, 230, 232, 234, 236, 238, 240, 328, 330 및

332의 아미노산 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 아미노산 서열 및 이에 대해 적어도 90%, 95%, 97%, 98%

또는 99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변 도메인을 임의로 포함한다.

비록 위에 나열된 VH 및 VL 도메인 서열 군으로부터 선택된 VH 도메인 및 VL 도메인의 모든 가능한 쌍이 허용될[0117]

수 있기는 하지만, 본 발명의 범위 내에서, 특정 조합 VH 및 VL이 특히 바람직하다; 이들은 인간 TIGIT에 대한

높은 친화도 결합을 나타내는 단일 mAb 내의 "천연" 조합이다.  

특정한 구체예에서 항체 또는 항원 결합 단편은 중쇄 가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인의 조합을 포함하고, 여[0118]

기서 조합은 도 5에서 각각의 항체의 VH, 또는 이에 대해 적어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을

나타내는 아미노산 서열과 함께, 도 5에서 동일한 항체의 VL, 또는 이에 대해 적어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는

99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열에 의해 형성된 조합의 군으로부터 선택된다. 특정한 구체예에서 항

체 또는 항원 결합 단편은 중쇄 가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인의 조합을 포함하고, 여기서 조합은 다음으로

이루어진 군으로부터 선택된다:

(i) 서열 번호:211의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 서열 번호:212의 아미노산 서열을 포함하[0119]

는 경쇄 가변 도메인;

(ii) 서열 번호:213의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 서열 번호:214의 아미노산 서열을 포함하[0120]

는 경쇄 가변 도메인;

(iii) 서열 번호:215의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 서열 번호:216의 아미노산 서열을 포함[0121]

하는 경쇄 가변 도메인;

(iv) 서열 번호:217의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 서열 번호:218의 아미노산 서열을 포함하[0122]

는 경쇄 가변 도메인;

(v) 서열 번호:219의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 서열 번호:220의 아미노산 서열을 포함하[0123]

는 경쇄 가변 도메인;

(vi) 서열 번호:221의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 서열 번호:222의 아미노산 서열을 포함하[0124]

는 경쇄 가변 도메인;

(vii) 서열 번호:223의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 서열 번호:224의 아미노산 서열을 포함[0125]

하는 경쇄 가변 도메인;

(viii) 서열 번호:225의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 서열 번호:226의 아미노산 서열을 포함[0126]

하는 경쇄 가변 도메인;

(ix) 서열 번호:227의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 서열 번호:228의 아미노산 서열을 포함하[0127]

는 경쇄 가변 도메인;

(x) 서열 번호:229의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 서열 번호:230의 아미노산 서열을 포함하[0128]

는 경쇄 가변 도메인;

(xi) 서열 번호:231의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 서열 번호:232의 아미노산 서열을 포함하[0129]

는 경쇄 가변 도메인;

(xii) 서열 번호:233의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 서열 번호:234의 아미노산 서열을 포함[0130]

하는 경쇄 가변 도메인;

(xiii) 서열 번호:235의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 서열 번호:236의 아미노산 서열을 포함[0131]

하는 경쇄 가변 도메인;

(xiv) 서열 번호:237의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 서열 번호:238의 아미노산 서열을 포함[0132]

하는 경쇄 가변 도메인; 

등록특허 10-2731476

- 19 -



(xv) 서열 번호:239의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 서열 번호:240의 아미노산 서열을 포함하[0133]

는 경쇄 가변 도메인;

(xvi) 서열 번호:327의 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변[0134]

도메인 및 서열 번호:328의 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 경쇄

가변 도메인;

(xvii) 서열 번호:329의 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변[0135]

도메인 및 서열 번호:330의 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 경쇄

가변 도메인; 및 

(xviii) 서열 번호:331의 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가[0136]

변 도메인 및 서열 번호:332의 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 경

쇄 가변 도메인.

위에 나열된 특정 VH/VL 조합 각각에 대해, 발명의 범위 내에서, 열거된 VH 도메인 서열에 대해 적어도 90%,[0137]

92%, 95%, 97% 또는 99% 동일한 아미노산 서열을 갖는 VH 도메인을 열거된 VL 도메인 서열에 대해 적어도 90%,

92%, 95%, 97% 또는 99% 동일한 아미노산 서열을 갖는 VL 도메인과 조합하는 것이 또한 허용될 수 있다.  VH 도

메인의 아미노산 서열이 주어진 참조 VH 서열과 100% 미만의 서열 동일성을 나타내는 구체예는, 그럼에도 불구

하고 프레임워크 영역 내의 아미노산 서열 변이를 나타내면서 참조 서열의 HCDR1, HCDR2 및 HCDR3과 동일한 중

쇄 CDR을 포함할 수 있다.  마찬가지로, VL 도메인의 아미노산 서열이 주어진 참조 서열과 100% 미만의 서열 동

일성을 나타내는 구체예는, 그럼에도 불구하고 프레임워크 영역 내의 아미노산 서열 변이를 나타내면서 참조 서

열의 LCDR1, LCDR2 및 LCDR3과 동일한 경쇄 CDR을 포함할 수 있다.

이전 단락 및 본원의 다른 곳에서, 항체/항원 결합 단편의 구조는 (주어진 서열 번호를 갖는) 열거된 참조 서열[0138]

과의 % 서열 동일성 기준으로 정의된다.  이와 관련하여, 두 아미노산 서열 사이의 % 서열 동일성은 최적의 방

식으로 정렬된 이들 두 서열을 비교하여 결정될 수 있고, 비교될 아미노산 서열은 이들 두 서열 사이의 최적의

정렬을 위해 참조 서열에 대한 첨가 또는 결실을 포함할 수 있다.  동일성 백분율은 아미노산 잔기가 두 서열

사이에 동일한 동일 위치의 수를 결정하고, 이러한 동일 위치의 수를 비교 윈도우에서 위치의 총 수로 나누고,

이들 두 서열 사이의 동일성의 백분율을 얻기 위해 얻은 결과에 100을 곱하여 계산된다. 전형적으로, 비교 윈도

우는  비교되는  서열의  전체  길이에  대응한다.   예를  들어,  사이트  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

gorf/bl2.html에서 구할 수 있는 BLAST 프로그램, "BLAST 2 sequences" (Tatusova et al, "Blast 2 sequences

- a new tool for comparing protein and nucleotide sequences", FEMS Microbiol Lett. 174:247-250)를 사용

할 수 있고, 사용되는 파라미터는 기본적으로 제공되는 것이며 (특히 파라미터 "오픈 갭 페널티": 5 및 "확장

갭 페널티": 2에 대해; 선택된 매트릭스는, 예를 들어 프로그램에 의해 제안된 매트릭스 "BLOSUM 62"), 비교될

두 서열 사이의 동일성 백분율은 프로그램에 의해 직접 계산된다.  참조 서열에 대한 쿼리 서열의 서열 동일성

결정은 당업자의 능력 내에 있고 BLAST
TM
와 같은 상업적으로 이용 가능한 분석 소프트웨어를 사용하여 수행될 수

있다.

특정한 바람직한 구체예에서, 항체 또는 항원 결합 단편은 중쇄 가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인을 포함할 수[0139]

있고 여기서 HCDR1은 서열 번호: 16을 포함하고, HCDR2는 서열 번호: 17을 포함하고, HCDR3은 서열 번호: 18을

포함하고, LCDR1은 서열 번호: 61을 포함하고, LCDR2는 서열 번호: 62를 포함하고, LCDR3은 서열 번호: 63을 포

함한다. 

그러한 특정한 구체예에서, 중쇄 가변 도메인은 서열 번호: 221로 나타나는 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어[0140]

도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열을 포함할 수 있고, 경쇄 가변 도메인은

서열 번호: 222로 나타나는 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을

나타내는 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 그러한 특정한 구체예에서, 중쇄 가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인

은 본원에 제공된 항체 31282의 VH 및 VL 도메인이다.

본원에 제공된 항체 31282는 항체 29489로부터 유래된다.  항체 31282는 VH FR4 영역 중의 아미노산 116에서의[0141]

M-T 치환에 의해 29489로부터 생성되었다. 이러한 치환은 항체의 잠재적 산화 부위를 제거함으로써 기능에 영향

을 미치지 않으면서 안정성을 개선하는 것으로 이해된다. 따라서 항체 31282 및 29489는 프레임워크만이 상이한

동일한 HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 및 LCDR3 서열을 공유한다. 

따라서, 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편의 특정한 구체예에서, 중쇄 가변 도메인은 서열 번호: 219로 나타[0142]
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난 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열

을 포함할 수 있고, 경쇄 가변 도메인은 서열 번호: 220으로 나타난 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90%,

95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 그러한 특정한 구체예에서,

중쇄 가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인은 본원에 제공된 항체 29489의 VH 및 VL 도메인이다.

VH 도메인의 아미노산 서열이 서열 번호: 221 또는 219로 나타난 서열과 100% 미만의 서열 동일성을 나타내는[0143]

구체예는 그럼에도 불구하고 프레임워크 영역 내의 아미노산 서열 변이를 나타내면서 서열 번호:221 및 219의

HCDR1, HCDR2 및 HCDR3(각각 서열 번호:16, 17 및 18)과 동일한 중쇄 CDR을 포함할 수 있다.  마찬가지로, VL

도메인의 아미노산 서열이 서열 번호: 222 또는 220으로 나타난 서열과 100% 미만의 서열 동일성을 나타내는 구

체예는 그럼에도 불구하고 프레임워크 영역 내의 아미노산 서열 변이를 나타내면서 서열 번호:222 및 220의

LCDR1, LCDR2 및 LCDR3(각각 서열 번호:61, 62 및 63)과 동일한 경쇄 CDR을 포함할 수 있다.

본원에 기재되고 도 1-5에 제시된 서열을 갖는 예시적인 TIGIT 항체는 5 개의 모항체 클론으로부터 개발되었다.[0144]

표 2는 본원에 기재된 항체의 계통을 요약한다. 나이브 모 인간 항-TIGIT 항체는 효모에서 발현되었고, TIGIT에

대해 높은 기능적 활성을 나타내는 것이 선택되고 (회색 행, 26…으로 명명됨), 친화도 성숙을 겪었다. 선택된

친화도-성숙 항체는 이후 포유류 세포에서 발현되었다 (각각의 모 아래의 백색 행, 29… 또는 3…으로 명명됨).

또한, 항체 31282가 VH FR4 영역의 아미노산 116에서 M-T 치환에 의해 29489로부터 생성되었다. 이러한 치환은

항체의 잠재적 산화 부위를 제거함으로써 기능에 영향을 미치지 않으면서 안정성을 개선하는 것으로 이해된다.

또한, 항체 31288이 VH FR1 영역의 아미노산 2에서 V-L 치환에 의해 그리고 VH FR4 영역의 아미노산 120에서 M-

T 치환에 의해 29494로부터 생성되었다. V-L 치환은 VH4-39 생식계열의 서열 및 M-T 치환을 복원하여 항체의 잠

재석 산화 부위를 제거함으로써 기능에 영향을 미치지 않으면서 안정성을 개선하는 것으로 이해된다. 

표 2[0145]

[0146]

2세대 항체는 각각의 모항체보다 더 높은 친화도를 나타낸다.[0147]

특정한 구체예에서, 본 발명은 VH 도메인이 VH3-07, VH3-30, VH1-46, VH4-0B, VH4-39, VH1-69, VH3-09, VH3-[0148]

33, VH3-30로부터 선택된 인간 V 영역 생식계열 서열로부터 유래하는 항-TIGIT 항체 또는 이의 항원 결합 단편

을 제공한다. 특정한 바람직한 구체예에서, 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 인간 V 영역 생식계열 VH1-46으로

부터 유래한 VH 도메인을 포함한다. 

중쇄 가변 영역의 서열이 다른 어떤 것보다 주어진 생식계열로부터 유래할 가능성이 더 높을 경우, VH 도메인은[0149]

특정 V 영역 생식계열 서열에서 "유래된다".
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 TIGIT 에피토프[0150]

본 발명은 또한 잔기 Q56 및 I109를 포함하는 에피토프에서 인간 TIGIT에 결합하는 항체 또는 이의 항원 결합[0151]

단편을 제공한다. 특정한 구체예에서, 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 적어도 잔기 Q56, N58 및 I109에서 인

간 TIGIT에 결합한다. 특정한 구체예에서, 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 잔기 Q56, N58 및 I109 및 임의로

잔기 E60, I68, L73 및 H76 중 하나 이상을 포함하는 에피토프에서 인간 TIGIT에 결합한다. 특정한 구체예에서,

항체 또는 이의 항원 결합 단편은 잔기 Q56, N58, E60, I68, L73, H76 및 I109를 포함하는 에피토프에서 인간

TIGIT에 결합한다.

특정한 구체예에서, 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 TIGIT 잔기 Q56, N58, E60, I68, L73, H76 및 I109로 이[0152]

루어진 에피토프에서 인간 TIGIT에 결합한다. 특정한 구체예에서, 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 항체 31282

로서 동일한 에피토프에 결합한다. 

항체 또는 항원 결합 단편이 지시된 TIGIT 잔기를 포함하는 인간 TIGIT의 에피토프에 결합하는 경우, 항체는 이[0153]

들 잔기 각각 및 임의로 TIGIT의 다른 잔기에 결합한다. 항체 또는 항원 결합 단편이 TIGIT 잔기 Q56, N58,

E60, I68, L73, H76 및 I109로 이루어진 인간 TIGIT의 에피토프에 결합하는 경우, 항체는 이들 잔기 각각에 결

합하고 TIGIT의 다른 잔기에 결합하지 않는다. 

항체 또는 항원 결합 단편은 TIGIT에 결합 시 지시된 TIGIT 아미노산 잔기(들)에 접촉하는 경우 주어진 에피토[0154]

프에서  인간  TIGIT에  결합한다.  본원에서  사용된  바와  같이,  항체-TIGIT  결합에  의해  형성된  단백질

복합체에서, 잔기가 다음 기준 각각을 충족시키는 경우, 항체는 TIGIT 잔기와 접촉한다: (i) 0.3 kcal/mol 초과

의 계산된 결합 자유 에너지 기여를 갖는다, (ii) X-선 구조에서 모든 잔기의 평균 B-인자보다 낮은 실험 평균

B-인자를 갖는다, (iii) 4.0 옹스트롬 이하의 거리에서 항체 원자와의 적어도 3 쌍의 중원자 원자간 접점을 만

든다, (iv) 용매 노출된 수소 결합 또는 이온성 상호작용만을 하지 않는다, (v) 비방향족 극성 잔기(Asn, Gln,

Ser, Thr, Asp, Glu, Lys 또는 Arg)인 경우, 항체와 적어도 하나의 수소 결합 또는 이온성 상호작용을 한다.

결합 자유 에너지의 계산은 당업자의 능력 내에 있을 것이다. 바람직하게는 결합 자유 에너지는 실험적 역장

(empirical  force  field),  바람직하게는  FoldX를  사용하여  계산된다.  FoldX는  당업자에게  익숙할  것이며

http://foldxsuite.crg.eu/에서 공개적으로 입수 가능하다. FoldX를 사용한 결합 자유 에너지의 계산은 또한

Guerois et al. J. Mol. Biol. 2002;320(2):369-87에 설명되며, 이는 본원에 참조로 포함된다. 당업자에게 익

숙한 바와 같이, 중원자는 모두 비수소 원자이다 (C, N, O, S 포함).

따라서, 본 발명은 또한 적어도 잔기 Q56 및 I109에서 인간 TIGIT에 접촉하는 항체 또는 이의 항원 결합 단편을[0155]

제공한다. 특정한 구체예에서, 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 적어도 잔기 Q56, N58 및 I109에서 인간 TIGIT

에 접촉한다. 특정한 구체예에서, 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 적어도 잔기 Q56, N58 및 I109 및 임의로

잔기 E60, I68, L73 및 H76 중 하나 이상에서 인간 TIGIT에 접촉한다. 특정한 구체예에서, 항체 또는 이의 항원

결합 단편은 적어도 잔기 Q56, N58, E60, I68 L73, H76 및 I109에서 인간 TIGIT에 접촉한다. 

그러한 특정한 구체예에서, 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 잔기 Q56, N58, E60, I68, L73, H76 및 I109에서[0156]

만 인간 TIGIT에 접촉한다. 

TIGIT의 어떤 잔기가 항체 또는 항원-결합 단편에 의해 접촉되는지를 결정하는 수단은 당업자에게 익숙하며, 실[0157]

시예 23에 기재된 것과 같은 X-선 결정학을 포함한다. 

본원에 기재된 항체 또는 항원-결합 단편과 동일한 에피토프에 결합하는 단리된 항체 또는 이의 항원 결합 단편[0158]

이 또한 제공된다.

항체 아형[0159]

TIGIT 항체는 VH 도메인 및 VL 도메인이 모두 존재하는 다양한 상이한 구체예를 취할 수 있다.  본원에서 용어[0160]

"항체"는 가장 넓은 의미로 사용되며, 인간 TIGIT 단백질에 대한 적절한 면역학적 특이성을 나타내는 한 단일클

론 항체(전장 단일클론 항체 포함), 다중클론 항체, 다중특이적 항체(예를 들어, 이중특이적 항체)를 포함하지

만 이에 제한되지 않는다.  본원에서 사용된 용어 "단일클론 항체"는 실질적으로 균질한 항체의 집단으로부터

수득된 항체를 지칭하고, 다시 말해서, 집단을 차지하는 개별 항체가 소량으로 존재할 수 있는 가능한 자연 발

생 돌연변이를 제외하고는 동일하다.  단일클론 항체는 고도로 특이적이며, 단일 항원 부위에 대해 지시된다.

또한, 항원상의 상이한 결정인자(에피토프)에 대해 지시된 상이한 항체를 전형적으로 포함하는 통상적인 (다중

클론) 항체 제제와 대조적으로, 각각의 단일클론 항체는 항원상의 단일 결정인자 또는 에피토프에 대해 지시된
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다.  

비제한적 구체예에서, 본원에 제공된 TIGIT 항체는 CH1 도메인 및/또는 CL 도메인을 포함할 수 있고, 이의 아미[0161]

노산 서열은 완전히 또는 실질적으로 인간이다.  TIGIT 항체가 인간 치료 용도에 의도될 경우, 항체의 전체 불

변 영역 또는 이의 적어도 일부가, 완전히 또는 실질적으로 인간 아미노산 서열을 갖는 것이 전형적이다.  그러

므로, CH1 도메인, 힌지 영역, CH2 도메인, CH3 도메인 및 CL 도메인(및 존재할 경우 CH4 도메인) 중 하나 이상

또는 임의의 조합은 이의 아미노산 서열에 대해 완전히 또는 실질적으로 인간일 수 있다.  그러한 항체는 임의

의 인간 동형일 수 있으며, 인간 IgG4 및 IgG1이 특히 바람직하다.  

유리하게는, CH1 도메인, 힌지 영역, CH2 도메인, CH3 도메인 및 CL 도메인(및 존재할 경우 CH4 도메인) 모두[0162]

완전히 또는 실질적으로 인간 아미노산 서열을 가질 수 있다.  인간화 또는 키메라 항체, 또는 항체 단편의 불

변 영역과 관련하여, 용어 "실질적으로 인간"은 인간 불변 영역과의 적어도 90%, 또는 적어도 92%, 또는 적어도

95%, 또는 적어도 97%, 또는 적어도 99%의 아미노산 서열 동일성을 지칭한다.  이와 관련하여 용어 "인간 아미

노산 서열"은 생식계열, 재배열된 및 체세포 돌연변이된 유전자를 포함하는 인간 면역글로불린 유전자에 의해

인코딩된 아미노산 서열을 지칭한다.  그러한 항체는 임의의 인간 동형일 수 있으며, 인간 IgG4 및 IgG1이 특히

바람직하다.  

인간 서열에 대한 하나 이상의 아미노산 첨가, 결실 또는 치환에 의해 변경된 "인간" 서열의 불변 도메인을 포[0163]

함하는 TIGIT 항체가 또한 제공된다.

본원에 제공된 TIGIT 항체는 임의의 동형일 수 있다.  인간 치료 용도로 의도된 항체는 전형적으로 IgA, IgD,[0164]

IgE  IgG, IgM 유형, 흔히 IgG 유형일 것이며, 이 경우에 이들은 네 개의 서브-클래스 IgG1, IgG2a 및 b, IgG3

또는 IgG4 중 어느 것에 속할 수 있다. 이들 서브-클래스 각각에서 Fc 부분 내에서 하나 이상의 아미노산 치환,

삽입 또는 결실을 수행하거나, 예를 들어 Fc-의존적 기능성을 향상시키거나 감소시키기 위한 다른 구조적 변형

을 수행하는 것이 허용된다.  

특정한 바람직한 구체예에서, 본원에 제공된 TIGIT 항체는 IgG 항체이다. 특정한 구체예에서, 본 발명에 따른[0165]

항체는 IgG1 항체이다. 특정한 대안 구체예에서, 본 발명에 따른 항체는 IgG4 항체이다. 

IgG4 항체는 Fab 암 교환(Fab arm exchange, FAE)을 겪는 것으로 알려져 있으며, 이는 IgG4 항체의 예측 불가[0166]

능한 약력학적 특성을 야기할 수 있다. FAE는 힌지 영역에서 S228P 돌연변이에 의해 예방되는 것으로 나타났다

(Silva et al. J Biol Chem. 2015 Feb 27; 290(9): 5462-5469). 그러므로, 본 발명에 따른 항체가 IgG4 항체인

그러한 특정한 구체예에서, 항체는 돌연변이 S228P - 즉, 위치 228(EU 번호부여에 따름)에서 세린에서 프롤린으

로의 돌연변이를 포함한다.

비제한적 구체예에서, 하나 이상의 아미노산 치환, 삽입 또는 결실이 중쇄 및/또는 경쇄의 불변 영역 안, 특히[0167]

Fc 영역 안에서 이루어질 수 있는 것으로 고려된다.  아미노산 치환은 상이한 자연 발생 아미노산 또는 비천연

또는 변형 아미노산으로 치환된 아미노산의 대체를 야기할 수 있다.  예를 들어 (예를 들어 N- 또는 O-연결된

글리코실화 부위의 첨가 또는 결실에 의한) 글리코실화 패턴 변화와 같은 다른 구조적 변형이 또한 허용된다.

TIGIT 항체의 의도된 용도에 따라, Fc 수용체에 대한 결합 특성과 관련하여, 예를 들어 이펙터 기능을 조절하기

위해 본 발명의 항체를 변형시키는 것이 바람직할 수 있다.  

특정한 구체예에서, TIGIT 항체는 주어진 항체 동형, 예를 들어 인간 IgG1의 Fc 영역을 포함할 수 있으며, 이는[0168]

항체 동형과 자연적으로 연관된 하나 이상의 항체 이펙터 기능을 감소시키거나 실질적으로 제거하기 위해 변형

된다. 

본원에서 입증된 바와 같이, 세포 용해 이펙터 기능을 갖는 항체는 Treg 세포 집단 감소에서 효과적일 수 있지[0169]

만, 놀랍게도, 통상적 이펙터 T 세포 집단에 악영향을 미치지 않는다. 이러한 선택성은 항-종양 이펙터 T 세포

를 유지하면서 Treg의 조절 효과의 더 강력한 억제를 허용할 수 있다. 

그러므로, 특정한 대안의 구체예에서, TIGIT 항체는 항체 동형과 자연적으로 연관된 하나 이상의 항체 이펙터[0170]

기능을 유지한다. 예를 들어, 본 발명의 TIGIT 항체는 ADCC 기능성을 유지하는 IgG1 항체일 수 있다. 추가의 구

체예에서, TIGIT 항체는 주어진 항체 동형, 예를 들어 인간 IgG1의 Fc 영역을 포함할 수 있으며, 이는 항체 동

형과 자연적으로 연관된 하나 이상의 항체 이펙터 기능을 향상시키기 위해 변형된다. 이와 관련하여, "항체 이

펙터 기능"은 항체-의존성 세포 독성(ADCC), 보체-의존성 세포 독성(CDC) 및 항체-의존성 세포 포식작용(ADCP)

중 하나 이상 또는 모두를 포함한다.
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특정한 구체예에서 항-TIGIT 항체는 변형된 항체이다. [0171]

특정한 구체예에서 TIGIT에 특이적인 제1 암 및 제2 표적에 특이적인 제2 암을 포함하는 이중특이적 항체가 제[0172]

공된다. 바람직한 구체예에서 제2 표적은 면역 관문 분자이다. 특정한 구체예에서, 제2 표적은 OX40이다. 특정

한 구체예에서, 제2 표적은 ICOS이다. 특정한 구체예에서, 제2 표적은 GITR이다. 특정한 구체예에서, 제2 표적

은 4-1BB이다. 특정한 구체예에서, 제2 표적은 PD-1이다.  특정한 구체예에서, 제2 표적은 PD-L1이다. 특정한

구체예에서, TIGIT에 특이적인 제1 암은 본 발명에 따른 항체의 HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 및 LCDR3

서열의 조합을 포함한다. 특정한 구체예에서 제1 암은 중쇄 가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인을 포함하고 여기

서 HCDR1은 서열 번호: 16을 포함하고, HCDR2는 서열 번호: 17을 포함하고, HCDR3은 서열 번호: 18을 포함하고,

LCDR1은 서열 번호: 61을 포함하고, LCDR2는 서열 번호: 62를 포함하고, LCDR3은 서열 번호: 63을 포함한다.

본원에 개시된 TIGIT 항체와 "교차 경쟁"하는 단일클론 항체 또는 이의 항원-결합 단편은, 본 발명의 TIGIT 항[0173]

체가 결합하는 부위(들)와 동일하거나 이에 중첩되는 부위(들)에서 인간 TIGIT에 결합하는 것이다.  경쟁 단일

클론 항체 또는 이의 항원-결합 단편은, 예를 들어 항체 경쟁 검사에 의해 확인될 수 있다.  예를 들어, 정제된

또는 부분적으로 정제된 인간 TIGIT의 샘플은 고체 지지체에 결합될 수 있다.  이후, 본 발명의 항체 화합물 또

는 이의 항원 결합 단편 및 그러한 본 발명의 항체 화합물과 경쟁할 수 있는 것으로 의심되는 단일클론 항체 또

는 이의 항원-결합 단편이 첨가된다.  두 분자 중 하나가 표지된다. 표지 화합물 및 비표지 화합물이 TIGIT상의

분리된 별개의 부위에 결합하는 경우, 표지 화합물은 의심되는 경쟁 화합물물이 존재하는지에 관계 없이 동일한

수준으로  결합할  것이다.   그러나,  상호작용  부위가  동일하거나  중첩되는  경우,  비표지  화합물이  경쟁할

것이며, 항원에 결합된 표지 화합물의 양이 적어질 것이다. 비표지 화합물이 과잉으로 존재하는 경우, 존재한다

면, 매우 적은 표지 화합물이 결합할 것이다.  

본 발명의 목적을 위해, 경쟁 단일클론 항체 또는 이의 항원-결합 단편은 TIGIT에 대한 본 발명의 항체 화합물[0174]

의 결합을 약 50%, 약 60%, 약 70%, 약 80%, 약 85%, 약 90%, 약 95%, 또는 약 99% 감소시키는 것이다.  그러

한 경쟁 검사를 수행하는 절차의 세부 사항은 당해 분야에 공지이며, 예를 들어 Harlow and Lane, Antibodies,

A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1988, 567-569,

1988, ISBN 0-87969-314-2에서 찾을 수 있다.  그러한 검사는 정제된 항체를 사용하여 정량적으로 이루어질 수

있다.  하나의 항체를 자체에 대해 적정하여 표준 곡선이 확립되는데, 즉, 동일한 항체가 표지 및 경쟁자 모두

에 대해 사용된다.  플레이트에 대한 표지 분자의 결합을 억제하는 비표지 경쟁 단일클론 항체 또는 이의 항원-

결합 단편의 능력이 적정된다.  결과를 플로팅하고, 원하는 정도의 결합 억제를 달성하는 데 필요한 농도를 비

교한다.

본 발명의 항체는 TIGIT에 대한 높은 친화도를 나타내고 CD155와 경쟁한다 [0175]

특정한 구체예에서, 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은 인간 TIGIT에 대한 높은 친화도를 나타낸다. 특정한[0176]

구체예에서, 본 발명에 따른 항체의 Fab 단편은 1x10
-10
 내지 5x 10

-8
 M, 임의로 7 x10

-10 
내지 4 x 10

-8 
M 범위의

ForteBio™에 의해 측정된 TIGIT에 대한 KD를 나타낸다. 특정한 구체예에서 본 발명에 따른 항체는 1 x 10
-11
 내

지 5 x 10
-9 

M, 임의로 2 x 10
-11

 내지 1 x 10
-9
 범위의 MSD KD를 나타낸다. 특정한 구체예에서, 본 발명에 따른

항체의 Fab 단편은 1x10
-10

 M 내지 1x 10
-9
 M, 임의로 1 x10

-10
 내지 7x 10

-10
 M, 임의로 2 x10

-10 
내지 7x 10

-10
 M

범위의 Biacore™에 의해 측정된 TIGIT에 대한 KD를 나타낸다.  
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표 3[0177]

[0178]

실시예에서 입증된 바와 같이, 항체 31282는 트랜스제닉 세포에서 발현된 TIGIT에 대해 놀랍게도 높은 친화도를[0179]

나타낸다. 따라서, 특정한 구체예에서, 본원에 제공된 항-TIGIT 항체 또는 항원 결합 단편은 0.5 nM 미만의 인

간 TIGIT에 대한 결합 EC50을 나타낸다. 그러한 바람직한 구체예에서, 항체 또는 항원 결합 단편은 약 0.05 내지

약 0.4 nM, 바람직하게는 약 0.05 내지 약 0.3 nM, 바람직하게는 약 0.05 내지 약 0.2 nM, 바람직하게는 약

0.05 내지 약 0.15 nM의 결합 EC50을 나타낸다. 특정한 바람직한 구체예에서, 항체 또는 항원 결합 단편은 약

0.1  nM의  인간  TIGIT에  대한  결합  EC50을  나타낸다.  바람직한  구체예에서,  항체는  항체  31282의  CDR을

포함한다. 바람직하게는 EC50은 실시예 18에 기재된 바와 같이 인간 TIGIT를 발현하는 Jurkat 세포를 사용하여

결정된다. 특정한 구체예에서, 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은 마우스 TIGIT 및/또는 시노몰구스 TIGIT

와 교차 반응한다. 

"29..." 2세대 항체는 고도로 기능적인 모항체의 친화도 성숙 자손이므로, 모항체와 적어도 유사하거나 동등한[0180]

기능적 특성을 나타낼 것으로 예상되며, 그 반대도 마찬가지이다.

본원에 기재된 바와 같이, 특정한 구체예에서 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은 CD8 T 세포에 의해 발현되[0181]

고 Treg 세포에 의해 발현된 TIGIT에 대해 동등한 친화도를 갖는다. 본원에 사용된 바와 같이, CD8 T 세포에 대

한 친화도가 Treg 세포에 대한 친화도의 0.5-1.5 배의 범위일 경우, 항체 또는 항원 결합 단편은 CD8 T 세포 및

Treg 세포에 대해 "동등한 친화도"를 갖는다. 예를 들어, 0.03 nM의 Treg 세포에 대한 친화도를 나타내는 CD8 T

세포 및 Treg 세포에 대한 동등한 친화도를 갖는 항체는 0.015-0.045nM 범위의 CD8 T 세포에 대한 친화도를 나

타낼 것이다.

표 3은 항-본 발명의 TIGIT 항체의 친화도 특성의 요약을 제공하며, 회색 셀은 모항체 클론을 나타내고, 각 계[0182]

통의 2세대 및 3세대 항체가 각각의 모항체 바로 아래 나타난다 (또한 표 2 참조).

실시예에서 입증된 바와 같이, 항체 31282는 인간 일차 CD8+ T 세포에서 발현된 TIGIT에 대해 놀랍게도 높은 친[0183]

화도를 나타낸다. 따라서, 특정한 구체예에서, 본원에 제공된 항-TIGIT 항체 또는 항원 결합 단편은 0.5 nM 미

만의 인간 TIGIT에 대한 결합 EC50을 나타낸다. 그러한 바람직한 구체예에서, 항체 또는 항원 결합 단편은 약

0.05 내지 약 0.4 nM, 바람직하게는 약 0.1 내지 약 0.3 nM의 결합 EC50을 나타낸다. 특정한 바람직한 구체예에

서, 항체 또는 항원 결합 단편은 약 0.2 nM의 인간 TIGIT에 대한 결합 EC50을 나타낸다. 바람직한 구체예에서,

항체 또는 항원 결합 단편은 항체 31282의 CDR을 포함한다. 바람직하게는 EC50은 실시예 18에 기재된 바와 같이
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인간 PBMC, 바람직하게는 건강한 개체의 CD8+ T 세포를 사용하여 결정된다.

첨부된 실시예에서 입증된 것과 같이, 특정한 구체예에서 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은 TIGIT-발현[0184]

CD8 T 세포에 대한 높은 친화도 및 TIGIT-발현 Treg 세포에 대한 높은 친화도를 나타낸다. 특정한 구체예에서,

본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은 0.5nM 미만, 바람직하게는 0.3nM 미만, 바람직하게는 0.2nM 미만의 EC50

을 특징으로 하는 TIGIT-발현 CD8 T 세포 및 TIGIT-발현 Treg 세포에 대한 친화도를 나타낸다. 특정한 구체예에

서, 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은 TIGIT-발현 CD8 T 세포 및 TIGIT-발현 Treg 세포에 대해 동등한 친

화도를 나타낸다. 

본  발명에  따른  항체(예를  들어  항체  31282)는  암  환자의  CD8+  T  세포에  대해  놀랍게도  높은  친화도를[0185]

나타낸다. 이는 TIGIT 신호전달의 억제에 의한 암 환자의 T 세포의 이펙터 활성 증가가 더욱 효과적인 종양 제

어를 야기할 수 있기 때문에 특히 유리하다.   따라서, 특정한 구체예에서, 본원에 제공된 항-TIGIT 항체 또는

항원 결합 단편은 암 환자의 인간 CD8+ T 세포에서 인간 TIGIT에 대해 0.5 nM 미만의 결합 EC50을 나타낸다. 그

러한 바람직한 구체예에서, 항체 또는 항원 결합 단편은 약 0.05 내지 약 0.4 nM, 바람직하게는 약 0.1 내지 약

0.3 nM의 결합 EC50을 나타낸다. 특정한 바람직한 구체예에서, 항체 또는 항원 결합 단편은 약 0.1 nM 내지 약

0.2 nM의 인간 TIGIT에 대한 EC50을 나타낸다. 바람직한 구체예에서, 항체 또는 항원 결합 단편은 항체 31282의

CDR을 포함한다. 바람직하게는 EC50은 실시예 18에 기재된 바와 같이 암 환자로부터 취한 PBMC의 CD8+ T 세포를

사용하여 결정된다.

첨부된 실시예에서 입증된 것과 같이, 특정한 구체예에서 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은 TIGIT 결합에[0186]

대해 CD155/PVR와 경쟁한다. 특정한 구체예에서, 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은 0.2nM 이하, 바람직하

게는 0.1nM 이하의 IC50을 특징으로 하는 CD155와의 경쟁을 나타낸다. 특정한 구체예에서, 항체 또는 항원 결합

단편은 약 0.05 nM 이하의 IC50을 특징으로 하는 CD155와의 경쟁을 나타낸다. 특정한 바람직한 구체예에서, 나타

난 IC50은 약 0.05 nM이다. 이론에 얽매이지 않고, TIGIT 결합에 대한 CD155와의 항체의 경쟁은 CD155-유도된

TIGIT-매개 신호전달의 수준을 감소시켜, 이펙터 T 세포 활성화의 수준을 증가시킬 것으로 예상된다.

본 발명은 본원에 기재된 항체의 "친화도 변이체"를 추가로 제공한다. [0187]

본 발명은 또한 인간 TIGIT에 대한 결합에 대해 본원에 기재된 항체 또는 항원-결합 단편과 교차 경쟁하는 단리[0188]

된 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 제공한다.

본 발명의 항체는 전-염증성 T 세포 활성을 촉진한다[0189]

본 발명에 따른 항체(예를 들어 항체 31282)는 CD8+ T 세포의 전-염증성 활성 촉진에서 놀랍게도 효과적이다.[0190]

실시예에서 입증된 바와 같이, 본 발명에 따른 항체 또는 항원 결합 단편(특히 31282)은 비교기 항-TIGIT 항체

보다 전-염증성 CD8+ T 세포 활성 (IFNg 방출에 의해 지시됨) 촉진에 더욱 효과적이다 (도 24 참조). 비교기 항

체에 대한 이러한 개선된 효능은 TIGIT-발현 트랜스제닉 Jurkat 리포터 세포 및 일차 CD8 T 세포에서 입증되었

다. 따라서, 특정한 구체예에서, 본원에 제공된 항-TIGIT 항체 또는 항원 결합 단편은 실시예 19에 기재된 바와

같이 리포터 세포에 의해 발현된 인간 TIGIT에 대해 5 nM 미만의 활성화 EC50을 나타낸다. 그러한 바람직한 구체

예에서, 항체 또는 항원 결합 단편은 약 1 nM 내지 약 4 nM, 바람직하게는 약 2 nM 내지 약 4 nM의 EC50을 나타

낸다. 

특정한 구체예에서, 본원에 제공된 항-TIGIT 항체 또는 항원 결합 단편은 실시예 19에 기재된 바와 같이 건강한[0191]

개체의 CD8 T 세포에 대해 0.4 nM 미만의 활성화 EC50을 나타낸다. CD8 T 세포 활성(즉 전-염증성 활성)은 염증

성 사이토카인(예를 들어 IFNg) 생성에 의해 측정될 수 있다. 그러한 바람직한 구체예에서, 항체 또는 항원 결

합 단편은 약 0.05 nM 내지 약 0.4 nM, 바람직하게는 약 0.1 nM 내지 약 0.2 nM의 EC50을 나타낸다. 바람직하게

는 EC50은 실시예 19에 기재된 바와 같이 건강한 개체로부터 취한 PBMC의 CD8+ T 세포를 사용하여 결정된다.

제공된 항-TIGIT 항체가 감마-델타(γδ 또는 g/d) T 세포(즉 통상적 αβ TCR 서브유닛과 대조적으로 γδ TCR[0192]

서브유닛을 발현하는 T 세포)의 활성 증가에 효과적임이 첨부된 실시예에서 부가적으로 놀랍게도 입증되었다.

그러한 γδ T 세포는 면역 체계의 독특하고 중요한 성분을 형성하고 이들 세포의 활성을 촉진시키는 본원에 제

공된 항체의 능력은 항체의 유용성을 강조한다. 
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따라서, γδ T 세포의 집단을 항-TIGIT 항체와 접촉시키는 것을 포함하는 γδ T 세포 활성을 촉진시키는 방법[0193]

이 본원에 또한 제공된다. 특정한 구체예에서 상기 방법은 시험관내 수행된다. 특정한 구체예에서 상기 방법은

인간 대상에서 생체내 수행된다. 그러한 특정한 구체예에서 인간 대상은 암을 가진다. 특정한 구체예에서 항-

TIGIT 항체 또는 항원 결합 단편은 본 발명에 따른 항체의 HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 및 LCDR3 서열

의 조합을 포함한다. 특정한 구체예에서 항-TIGIT 항체는 중쇄 가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인을 포함하고 여

기서 HCDR1은 서열 번호: 16을 포함하고, HCDR2는 서열 번호: 17을 포함하고, HCDR3은 서열 번호: 18을 포함하

고,  LCDR1은  서열  번호:  61을  포함하고,  LCDR2는  서열  번호:  62를  포함하고,  LCDR3은  서열  번호:  63을

포함한다.

T-REG 세포의 선택적 고갈[0194]

본원에서 입증된 바와 같이, 항-TIGIT 항체는 TIGIT-발현 Treg 세포를 선택적으로 고갈시킬 수 있다. 즉, 항-[0195]

TIGIT 항체는 이펙터 또는 메모리 CD4 또는 CD8 T 세포의 비율을 감소시키는 것보다 T 세포의 전체 집단에 대한

TIGIT-발현 Treg 세포의 비율을 더 큰 정도로 감소시킨다. 

특정한 구체예에서, 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 TIGIT-발현 Treg 세포를 선택적으로 고갈시킨다. [0196]

이러한 TIGIT-발현 Treg 세포의 선택적 고갈은 TIGIT-발현 Treg의 선택적 용해(예를 들어 ADCC 또는 CDC에 의해[0197]

(도 20, 21 및 25 참조)를 통해 매개될 수 있다. TIGIT-발현 Treg는 TIGIT를 발현하지 않는 Treg보다 더 강력

한 조절 세포인 것으로 이해된다. 이론에 얽매이지 않고, TIGIT-발현 Treg 세포의 용해에 의한 선택적 고갈은

Treg 세포의 전체 수를 고갈시키고 또한 더 강력한 조절 기능을 나타내는 Treg 세포를 고갈시켜 T 세포 이펙터

기능(예를 들어 T-세포 매개된 세포독성, 전-염증성 사이토카인 방출)을 증가시키는 것으로 예상된다. 이러한

증가된 T 세포 이펙터 기능은 도 24에서 입증된다.

그러므로, 특정한 구체예에서, 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은 TIGIT-발현 Treg 세포를 선택적으로 용해[0198]

시킨다. 

TIGIT를 발현하는 Treg 세포의 선택적 고갈은 또한 TIGIT 수용체가 더 이상 세포막에서 발현되지 않도록 이의[0199]

내재화를 유도하여 매개될 수 있다. 이론에 얽매이지 않고, TIGIT+  Treg  세포가 TIGIT-  Treg  세포가 되도록

TIGIT 내재화를 유도하여, 이들 세포의 조절 기능은 덜 강력해질 것으로 예상된다 (TIGIT+ Treg가 더 강력한 조

절 세포이기 때문에). 수용체 내재화 및 후속의 이들 Treg의 조절 효능 감소의 결과로, T 세포 이펙터 기능은

증가할 것으로 예상된다. 그러므로, 특정한 구체예에서, 본 발명의 항체 또는 항원 결합 단편은, 바람직하게는

TIGIT-발현 Treg 세포에 의한 TIGIT의 내재화를 유도함으로써, TIGIT-발현 Treg 세포의 억제 활성을 억제한다.

본 발명에 따른 항-TIGIT 항체는 CD8 T 세포 및 Treg 세포에 대해 높은 친화도를 나타내고 또한 Treg 세포의 선[0200]

택적 고갈을 나타내서, 두 가지 메카니즘을 통해 T 세포 이펙터 기능을 촉진시키는 것이 특히 유리하다. 항체

이펙터 기능(예를 들어 ADCC, CDC)의 유지는 Treg의 효과적인 고갈을 야기하고 선택성은 항체 이펙터 기능이 이

펙터 T 세포의 원하지 않는 고갈을 초래하지 않음을 의미한다. 선택성은 특히 놀라운데, 항-TIGIT 항체를 제조

하기 위한 이전의 시도는 TIGIT를 발현하는 이펙터 T 세포의 용해를 피하기 위해 항체 이펙터 기능 제거를 추구

했기 때문이다. 더욱이, 본 발명의 TIGIT 항체가 이펙터 T 세포(예를 들어 CD8 T 세포)에 대한 친화도를 나타내

기 때문에, 이들 세포에서의 TIGIT-매개 신호전달은 CD155 결합에 대한 경쟁 및/또는 이펙터 T 세포에서 TIGIT

의 내재화 유도에 의해 억제될 수 있다. 조합하여, 본 발명의 항체의 이러한 효과는 T 세포 이펙터 기능의 현저

한 상향조절을 야기할 수 있다.

본 발명에 따른 항체 및 항원 결합 단편에 의해 나타나는 추가의 놀라운 유리한 특성은 종양 침윤 림프구(TIL)[0201]

의 T 세포 이펙터 기능(예를 들어 전염증성 사이토카인의 방출)을 증가시키는 것을 포함한다. 종양 미세환경에

대한 노출은 아마도 항원 과다-노출 및/또는 면역억제 종양 미세환경으로 인하여, 무력성(anergic) 또는 소위

 "탈진된(exhausted)" 표현형을 발현하는 TIL을 야기할 수 있다. TIL의 이펙터 기능 향상은 이들 세포가 종양

자체에 침투하고 따라서 종양 크기 또는 성장을 감소시키기에 가장 적합한 장소에 위치된 것이므로 바람직하다;

그러나 많은 TIL의 무력성 또는 탈진된 표현형으로 인해, 이펙터 기능을 강화시키는 것이 어려울 것으로 예상된

다. 그러므로 본 발명의 항체에 노출된 후 TIL의 전염증성 반응 증가는 놀랍고 항체가 특히 효과적인 치료제일

수 있음을 나타낸다.

항체 및 항원 결합 단편에 의해 나타나는 더욱 놀라운 유리한 특성은 감마-델타 (γδ) T 세포의 전-염증성 활[0202]

성을 증가시키는 능력을 포함한다. γδ T 세포와 같은 비통상적 T 세포의 활성을 촉진시키는 능력은 항-TIGIT

항체에 대해 이전에 보고된 바 없으며 γδ T 세포가 중요한 것으로 알려진 암 이외의 질병을 치료할 가능성을
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제공한다. 예를 들어, γδ T 세포는 병원성 감염(세균, 바이러스 (예를 들어 CMV), 진균)에 대한 반응에 관여

하고 또한 자가면역 질병으로부터 보호하는 역할을 하는 것으로 보고되었다. 또한, 비통상적 T 세포의 활성을

촉진시키는 놀라운 능력은 항체의 항-종양 효과에 추가의 효능을 제공한다.

다른 양태에서 T 세포의 집단을 항-TIGIT 항체 또는 이의 항원 결합 단편과 접촉시켜, 항-TIGIT 항체가 Treg 세[0203]

포의 집단을 선택적으로 고갈시키는 것을 포함하는, T 세포의 집단으로부터 Treg 세포를 선택적으로 고갈시키는

방법이 제공된다. 특정한 구체예에서 상기 방법은 시험관내 수행된다. 특정한 구체예에서 상기 방법은 인간 대

상에서 생체내 수행된다. 그러한 특정한 구체예에서 인간 대상은 암을 가진다. 특정한 구체예에서 항-TIGIT 항

체 또는 항원 결합 단편은 본 발명에 따른 항체의 HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 및 LCDR3 서열의 조합을

포함한다. 특정한 구체예에서 항-TIGIT 항체는 중쇄 가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인을 포함하고 여기서 HCDR1

은 서열 번호: 16을 포함하고, HCDR2는 서열 번호: 17을 포함하고, HCDR3은 서열 번호: 18을 포함하고, LCDR1은

서열 번호: 61을 포함하고, LCDR2는 서열 번호: 62를 포함하고, LCDR3은 서열 번호: 63을 포함한다.

첨부된 실시예에서 입증된 것과 같이, 본 발명은 또한 TIGIT 결합에 대해 CD155/PVR과 경쟁하지 않는 항-TIGIT[0204]

항체를 제공한다. 그러므로, 다른 양태에서, 본 발명은 인간 TIGIT 결합에 대해 CD155/PVR과 경쟁하지 않는 인

간 TIGIT 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 제공한다. 그러한 특정한 구체예에서, 본 발명에 따른 CD155 비-경

쟁적 항-TIGIT 항체의 Fab 단편은 5x10
-9
 내지 5x10

-8
 M, 임의로 1x10

-8
 내지 3x10

-8
 M 범위의 ForteBio™에 의해

측정된 TIGIT에 대한 KD를 나타낸다. 

특정한 바람직한 구체예에서, 항체는 중쇄 가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인을 포함할 수 있고 여기서 HCDR1은[0205]

서열 번호: 280을 포함하고, HCDR2는 서열 번호: 281을 포함하고, HCDR3은 서열 번호: 282를 포함하고, LCDR1은

서열 번호: 292를 포함하고, LCDR2는 서열 번호: 293을 포함하고, LCDR3은 서열 번호: 294를 포함한다. 그러한

특정한 구체예에서, 중쇄 가변 도메인은 서열 번호: 333으로 나타나는 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도

90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열을 포함할 수 있고, 경쇄 가변 도메인은 서

열 번호: 334로 나타나는 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 나

타내는 아미노산 서열을 포함할 수 있다.

VH 도메인의 아미노산 서열이 서열 번호: 333으로 나타난 서열과 100% 미만의 서열 동일성을 나타내는 구체예는[0206]

그럼에도 불구하고 프레임워크 영역 내의 아미노산 서열 변이를 나타내면서 서열 번호:333의 HCDR1, HCDR2 및

HCDR3(각각 서열 번호:280, 281 및 282)과 동일한 중쇄 CDR을 포함할 수 있다.  마찬가지로, VL 도메인의 아미

노산 서열이 서열 번호: 334으로 나타난 서열과 100% 미만의 서열 동일성을 나타내는 구체예는 그럼에도 불구하

고 프레임워크 영역 내의 아미노산 서열 변이를 나타내면서 서열 번호:334의 LCDR1, LCDR2 및 LCDR3(각각 서열

번호:292, 293 및 294)과 동일한 경쇄 CDR을 포함할 수 있다. 

특정한 바람직한 구체예에서, 항체는 중쇄 가변 도메인 및 경쇄 가변 도메인을 포함할 수 있고 여기서 HCDR1은[0207]

서열 번호: 353을 포함하고, HCDR2는 서열 번호: 354를 포함하고, HCDR3은 서열 번호: 355를 포함하고, LCDR1은

서열 번호: 356을 포함하고, LCDR2는 서열 번호: 357을 포함하고, LCDR3은 서열 번호: 358을 포함한다. 그러한

특정한 구체예에서, 중쇄 가변 도메인은 서열 번호: 367로 나타나는 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90%,

95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 나타내는 아미노산 서열을 포함할 수 있고, 경쇄 가변 도메인은 서열 번

호: 368로 나타나는 아미노산 서열 또는 이에 대해 적어도 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 서열 동일성을 나타내

는 아미노산 서열을 포함할 수 있다.

VH 도메인의 아미노산 서열이 서열 번호: 367로 나타난 서열과 100% 미만의 서열 동일성을 나타내는 구체예는[0208]

그럼에도 불구하고 프레임워크 영역 내의 아미노산 서열 변이를 나타내면서 서열 번호:367의 HCDR1, HCDR2 및

HCDR3(각각 서열 번호:353, 354 및 355)과 동일한 중쇄 CDR을 포함할 수 있다.  마찬가지로, VL 도메인의 아미

노산 서열이 서열 번호: 368로 나타난 서열과 100% 미만의 서열 동일성을 나타내는 구체예는 그럼에도 불구하고

프레임워크 영역 내의 아미노산 서열 변이를 나타내면서 서열 번호:368의 LCDR1, LCDR2 및 LCDR3(각각 서열 번

호:356, 357 및 358)과 동일한 경쇄 CDR을 포함할 수 있다.

폴리뉴클레오타이드, 벡터 및 발현 시스템[0209]

본 발명은 또한 본 발명의 TIGIT 항체를 인코딩하는 폴리뉴클레오타이드 분자, 또한 세포 또는 무세포 발현 시[0210]

스템에서 항원 결합 폴리펩타이드의 발현을 허용하는 조절 서열 숙주에 작동 가능하게 연결된 본 발명의 TIGIT

항체를 인코딩하는 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 발현 벡터, 및 이러한 발현 벡터를 포함하는 숙주 세포 또

는 무세포 발현 시스템을 제공한다.
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본 발명의 TIGIT 항체를 인코딩하는 폴리뉴클레오타이드 분자는, 예를 들어 재조합 DNA 분자를 포함한다.  본원[0211]

에서 상호 교환적으로 사용된 용어 "핵산", "폴리뉴클레오타이드" 또는 "폴리뉴클레오타이드 분자"는 단일- 또

는 이중-가닥인 임의의 DNA 또는 RNA 분자, 단일-가닥일 경우, 이의 상보성 서열의 분자를 지칭한다.  핵산 분

자 논의에 있어서, 특정 핵산 분자의 서열 또는 구조는 서열을 5'에서 3' 방향으로 제공하는 일반적인 관례에

따라 본원에 기재될 수 있다.  본 발명의 일부 구체예에서, 핵산 또는 폴리뉴클레오타이드는 "단리된다". 이 용

어는, 핵산 분자에 적용될 경우, 그것이 유래한 유기체의 자연 발생 유전체에서 바로 인접한 서열로부터 분리된

핵산 분자를 지칭한다.  예를 들어, "단리된 핵산"은 벡터, 예컨대 플라스미드 또는 바이러스 벡터에 삽입되거

나, 원핵 또는 진핵 세포 또는 비인간 숙주 유기체의 유전체 DNA에 통합된 DNA 분자를 포함할 수 있다.  RNA에

적용될 경우, 용어 "단리된 폴리뉴클레오타이드"는 위에 정의된 바와 같은 단리된 DNA 분자에 의해 인코딩된

RNA 분자를 주로 지칭한다.  대안으로, 상기 용어는 천연 상태(즉, 세포 또는 조직에서)와 관련될 다른 핵산으

로부터 정제/분리된 RNA 분자를 지칭할 수 있다.  단리된 폴리뉴클레오타이드(DNA 또는 RNA)는 생물학적 또는

합성 수단에 의해 직접 생성되고 이의 생성 동안 존재하는 다른 성분으로부터 분리된 분자를 추가로 나타낼 수

있다.

본 발명에 따른 TIGIT 항체의 재조합 생산을 위해, 이를 인코딩하는 재조합 폴리뉴클레오타이드는 (표준 분자[0212]

생물학 기술을 사용하여) 제조되고, 선택된 숙주 세포 또는 무세포 발현 시스템에서의 발현을 위한 복제 가능

벡터에 삽입될 수 있다.  적합한 숙주 세포는 원핵생물, 효모, 또는 고급 진핵생물 세포, 구체적으로 포유류 세

포일 수 있다.  유용한 포유류 숙주 세포주의 예는 SV40에 의해 형질전환된 원숭이 신장 CV1 라인 (COS-7, ATCC

CRL  1651);  인간 배아 신장 라인 (현탁 배양에서 성장을 위해 서브클로닝된 293  또는 293  세포, Graham  et

al., J. Gen. Virol. 36:59-74, 1977); 베이비 햄스터 신장 세포 (BHK, ATCC CCL 10); 중국 햄스터 난소 세포

/-DHFR (CHO, Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216, 1980; 또는 CHO-K1, ATCC CCL-61과 같은

CHO  유도 클론, Kao  and  Puck,  Genetics  of  somatic  mammalian  cells,  VII.  Induction  and  isolation  of

nutritional mutants in Chinese hamster cells, Proc. Natl. Acad. Sci. 60:1275-1281, 1968); 마우스 세르

톨리 세포 (TM4; Mather, Biol. Reprod. 23:243-252, 1980); 마우스 골수종 세포 SP2/0-AG14 (ATCC CRL 1581;

ATCC CRL 8287) 또는 NS0 (HPA 배양 수집 번호 85110503); 원숭이 신장 세포 (CV1 ATCC CCL 70); 아프리카 녹

색 원숭이 신장 세포 (VERO-76, ATCC CRL-1587); 인간 자궁경부 암종 세포 (HELA, ATCC CCL 2); 개 신장 세포

(MDCK, ATCC CCL 34); 버팔로 래트 간 세포 (BRL 3A, ATCC CRL 1442); 인간 폐 세포 (W138, ATCC CCL 75); 인

간 간 세포 (Hep  G2,  HB  8065);  마우스 유선 종양 (MMT  060562,  ATCC  CCL51);  TRI  세포 (Mather  et  al.,

Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68, 1982); MRC 5 세포; FS4 세포; 및 인간 간암 라인 (Hep G2), 또한 DSM의

PERC-6 세포주이다.  이들 숙주 세포 각각에서 사용하기에 적합한 발현 벡터가 또한 당해 분야에서 일반적으로

공지이다.

용어 "숙주 세포"는 일반적으로 배양된 세포주를 지칭함에 유념해야 한다.  본 발명에 따른 항원 결합 폴리펩타[0213]

이드를 인코딩하는 발현 벡터가 도입된 전체 인간은 "숙주 세포"의 정의에서 명백하게 배제된다.

중요한 양태에서, 본 발명은 TIGIT 항체의 발현을 허용하는 조건 하에 TIGIT 항체를 인코딩하는 폴리뉴클레오타[0214]

이드(예를 들어 발현 벡터)를 포함하는 숙주 세포(또는 무세포 발현 시스템)를 배양하는 단계 및 발현된 TIGIT

항체를 회수하는 단계를 포함하는 본 발명의 TIGIT 항체 제조 방법을 또한 제공한다.  이러한 재조합 발현 공정

은 인간 치료 용도에 의도된 단일클론 항체를 포함하여 본 발명에 따른 TIGIT 항체의 대규모 생산에 사용될 수

있다.  생체내 치료 용도에 적합한 재조합 항체의 대규모 제조에 적합한 벡터, 세포주 및 생산 공정이 당해 분

야에서 일반적으로 이용 가능하고 당업자에게 공지일 것이다.

그러므로, 본 발명에 따라 HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 및 LCDR3의 조합을 포함하는 항체 또는 항원 결[0215]

합 단편을 인코딩하는 단리된 폴리뉴클레오타이드 또는 단리된 폴리뉴클레오타이드의 조합이 제공되고, 여기서

조합은 다음으로 이루어진 군으로부터 선택된다:

(i) 서열 번호: 16을 포함하는 HCDR1, 서열 번호: 17을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:18을 포함하는 HCDR3, 서열[0216]

번호:61을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:62를 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:63을 포함하는 LCDR3;

(ii)  서열 번호:4를 포함하는 HCDR1,  서열 번호:5를 포함하는 HCDR2,  서열 번호:6을 포함하는 HCDR3,  서열[0217]

번호:49를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:50을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:51을 포함하는 LCDR3;

(iii) 서열 번호:7을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:8을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:9를 포함하는 HCDR3, 서열 번[0218]

호:52를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:53을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:54를 포함하는 LCDR3;
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(iv) 서열 번호:10을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:11을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:12를 포함하는 HCDR3, 서열[0219]

번호:55를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:56을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:57을 포함하는 LCDR3;

(v) 서열 번호:13을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:14를 포함하는 HCDR2, 서열 번호:15를 포함하는 HCDR3, 서열 번[0220]

호:58을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:59를 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:60을 포함하는 LCDR3;

(vi)  서열 번호:1을 포함하는 HCDR1,  서열 번호:2를 포함하는 HCDR2,  서열 번호:3을 포함하는 HCDR3,  서열[0221]

번호:46을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:47을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:48을 포함하는 LCDR3;

(vii) 서열 번호:19를 포함하는 HCDR1, 서열 번호:20을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:21을 포함하는 HCDR3, 서열[0222]

번호:64를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:65를 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:66을 포함하는 LCDR3;

(viii) 서열 번호:22를 포함하는 HCDR1, 서열 번호:23을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:24를 포함하는 HCDR3, 서[0223]

열 번호:67을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:68을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:69를 포함하는 LCDR3;

(ix) 서열 번호:25를 포함하는 HCDR1, 서열 번호:26을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:27을 포함하는 HCDR3, 서열[0224]

번호:70을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:71을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:72를 포함하는 LCDR3;

(x) 서열 번호:28을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:29를 포함하는 HCDR2, 서열 번호:30을 포함하는 HCDR3, 서열 번[0225]

호:73을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:74를 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:75를 포함하는 LCDR3;

(xi) 서열 번호:31을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:32를 포함하는 HCDR2, 서열 번호:33을 포함하는 HCDR3, 서열[0226]

번호:76을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:77을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:78을 포함하는 LCDR3;

(xii) 서열 번호:34를 포함하는 HCDR1, 서열 번호:35를 포함하는 HCDR2, 서열 번호:36을 포함하는 HCDR3, 서열[0227]

번호:79를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:80을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:81을 포함하는 LCDR3;

(xiii) 서열 번호:37을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:38을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:39를 포함하는 HCDR3, 서[0228]

열 번호:82를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:83을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:84를 포함하는 LCDR3;

(xiv) 서열 번호:40을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:41을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:42를 포함하는 HCDR3, 서열[0229]

번호:85를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:86을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:87을 포함하는 LCDR3;

(xv) 서열 번호:43을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:44를 포함하는 HCDR2, 서열 번호:45를 포함하는 HCDR3, 서열[0230]

번호:88을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:89를 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:90을 포함하는 LCDR3;

(xvi) 서열 번호:271을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:272를 포함하는 HCDR2, 서열 번호:273을 포함하는 HCDR3,[0231]

서열 번호:283을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:284를 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:285를 포함하는 LCDR3;

(xvii) 서열 번호:274를 포함하는 HCDR1, 서열 번호:275를 포함하는 HCDR2, 서열 번호:276을 포함하는 HCDR3,[0232]

서열 번호:286을 포함하는 LCDR1, 서열 번호:287을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:288을 포함하는 LCDR3;

(xviii) 서열 번호:277을 포함하는 HCDR1, 서열 번호:278을 포함하는 HCDR2, 서열 번호:279를 포함하는 HCDR3,[0233]

서열 번호:289를 포함하는 LCDR1, 서열 번호:290을 포함하는 LCDR2, 및 서열 번호:291을 포함하는 LCDR3.

특정한 구체예에서 HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2 및 LCDR3의 조합을 포함하는 항체 또는 항원 결합 단편[0234]

을 인코딩하는 단리된 폴리뉴클레오타이드 또는 단리된 폴리뉴클레오타이드의 조합이 제공되고 여기서:

(i) HCDR1은 서열 번호: 16을 포함하거나 이로 이루어지고, HCDR2는 서열 번호: 17을 포함하거나 이로 이루어지[0235]

고,  HCDR3은  서열  번호:18을  포함하거나  이로  이루어지고,  LCDR1은  서열  번호:61을  포함하거나  이로

이루어지고, LCDR2는 서열 번호:62를 포함하거나 이로 이루어지고, LCDR3은 서열 번호:63을 포함하거나 이로 이

루어진다.

또한 본 발명에 따라 본원에 기재된 항체 또는 항원 결합 단편을 인코딩하는 단리된 폴리뉴클레오타이드 또는[0236]

단리된 폴리뉴클레오타이드의 조합이 제공된다. 특정한 구체예에서 본원에 제공된 항체 31282, 또는 이의 항원

결합 단편을 인코딩하는 단리된 폴리뉴클레오타이드가 제공된다.

또한, 본 발명에 따르면 항-TIGIT 항체의 VH 및/또는 VL 도메인을 인코딩하는 단리된 폴리뉴클레오타이드가 제[0237]

공되며, 여기서 폴리뉴클레오타이드는 서열 번호: 241-270, 335-342 및 369-370으로 이루어진 군으로부터 선택

된 하나 이상의 서열을 포함한다. 특정한 구체예에서, 단리된 폴리뉴클레오타이드는 서열 번호: 251에 따른 서

열 및/또는 서열 번호: 252에 따른 서열을 포함한다. 특정한 구체예에서 폴리뉴클레오타이드가 서열 번호: 251
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에 따른 서열 및 서열 번호: 252에 따른 서열을 포함하는 경우, 서열은 인접한다. 특정한 구체예에서 폴리뉴클

레오타이드가 서열 번호: 251에 따른 서열 및 서열 번호: 252에 따른 서열을 포함하는 경우, 서열은 인접하지

않는다.

또한, 본 발명에 따르면 숙주 세포 또는 무세포 발현 시스템에서 항원 결합 폴리펩타이드의 발현을 허용하는 조[0238]

절 서열에 작동 가능하게 연결된 본 발명에 따른 폴리뉴클레오타이드를 포함하는 발현 벡터가 제공된다.

또한, 본 발명에 따르면 본 발명에 따른 발현 벡터를 포함하는 숙주 세포 또는 무세포 발현 시스템이 제공된다.[0239]

또한, 본 발명에 따르면 항체 또는 항원 결합 단편의 발현을 허용하는 조건 하에 본 발명에 따른 숙주 세포 또[0240]

는 무세포 발현 시스템을 배양하는 단계 및 발현된 항체 또는 항원 결합 단편을 회수하는 단계를 포함하는, 재

조합 항체 또는 이의 항원 결합 단편 제조 방법이 제공된다.

약제학적 조성물[0241]

하나 이상의 약제학적으로 허용 가능한 담체 또는 부형제와 함께 제제화된 본 발명에 따른 항체 또는 항원 결합[0242]

단편을 포함하는 약제학적 조성물이 또한 본원에 제공된다. 그러한 조성물은 TIGIT 항체 중 하나 또는 조합(예

를 들어, 둘 이상의 상이한)을 포함할 수 있다. 인간 치료 용도를 위한 항체 배합 기술이 당해 분야에서 공지이

고, 예를 들어, Wang et al., Journal of Pharmaceutical Sciences, Vol.96, pp1-26, 2007에서 검토된다.

본원에 제공된 TIGIT  항체 및 약제학적 조성물은 질병, 특히 TIGIT  기능의 억제로부터 이익을 얻는 병태의[0243]

요법, 특히 치료적 치료에서 유용성을 갖는다.

조합 생성물[0244]

본원에서 입증된 바와 같이, 본 발명의 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 면역 관문 억제제 - 구체적으로 항-[0245]

ICOS 길항제 항체 또는 항-PD-1 항체(즉, 인간 면역조절 분자 PD-1에 특이적인 길항제 항체)와 병용으로 투여될

때 특히 효과적이다. 항-ICOS 또는 항-PD-1 항체와 병용으로 항-TIGIT 항체의 투여는 두 항체 단독과 비교하여

종양 성장의 상승적 감소를 야기한다. 본 발명에 따른 항-TIGIT 항체 및 항-PD-L1 항체의 조합물을 사용하여 유

사한 효과가 관찰될 것으로 예상된다.

본 발명의 항체 또는 이의 항원 결합 단편이 면역 관문 공동-자극 분자에 특이적인 작용제 항체 - 구체적으로[0246]

항-4-1BB, 항-OX40 또는 항-GITR 작용제 항체와 병용으로 투여될 때 특히 효과적임이 본원에서 추가로 입증되었

다. 항-4-1BB, 항-OX40 또는 항-GITR 작용제 항체와 병용된 항-TIGIT 항체의 투여는 두 항체 단독과 비교하여

종양 성장의 상승적 감소를 야기한다.

다른 양태에서 항-TIGIT 항체 또는 이의 항원 결합 단편 및 화학요법제, 항-PD1 항체, 항-PD-L1 항체, 항-41BB[0247]

항체, 항-OX40 항체, 항-GITR 항체, 및 항-ICOS 항체 중 하나 이상을 포함하는 조합 생성물이 제공된다. 특정한

바람직한 구체예에서, 항-TIGIT 항체 또는 항원 결합 단편은 본 발명에 따라 제공된 항체 또는 항원 결합 단편

이다. 가장 바람직한 구체예에서, 항-TIGIT 항체 또는 항원 결합 단편은 HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1, LCDR2

및 LCDR3의 조합을 포함하고, 여기서:

HCDR1은 서열 번호: 16(YTFTSYYMH)을 포함하고, [0248]

HCDR2는 서열 번호: 17(VIGPSGASTSYAQKFQG)을 포함하고, [0249]

HCDR3은 서열 번호: 18(ARDHSDYWSGIMEV)을 포함하고, [0250]

LCDR1은 서열 번호: 61(RASQSVRSSYLA)을 포함하고, [0251]

LCDR2는 서열 번호: 62(GASSRAT)를 포함하고, 그리고 [0252]

LCDR3은 서열 번호: 63(QQYFSPPWT)을 포함한다.[0253]

암 또는 바이러스 감염 치료 방법에서 사용하기 위한 본원에 제공된 조합물이 제공되며, 여기서 임의로 바이러[0254]

스 감염은 CMV 감염이다. 본원에 제공된 방법에서 사용하기 위한 본원에 제공된 조합물이 추가로 제공된다.

본원에서 사용되는 바와 같이, 둘 이상의 활성제가 "병용", "치료적 병용" 또는 "병용 요법" (용어는 상호 교환[0255]

적으로 사용됨)으로 제공되는 경우, 이는 단일 조성물로 제제화되는 것을 필요로 하지 않거나 배제하지 않는다.

병용 요법은 환자가 각각의 활성제로부터 이익을 얻을 수 있도록 투여될 둘 이상의 활성제의 통상적인 해석이

주어진다. "병용 요법"은 공동-제제, 공동-투여, 동시 투여 또는 고정 용량 제제를 필요로 하지 않는다.
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치료 방법[0256]

본원에 제공된 TIGIT 항체, 또는 이의 항원 결합 단편 및 약제학적 조성물은 생체내 암성 종양 세포의 성장을[0257]

억제하는 데 사용될 수 있고 그러므로 종양의 치료에 유용하다.

따라서, 본 발명의 다른 양태는 인간 환자에서 종양 세포 성장을 억제하는 방법 및 또한 암을 치료 또는 예방하[0258]

는 방법에 관한 것이고, 이는 이를 필요로 하는 환자에게 유효량의 본원에 기재된 TIGIT 항체 또는 항원 결합

단편, 본원에 기재된 약제학적 조성물, 또는 본원에 기재된 조합물을 투여하는 것을 포함한다.

본 발명의 또 다른 양태는 인간 환자에서 종양 세포의 성장 억제에 사용하기 위한 본원에 기재된 TIGIT 항체 또[0259]

는 항원 결합 단편을 제공한다. 본 발명의 또 다른 양태는 인간 환자에서 암을 치료 또는 예방에 사용하기 위한

본원에 기재된 TIGIT 항체 또는 항원 결합 단편을 제공한다.

또 다른 양태에서 본 발명은 암 환자에서 Treg 세포를 선택적으로 고갈시키는 방법을 제공하고, 상기 방법은 항[0260]

-TIGIT 항체 또는 이의 항원-결합 단편을 환자에게 투여하는 것을 포함한다. 특정한 구체예에서, 항-TIGIT 항체

는 잔기 Q56, N58, E60, I68 L73, H76 및 I109를 포함하고, 바람직하게는 잔기 Q56, N58, E60, I68 L73, H76

및 I109로 이루어지는 인간 TIGIT 상의 에피토프에 결합한다. 특정한 구체예에서, 항-TIGIT 항체는 본원에 제공

된 항-TIGIT 항체이다. 

특정한  구체예에서,  항-TIGIT  항체는  HCDR1,  HCDR2,  HCDR3,  LCDR1,  LCDR2  및  LCDR3의  조합을  포함하고,[0261]

여기서:  HCDR1은  서열  번호:  16(YTFTSYYMH)을  포함하거나  이로  이루어지고,  HCDR2는  서열  번호:

17(VIGPSGASTSYAQKFQG)을 포함하거나 이로 이루어지고, HCDR3은 서열 번호: 18(ARDHSDYWSGIMEV)을 포함하거나

이로 이루어지고, LCDR1은 서열 번호: 61(RASQSVRSSYLA)을 포함하거나 이로 이루어지고, LCDR2는 서열 번호:

62(GASSRAT)를 포함하거나 이로 이루어지고, LCDR3은 서열 번호: 63(QQYFSPPWT)을 포함하거나 이로 이루어진다. 

특정한 바람직한 구체예에서, 치료될 환자는 다음으로부터 선택된 암을 갖는다: 신장암 (예를 들어, 신장 세포[0262]

암종), 유방암, 뇌종양, 급성 골수성 백혈병, 만성 골수성 백혈병, 급성 림프모구성 백혈병, 만성 림프구성 백

혈병을 포함하는 만성 또는 급성 백혈병, 림프종 (예를 들어, 호지킨 및 비호지킨 림프종, 림프구성 림프종, 원

발성 CNS 림프종, B-세포 림프종 (예를 들어 CLL), T-세포 림프종 (예를 들어 세자리 증후군)), 비인두 암종,

흑색종 (예를 들어, 전이성 악성 흑색종), 전립선암, 결장암, 폐암, 골암, 췌장암, 피부암, 머리 또는 목의 암

(예를 들어 두경부 편평세포 암종 (HNSCC)), 피부 암종, 피부 또는 안구내 악성 흑색종, 자궁암, 난소암, 직장

암, 항문 부위의 암, 위암, 고환암, 자궁암, 난관의 암종, 자궁내막의 암종, 자궁경부의 암종, 질의 암종, 외음

부의 암종, 식도의 암, 소장의 암, 내분비계의 암, 갑상선의 암, 부갑상선의 암, 부신의 암, 연조직의 육종, 요

도의 암, 음경의 암, 소아의 고형 종양, 방광의 암, 신장 또는 요관의 암, 신우의 암종, 중추신경계(CNS)의 신

생물,  종양  혈관신생,  척추  축  종양,  뇌간  교종,  뇌하수체  선종,  카포시  육종,  표피양  암,  편평세포  암,

중피종. 특정한 구체예에서, 억제된 암은 폐암, 방광암, 유방암, 신장암(예를 들어 신장 암종), 두경부암(예를

들어 HNSCC), 또는 결장암(예를 들어 결장 선암종)이다. 특정한 구체예에서, 암은 결장암(예를 들어 결장 선암

종) 또는 폐암이다. 특정한 구체예에서, 암은 혈액암이다. 그러한 특정한 구체예에서, 암은 림프종이다. 특정한

구체예에서 암은 T 세포 림프종 또는 B 세포 림프종이다.

특정한 구체예에서, 암 치료 방법은 추가적인 치료제, 예를 들어 화학요법제의 투여를 추가로 포함한다.[0263]

본원에서 입증된 바와 같이, 본 발명의 항체 또는 이의 항원 결합 단편은 면역 관문 억제제 - 구체적으로 항-[0264]

ICOS 길항제 항체 또는 항-PD-1 항체(즉, 인간 면역조절 분자 PD-1에 특이적인 길항제 항체)와 병용으로 투여될

때 특히 효과적이다. 항-ICOS 또는 항-PD-1 항체와 병용으로 항-TIGIT 항체의 투여는 두 항체 단독과 비교하여

종양 성장의 상승적 감소를 야기한다. 본 발명에 따른 항-TIGIT 항체 및 항-PD-L1 항체의 조합물을 사용하여 유

사한 효과가 관찰될 것으로 예상된다.

본 발명의 항체 또는 이의 항원 결합 단편이 면역 관문 공동-자극 분자에 특이적인 작용제 항체 - 구체적으로[0265]

항-4-1BB, 항-OX40 또는 항-GITR 작용제 항체와 병용으로 투여될 때 특히 효과적임이 본원에서 추가로 입증되었

다. 항-4-1BB, 항-OX40 또는 항-GITR 작용제 항체와 병용된 항-TIGIT 항체의 투여는 두 항체 단독과 비교하여

종양 성장의 상승적 감소를 야기한다.

그러므로, 대상에게 유효량의 본 발명에 따른 항-TIGIT 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 투여하는 것 및 또한[0266]

유효량의 항-PD-1 항체, 항-PD-L1 항체, 항-41BB 항체, 항-OX40 항체, 및 항 GITR 항체, 또는 항-ICOS 항체를

투여하는 것을 포함하는 대상에서 암을 치료하는 방법이 본원에 또한 제공된다. 
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또한, 항-TIGIT 항체가 γδ 세포뿐만 아니라 통상적 T 세포의 활성을 증가시킬 수 있음을 입증하는 본원에 제[0267]

공된 데이터는 항-TIGIT 항체가 암 이외의 병태 치료에 사용될 수 있음을 나타낸다. 특히, γδ T 세포는 감염,

예를 들어 세균, 진균 또는 바이러스 감염에 대한 반응에서 중요한 것으로 알려져 있다. 실시예 29에 나타나는

바와 같이, 항-TIGIT 항체와 접촉할 때, CMV 혈청반응양성 대상의 γδ T 세포는 IFNg 섹션 증가를 특징으로 하

는 현저하게 증가된 활성화를 나타낸다. 이러한 방식으로 CMV 환자에서 γδ T 세포의 활성화를 촉진하는 능력

은 항-TIGIT 항체의 투여가 γδ T 세포의 항바이러스 활성을 촉진할 것임을 나타낸다. 

따라서, 유효량의 항-TIGIT 항체 또는 이의 항원-결합 단편을 투여하는 것을 포함하는, 대상에서 바이러스 감염[0268]

을 치료하는 방법이 본원에 제공된다. 유효량의 본원에 제공된 항-TIGIT 항체 또는 항원-결합 단편 또는 약제학

적 조성물을 대상에게 투여하여 바이러스 감염을 치료하는 것을 포함하는, 대상에서 바이러스 감염을 치료하는

방법이 또한 제공된다. 바람직한 구체예에서, 바이러스 감염은 CMV 감염이다.

특정한 구체예에서, 상기 방법은 하나 이상의 추가적인 치료제의 투여를 추가로 포함한다. 특정한 구체예에서,[0269]

하나 이상의 치료제는 항-PD1 항체, 항-PD-L1 항체, 항-41BB 항체, 항-OX40 항체, 항 GITR 항체 및 항-ICOS 항

체로부터 선택된다.

실시예에 입증된 바와 같이, 본원에 개시된 항-TIGIT 항체는 T 세포 활성, 특히 전-염증성 T 세포 활성 촉진에[0270]

효과적이다. T 세포 활성은 당업자에게 익숙한 방법에 의해, 예를 들어 실시예에 기재된 바와 같은 IFNg 생성

측정에 의해 측정될 수 있다. 

따라서, T 세포의 집단을 본원에 기재된 항체 또는 항원 결합 단편과 접촉시키는 것을 포함하는 T 세포 활성 촉[0271]

진 방법이 본원에 또한 제공된다. 

특정한 구체예에서, T 세포 활성 촉진 방법은 시험관내 수행된다. 특정한 구체예에서, T 세포 활성 촉진 방법은[0272]

인간 대상에서 생체내 수행된다. 그러한 특정한 구체예에서, 인간 대상은 암을 가진다. 특정한 구체예에서, 인

간 대상은 바이러스 감염, 예를 들어 CMV 감염을 가진다.

특정한 구체예에서, 상기 방법은 통상적 αβ T 세포 활성을 촉진시킨다. 특정한 구체예에서, 상기 방법은 CD4[0273]

T  세포  활성을  촉진시킨다.  특정한  구체예에서,  상기  방법은  CD8  T  세포  활성을  촉진시킨다.  특정한

구체예에서, 상기 방법은 γδ (감마-델타) T 세포 활성을 촉진시킨다.

본원에 기재된 항-TIGIT 항체는 항-PD1 항체, 항-PD-L1 항체, 항-41BB 항체, 항-OX40 항체, 항 GITR 항체, 또[0274]

는 항-ICOS 항체와 병용으로 사용될 때 T 세포 활성 촉진에 특히 효과적일 것임이 실시예에서 추가로 입증된다.

유의하게, 상기 병용은 상승적 (즉 부가적보다 더 큼) T 세포 활성 증가를 제공한다. 

따라서, 특정한 구체예에서, T 세포 활성 촉진 방법은 T 세포의 집단을 항-PD1 항체, 항-PD-L1 항체, 항-41BB[0275]

항체, 항-OX40 항체, 항 GITR 항체 및 항-ICOS 항체 중 하나 이상과 접촉시키는 것을 추가로 포함한다.

본 발명의 사상 및 범위를 벗어나지 않는 본원에 기재된 본 발명의 구체예의 변형 및 등가물이 당업자에게 익숙[0276]

할 것이다. 본 발명은 다음의 비제한적 실시예를 참조하여 추가로 이해될 것이다.

실시예[0277]

실시예 1: TIGIT 항원-결합 단백질의 선별 [0278]

TIGIT ABP는, 예를 들어, WO2009036379; WO2010105256; WO2012009568; 및 Xu et al., Protein Eng Des Sel.,[0279]

Vol. 26(10), pp. 663-670 (2013))에 일반적으로 설명된 바와 같이, 더욱 구체적으로는 아래에 제공되는 바와

같이 효모 세포의 표면에서 IgG 형식으로 발현되고 제시된 인간 항체의 합성 라이브러리로부터 선별되었다. 재

조합 라이브러리로부터 단리된 ABP의 서열 및 특징이 도 1 내지 6에 제공된다.

각각 ~10
9
 다양성의 여덟 개의 나이브 인간 합성 효모 라이브러리가 이전에 설명된 바와 같이 번식되었다(예를[0280]

들어,: Xu et al, , 2013; WO2009036379; WO2010105256; 및 WO2012009568 참조). 처음 두 라운드의 선별에 대

해, Miltenyi MACS 시스템을 이용하는 자기 비드 분류 기술이 설명된 바와 같이 수행되었다(예를 들어, Siegel

et  al.,  2004  참조).   간단히,  효모  세포(~10
10
 세포/라이브러리)를  FACS  세척  버퍼(인산염-완충  식염수

(PBS)/0.1%  소 혈청 알부민(BSA))에서 비오티닐화 TIGIT-Fc  항원(Creative Biomart)과 함께 인큐베이션했다.

50 ml 빙냉 세척 버퍼로 한 번 세척한 후, 세포 펠렛을 40 mL 세척 버퍼에 재현탁시키고, 스트렙타비딘 마이크

로비드(500 μl)를 효모에 첨가하고 15 min 동안 4°C에서 인큐베이션했다. 다음으로, 효모를 펠렛화하고, 5 mL
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세척 버퍼에 재현탁시키고, Miltenyi LS 컬럼에 로딩했다. 5 mL를 로딩한 후, 컬럼을 3 ml FACS 세척 버퍼로 3

회 세척했다. 이후 컬럼을 자기장으로부터 제거하고, 효모를 5 mL의 성장 배지로 용출시킨 다음 밤새 성장시켰

다. 흐름 세포측정법을 사용하여 다음 라운드의 분류를 수행했다. 대략 1×10
8
 효모를 펠렛화하고, 세척 버퍼로

세 번 세척하고, 비오티닐화 TIGIT-Fc 융합 항원(10 nM)과 함께 실온에서 평형 조건 하에 인큐베이션했다.  이

후 효모를 두 번 세척하고 LC-FITC (1:100 희석) 및 SA-633 (1:500 희석) 또는 EA-PE (1:50 희석) 2차 시약으

로 15 min 동안 4°C에서 염색했다. 빙냉 세척 버퍼로 두 번 세척 후, 세포 펠렛을 0.4 mL 세척 버퍼에 재현탁

시키고 스트레이너-캡핑된 분류 튜브로 옮겼다. FACS ARIA 분류기(BD Biosciences)를 사용하여 분류를 수행하고

백그라운드 대조군과 비교하여 특이적 결합제를 선택하도록 분류 게이트를 할당한다.  CHO 세포의 가용성 막 단

백질을 이용하여 비특이적 결합제의 수를 감소시키고 (예를 들어, WO2014179363  및 Xu et  al., Protein Eng

Des Sel, Vol. 26(10), pp. 663-670 (2013) 참조), TIGIT-Fc 항원을 사용하여 TIGIT에 대한 개선된 친화도를

갖는 결합제를 확인하기 위해 후속의 선별 라운드를 사용했다. 최종 분류 라운드 후, 효모를 플레이팅하고 친화

도 성숙을 위한 클론의 특징규명 및 지명을 위해 개별 콜로니를 선택했다. 기능적 활성에 대해 63 클론을 스크

리닝했다. 스크리닝으로부터, 클론 26518, 26452, 26486, 26521 및 26493이 최고의 기능적 활성을 가졌고 추가

의 최적화를 위해 선별되었다.

실시예 2: 항체 최적화 [0281]

세 가지 성숙 전략:  경쇄 다양화; HCDR1  및 HCDR2의 다양화; 및 선택된 HCDR1  및 HCDR2 다양성 풀 내에서[0282]

HCDR3의 다양화를 이용하여 나이브 클론의 최적화를 수행했다.  

경쇄 다양화: 중쇄 가변 영역을 나이브 산출물로부터 추출하고 (위에 기재됨) 1 x 10
6
의 다양성을 갖는 경쇄 라[0283]

이브러리로 형질전환시켰다. 위에 기재된 바와 같이 한 라운드의 MACS 분류 및 각각의 라운드에 대해 10 nM 또

는  1  nM  비오티닐화  TIGIT-HIS  항원(Creative  Biomart)을  사용하여  세  라운드의   FACS  분류로  선별을

수행했다. 

HCDR1 및 HCDR2 선별: 경쇄 다양화 절차로부터 선택된 클론의 HCDR3을 1 x 10
8
의 다양성의 HCDR1 및 HCDR2 변이[0284]

체를 갖는 사전 제조된 라이브러리로 재조합하고, 단량체 HIS-TIGIT 항원을 사용하여 선별을 수행했다.  감소하

는 농도의 비오티닐화 HIS-TIGIT 항원(100 내지 1 nM)을 평형 조건 하에서 실온에서 사용하여 친화도 압력을 가

했다.

HCDR3/HCDR1/HCDR2 선별: HCDR3뿐만 아니라 HCDR3의 양측의 상동성 측부 영역을 포함하는 올리고를 IDT로부터[0285]

주문했다. HCDR3 중의 아미노산 위치가 전체 HCHR3에 걸쳐 올리고마다 두 위치에서 NNK 다양성을 통해 다변화되

었다. HCDR3 올리고는 HCDR3의 측부 영역에 어닐링된 프라이머를 사용하는 이중 가닥이었다. 중쇄 가변 영역의

나머지 FWR1 내지 FWR3을 상기 선택된 HCDR1 및 HCDR2 다양성으로부터 단리된 개선된 친화도를 갖는 항체의 풀

로부터 증폭시켰다.  이후 이중 가닥의 HCDR3 올리고, FWR1 내지 FWR3 풀링된(pooled) 단편, 및 중쇄 발현 벡터

를 원래 나이브 모(parent)의 경쇄를 이미 포함하는 효모로 형질전환시켜 라이브러리를 생성했다. 네 라운드에

대한 FACS 분류를 사용하여 이전 사이클 동안과 같이 선별을 수행했다. 각각의 FACS 라운드에 대하여 라이브러

리를 PSR 결합, 종 교차-반응성, 및 친화도 압력에 대해 평가했고, 원하는 특징을 갖는 집단을 획득하도록 분류

를 수행했다. 위에 기재된 바와 같이 HCDR1 및 HCDR2 선별에서 이들 선별에 대한 친화도 압력을 수행했다.

실시예 3: 항체 생산 및 정제 [0286]

A. 효모에서의 생산[0287]

추가의 특징규명을 위한 충분한 양의 최적화 및 비최적화 선택된 항체를 생산하기 위해, 효모 클론을 포화까지[0288]

성장시킨 다음 진탕하며 48 h 동안 30°C에서 유도했다. 유도 후, 효모 세포를 펠렛화하고 정제를 위해 상청액

을 수확했다. IgG를 단백질 A 컬럼을 사용하여 정제하고 pH 2.0의 아세트산으로 용리시켰다. Fab 단편을 파파인

소화에 의해 생성하고 단백질 A(GE LifeSciences) 및 KappaSelect(GE Healthcare LifeSciences)에서 두 단계

공정으로 정제했다. 

B. 포유류 세포에서의 생산[0289]

추가의 특징규명을 위한 충분한 양의 최적화 및 비최적화 선택된 항체를 생산하기 위해, 특정 항체 클론을 코딩[0290]

하는 DNA 벡터를 생성하고 HEK 세포에 형질도입했다. 항체 가변 도메인에 대한 인간 코돈 최적화 합성 DNA 단편

을 Geneart에서 주문했다. 가변 도메인 서열을 마우스 IgKappa 신호 서열 및 각각의 항체 클래스의 불변 영역을

포함하는 pUPE 발현 벡터로 원활하게 결찰시켰다. 발현 벡터는 제한 분석 및 DNA 서열결정에 의해 확인되었다.
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일시적 형질주입을 위해, 확립된 프로토콜에 따라 내독소 유리 DNA 맥시프렙(Sigma)이 생성되었고 중쇄 및 경쇄

벡터를 Freestyle 배지(ThermoFisherScientific)에서 HEK293EBNA1 세포에 동시-형질주입했다. 형질주입 후 24

시간에 프리마톤(0,55% 최종 부피)을 첨가했다. 조정 배지를 형질주입 후 6 일에 수확했다. 항체를 Mabselect

sureLX (GE Healthcare) 친화도 크래마토그래피에 의해 회분식으로 정제했다. 결합 항체를 PBS 함유 1M NaCl 및

PBS로써  2  단계로  세척했다.  항체를  20  mM  시트레이트  150  mM  NaCl  pH3로  용리시키고  1/6  부피의  1M

K2HPO4/KH2PO4 pH8로 대략 pH7까지 중성화했다.

다음으로  항체를  PBS에서  평형화된  Superdex200  컬럼을  사용하여  겔-여과에 의해  추가로  정제했다.  분획을[0291]

NuPAGE에 의해 분석하고 항체 함유 분획을 모았다. 최종 생성물을 0,22 μM 주사기 필터에서 멸균시켰다. 생성

물을 NuPAGE에 의해 분석하고 내독소 수준을 LAL-검사에 의해 측정했다.

실시예 4: 재조합 인간 TIGIT 단백질에 대한 항-TIGIT 항체의 결합에 대한 친화도 결정[0292]

A. ForteBio KD 측정[0293]

선택된 항체의 ForteBio 친화도 측정은 일반적으로 이전에 설명된 바와 같이 수행되었다 (예를 들어, Estep et[0294]

al., Mabs, Vol. 5(2), pp. 270-278 (2013) 참조).  간단히, IgG를 AHQ 센서에 온라인 로딩하여 ForteBio 친화

도 측정을 수행했다. 기준선 확립을 위해 센서를 검사 버퍼(assay buffer)에서 30 min 동안 오프라인 평형화한

다음 60 초 동안 온라인 모니터링했다. 오프-레이트 측정을 위해 IgG가 로딩된 센서를 100 nM 항원(인간 TIGIT-

Fc, 인간 TIGIT-His 또는 시노 TIGIT-Fc)에 5 분 동안 노출시킨 후, 이들을 5 min 동안 검사 버퍼로 옮겼다.

1:1 결합 모델을 사용하여 반응속도론을 분석했다. 90 개 이상의 항체를 친화도에 대해 ForteBio에 의해 테스트

했고, 표 3은 재조합 TIGIT 단백질에 대한 강한 결합을 나타내는 15 개의 선택된 항-TIGIT 항체에 대한 데이터

를 제공한다.

B. MSD-SET KD 측정 [0295]

선택된 항체의 평형 친화도 측정은 일반적으로 이전에 설명된 바와 같이 수행되었다 (Estep et al., Mabs, Vol.[0296]

5(2), pp. 270-278 (2013)). 간단히, 용액 평형 적정(SET)을 10-100 pM에서 일정하게 유지된 항원(TIGIT-His

단량체)으로써 PBS + 0.1% IgG-Free BSA (PBSF)에서 수행하고 10pM-10nM에서 시작하여 Fab 또는 mAb를 3-내지

5-배 연속 희석하며 인큐베이션했다. 항체(PBS 중 20 nM)를 밤새 4°C에서 또는 실온에서 30 min 동안 표준 결

합 MSD-ECL 플레이트에 코팅했다. 이후 플레이트를 30 min 동안 700 rpm에서 진탕하며 BSA에 의해 차단하고, 이

어서 세척 버퍼(PBSF + 0.05% Tween 20)으로 세 번 세척했다. SET 샘플을 플레이트 상에 도포하고 150s 동안

700 rpm에서 진탕하며 인큐베이션하고 이어서 한 번 세척했다. 플레이트에서 포획된 항원을 플레이트에서 3 min

동안 인큐베이션함으로써 PBSF에서 250ng/mL 설포태그-표지 스트렙타비딘으로 검출했다. 플레이트를 세척 버퍼

로 세 번 세척한 다음 계면활성제를 포함한 1x Read Buffer T를 사용하여 MSD Sector Imager 2400 기기에서 판

독했다. 유리 항원 퍼센트를 적정된 항체의 함수로서 Prism에서 플로팅하고 이차 방정식에 적합시켜 KD를 추출했

다. 처리량을 향상시키기 위해, SET 샘플 제조를 포함하여 MSD-SET 실험 전반에 걸쳐 액체 조작 로봇을 사용했

다. 선택된 항체를 친화도에 대해 MSD에 의해 테스트했고 표 4는 재조합 TIGIT 단백질에 대한 강한 결합을 나타

내는 7 개의 항-TIGIT 클론에 대한 데이터를 제공한다.

표 4: 선택된 항-TIGIT 항체에 대한 친화도의 MSD 분석[0297]

[0298]

C. Biacore 측정[0299]

CM5 센서 칩(GE Healthcare, Marlboro, MA)에 도킹된 Biacore 8K 광학 바이오센서를 사용하여 HBS-EP 버퍼 시[0300]

스템(10 mM HEPES pH 7.3, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.05% Surfactant P20)에서 25 °C에서 바이오센서 분석을
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수행했다.  샘플  호텔을  8°C에서  유지시켰다.   염소  항-인간  IgG  포획  항체(Fcγ  단편  특이적,  Jackson

ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA; 109-005-098)를 표준 아민 커플링 화학을 사용하여 센서

칩의 양쪽 흐름 세포에 고정시켰다 (11700 +/- 200 RU). 제공된 이러한 표면 유형은 각각의 재생 단계 후 새로

운 분석 항체를 재현 가능하게 포획하기 위한 형식을 제공했다.  흐름 세포 1이 참조 흐름 세포로서 사용되면서

흐름 세포 2가 포획된 항체(60-90 RU)를 분석하기 위해 사용되었다.  30 내지 0.123 nM 범위의 항원 농축물(3-

배 희석)을 러닝 버퍼에서 제조했다. 항원 샘플 농축물 각각을 단일 반복으로 수행했다. 두 번의 블랭크 (버퍼)

주입을 또한 수행하고 시스템 인공물을 평가하고 차감하기 위하여 사용했다. 모든 항원 농축물에 대한 결합(300

s) 및 해리(600 s) 단계를 30 uL/min의 유량에서 수행했다. 30 uL/min의 유량으로 pH 1.5, 10 mM 글라이신의

세 번 연속 주입(15 s, 15 s 및 60 s)으로 표면을 재생시켰다. Biacore 8K Evaluation 소프트웨어, 버전을 1.0

사용하여 데이터를 정렬하고, 이중 참조하고, 1:1 결합 모델에 피팅했다. 선택된 항체를 친화도에 대해 Biacore

에 의해 테스트했고 표 5는 재조합 TIGIT 단백질에 대한 강한 결합을 나타내는 5 개의 항-TIGIT 클론에 대한 데

이터를 제공한다.

표 5: 선택된 항-TIGIT 항체에 대한 친화도의 Biacore 분석[0301]

[0302]

실시예 5: 항-TIGIT 길항성 항체와 TIGIT 천연 리간드 사이의 경쟁 검사[0303]

A. Octet Red384 에피토프 비닝/리간드 차단[0304]

선택된 항체의 에피토프 비닝(binning)/리간드 차단이 표준 샌드위치 형식 교차-차단 검사를 사용하여 수행되었[0305]

다. 대조군 항-표적 IgG를 AHQ 센서에 로딩하고 센서 상의 비어 있는 Fc-결합 부위를 관련 없는 인간 IgG1 항체

로 차단했다. 이후 센서를 100 nM 표적 항원(hTIGIT, Creative Biomart)에 이어서 두 번째 항-표적 항체 또는

리간드(항-TIGIT 항체 및 CD155  또는 CD113  또는 CD112)에 노출시켰다. ForteBio의 데이터 분석 소프트웨어

7.0을 사용하여 데이터를 가공했다. 항원 결합 후 두 번째 항체 또는 리간드에 의한 추가적인 결합은 비어 있는

에피토프(비경쟁자)를 나타내는 반면, 결합 없음은 에피토프 차단(경쟁자 또는 리간드 차단)을 나타낸다. 모항

체(최적화 전)를 천연 리간드와의 경쟁에 대해 테스트했고 표 6은 CD155, CD112 및 CD113에 대한 경쟁에 대해

획득한 데이터를 요약한다. 모클론 26432는 TIGIT 결합에 있어서 CD155와 경쟁하지 않는 것으로 밝혀졌다. 선택

된 다른 모든 항-TIGIT 항체는 재조합 인간 TIGIT 단백질에 대한 결합에 대해 천연 리간드와 경쟁한다.

표 6: 비최적화 항-TIGIT 항체에 대한 TIGIT 천연 리간드에 대한 비닝 분석[0306]

[0307]

A. Jurkat-hTIGIT에서 CD155와 항-TIGIT 길항성 항체의 경쟁[0308]

인간 TIGIT를 과발현하는 Jurkat 세포(Jurkat-hTIGIT)를 수집하고 10
5
 세포/웰로 분배하고 다음 농도: 166,6 ;[0309]

53,24 ; 17,01 ; 5,43 ; 1,73 ; 0,55 ; 0,17 ; 0,05 ; 0,01 ; 5,78x10
-3
 ; 1,85x10

-3
 ; 5,9x10

-3
 nM의 항-인간

TIGIT 항체와 함께 완전 배지에서 45 min 동안 37°C에서 인큐베이션했다. 과량의 항체를 세척한 다음, 세포를

5μg/ml의 CD155-His(Creative Biomart, PVR-3141H)와 함께 45 min 동안 37°C에서 인큐베이션했다. 이후, 결

합된 CD155-His를 항-His tag-PE(Biolegend, 362603, 테스트당 2 μl)를 사용하여 검출하고 30 min 동안 4°C

에서 인큐베이션했다. 세포를 BD LSRFortessa를 사용하여 FACS에 의해 분석했고 CD155 결합을 막는 절반 농도
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(IC50)를 기하평균 형광에 기초하여 계산했다. 

결과는 다음과 같았다: 도7에 도시된 결과에 있어서, 클론 29489에 대해 0,101 nM; 클론 29494에 대해 0,07nM;[0310]

클론  29520에  대해  0,102  nM  및  클론  29527에  대해  0,078  nM.  다른  테스트된  항체의  값은  아래  표  7에

요약된다. 전반적으로, 결과는 막 발현된 TIGIT에 대한 결합에 대해 CD155와 테스트된 길항성 항-TIGIT 항체의

강한 경쟁을 입증한다.

표 7: 인간 TIGIT에 대한 CD155 경쟁에 있어서 IC50 데이터[0311]

[0312]

실시예 6: 소수성 상호작용 크래마토그래피의 특징규명 (MAbs. 2015 May-Jun; 7(3):553-561.)[0313]

항-TIGIT IgG1 항체 샘플을 Zeba 40 kDa 0.5 mL 스핀 컬럼(Thermo Pierce, cat # 87766)을 사용하여 pH 6.5에[0314]

서 1 M 암모늄 설페이트 및 0.1 M 소듐 포스페이트로 버퍼 교환했다. 염 구배는 pH 6.5에서 1.8 M 암모늄 설페

이트, 0.1 M 소듐 포스페이트로부터 암모늄 설페이트 없이 동일한 조건으로 Dionex ProPac HIC-10 컬럼에서 확

립되었다. 구배는 17 min 동안 0.75 ml/min의 유량으로 진행되었다. 실행 마지막에 아세토니트릴 세척 단계를

추가하여 임의의 잔여 단백질을 제거하고, 다음 주입 사이클 전에 컬럼을 7 컬럼 부피에 걸쳐 재평형화시켰다.

피크 체류 시간은 A280 흡광도에서 모니터링되었고 용리 시 암모늄 설페이트의 농도는 구배 및 유량에 기초하여

계산되었다. 표 8은 15 개의 선택된 항-TIGIT 항체에 대해 획득한 결과를 요약한다.

표 8: 선택된 항-TIGIT 항체에 대한 소수성 상호작용 크래마토그래피의 분석[0315]

[0316]

실시예 7: PSR 제조 다중특이성 시약의 특징규명 [0317]

A. 다중특이성 시약의 제조 :[0318]

다중특이성 시약(PSR)을 Xu et.al, mAbs 2013에 따라 제조했다. 간단히, 2.5 리터 CHO-S 세포를 출발 물질로[0319]

사용했다. 400 mL까지 채운 500 mL 원심 분리 병에서 세포를 2,400 x g에서 5 min 동안 펠렛화했다. 세포 펠렛

을 조합한 다음 25 ml 버퍼 B에 재현탁시키고 2,400 x g에서 3 min 동안 펠렛화했다. 버퍼를 따라 내고 세척을
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1회 반복했다. 얼음 상에서 유지된 세포와 함께 폴리트론 균질화기를 사용하여 1 x 프로테아제 억제제(Roche,

cOmplete, EDTA-없음)를 함유하는 3x 펠렛 부피의 버퍼 B에 세포 펠렛을 재현탁시켰다. 이후 균질물을 2,400 x

g에서 5 min 동안 원심분리했고 상청액을 유지시키고 1회 추가 시간(2,400 x g/5min)으로 펠렛화하여 비파괴 세

포, 세포 잔해 및 핵의 제거가 보장되었고; 생성된 상청액은 전체 단백질 제제이다. 이후 상청액을 두 개의

Nalgene Oak Ridge 45 mL 원심분리 튜브로 옮기고 40,000 x g에서 40 min 동안 4°C에서 펠렛화했다. 이후 분

리된  시토졸  단백질(Separated  Cytosolic  Protein,  SCP)을  함유하는  상청액을  깨끗한  Oak  Ridge  튜브로

옮기고, 40,000 x g에서 한 번 더 원심분리했다. 병행하여, 막 분획(EMF)을 함유하는 펠렛을 유지시키고 40,000

에서 20 min 동안 원심분리하여 잔류 상청액을 제거했다. 이후 EMF 펠렛을 버퍼 B로 헹구었다. 이후 8 mL 버퍼

B를 막 펠렛에 첨가하여 펠렛을 제거하고 다운스 균질화기로 옮겼다. 펠렛을 균질화한 후, 50 mL 코니칼 튜브로

옯겼고 최종 EMF 제제를 나타냈다.

~10
6
 - 10

7
 세포/mL의 10억 포유류 세포(예를 들어 CHO, HEK293, Sf9)를 조직 배양 환경으로부터 4x 250 mL 코[0320]

니칼 튜브로 옮기고 550 x g에서 3 min 동안 펠렛화했다.  모든 후속 단계는 4 °C에서 또는 빙냉 버퍼와 함게

얼음 상에서 수행되었다. 세포를 100 mL의 PBSF(1x PBS + 1 mg/mL BSA)로 세척하고 하나의 코니칼 튜브로 조합

했다.  상청액을 제거한 후, 세포 펠렛을 30 mL 버퍼 B(50 mM HEPES, 0.15 M NaCl, 2 mM CaCl2, 5 mM KCl, 5

mM MgCl2, 10 % Glycerol, pH 7.2)에 재현탁시키고 550 x g에서 3 min 동안 펠렛화했다.  버퍼 B 상청액을 따

라 내고 세포를 3x 펠렛 부피의 버퍼 B 및 2.5x 프로테아제 억제제(Roche, cOmplete, EDTA-없음)에 재현탁시켰

다.  버퍼 B의 프로테아제 억제제는 여기서부터 앞으로 포함되었다.  세포를 30 sec 펄스 동안 네 번 균질화하

고 (Polyton 균질화기, PT1200E) 막 분획을 40,000 x g에서 1 시간 동안 4 C에서 펠렛화했다.  펠렛은 1 mL 버

퍼 B로 헹구어지고; 상청액은 유지되고 s를 나타낸다.  펠렛을 3 mL의 버퍼 B와 함께 다운스 균질화기로 옮기고

막자를  30-35  스트로크  동안  서서히  위아래로  움직여  재현탁시켰다.   농축  막  분획(enriched  membrane

fraction, EMF)을 새로운 수집 튜브로 옮기고, 막자를 헹구어 잠재적인 모든 단백질을 수집한다. Dc-단백질 검

사 키트(BioRad)를 사용하여 정제된 EMF의 단백질 농도를 결정한다.  EMF를 가용화하기 위해, 1 mg/mL의 최종

농도까지 가용화 버퍼(50 mM HEPES, 0.15 M NaCl, 2 mM CaCl2, 5 mM KCl, 5 mM MgCl2, 1 % n-도데실-b-D-말토

피라노사이드(DDM), 1x 프로테아제 억제제, pH 7.2)로 옮긴다.  혼합물을 밤새 4 °C에서 회전시킨 후 50 mL

Oak Ridge 튜브(Fisher Scientific, 050529-ID)에서 40,000 x g에서 1 시간 동안 원심분리한다.  가용성 막 단

백질(soluble membrane protein, SMP)을 나타내는 상청액을 수집하고, 단백질 수율을 위에 기재한 바와 같이 정

량했다.

비오틴화를 위해, 제조업체의 프로토콜(Pierce, Thermo Fisher)에 따라 NHS-LC-비오틴 저장 용액을 준비한다.[0321]

간단히, 1 mg의 EMF 샘플마다 20 ul의 비오틴 시약을 첨가하고 4 °C에서 3 시간 동안 부드럽에 교반하며 인큐

베이션한다.  버퍼 B를 사용하여 부피를 25 mL로 조정하고 Oak Ridge 원심분리 튜브로 옮긴다.  40,000 x g에서

1 시간 동안 비오티닐화 EMF(b-EMF)를 펠렛화하고, 펠렛을 건드리지 않고 3 mL의 버퍼 C(글리세롤을 제외한 버

퍼 B)로 두 번 헹구었다.  잔류 용액을 제거한다. 앞서 기재된 바와 같이 펠렛을 3 mL의 버퍼 C에서 다운스 균

질화기로 재현탁시켰다. 이제 재현탁된 펠렛은 비오티닐화 EMF(b-EMF)를 나타내고 위에 기재된 바와 같이 가용

화되어 b-SMP가 제조된다.  

B. PSR 결합 분석[0322]

PSR 분석은 WO2014/179363에 일반적으로 설명된 바와 같이 수행되었다.  간단히, 효모 상에 제시된 단일클론 항[0323]

체의 PSR 프로파일을 특징규명하기 위해, 2백만 개의 IgG-제시 효모를 96-웰 검사 플레이트로 옮기고 3000 x g

에서 3 min 동안 펠렛화하여 상청액을 제거했다.  펠렛을 50 ul의 새로 제조된 저장 b-PSR의 1:10 희석액에 재

현탁시키고 얼음 상에서 20 분 동안 인큐베이션한다.  200 ul의 차가운 PBSF로 세포를 두 번 세척하고 펠렛을

50  ul의 이차 표지 혼합물(엑스트라비딘-R-PE, 항-인간 LC-FITC  및 프로피듐 아이오다이드)에 재현탁시킨다.

혼합물을 얼음 상에서 20 분 동안 인큐베이션하고 이어서 200 ul 빙냉 PBSF로 두 번 세척한다.  세포를 100 ul

의 빙냉 PBSF에 재현탁시키고 HTS 샘플 주입기를 사용하여 플레이트를 FACS Canto(BD Biosciences)에서 러닝한

다. 비특이적 결합을 평가하기 위해 흐름 세포측정법 데이터를 R-PE 채널에서 평균 형광 강도에 대해 분석하고

적절한 대조군에 대해 정규화시켰다. 표 9는 15 개의 선택된 항-TIGIT 항체에 대해 획득한 다중-특이성 시약 결

합의 결과를 요약하고, 이는 클론 대부분에 대해 낮은 점수를 확인시킨다.

등록특허 10-2731476

- 38 -



표 9: 다중특이성 시약의 분석[0324]

[0325]

실시예 8: 건강한 인간 PBMC의 면역 집단에서 TIGIT 발현의 특징규명[0326]

A. T 세포 서브세트에서의 TIGIT 발현 프로파일[0327]

건강한 개체로부터 새로 단리된 PBMC에서 면역 세포 서브세트 상의 TIGIT의 발현을 평가하기 위해 흐름 세포측[0328]

정법 분석이 수행되었다. 접합 항체를 Ebioscience/Thermo Fisher Scientific, BioLegend 또는 BD Biosciences

로부터 구입했다. 제조업체의 지시에 따라 여과된 FACS 버퍼(PBS + 2mM EDTA + 0,1%BSA) 및 Brilliant Stain

버퍼(BD #563794)를 사용하여 세포를 염색했다. 염색 전에 세포를 적절한 인간 FcBlock(BD #564220)으로 차단하

고  획득  전에  IC  고정  버퍼(eBioscience  #00-8222-49)를  사용하여  고정시켰다.  획득은  FACS  Fortessa(BD

Biosciences)에서 수행되었고 FlowJo 소프트웨어(FlowJo, LLC)로 분석되었다. 생존 세포를 전방 및 측방 산란에

서 게이팅했다. 다양한 면역 세포 서브세트가 다음과 같이 게이팅되었다: CD19
+
 (B  세포), CD3

-
 CD19

-
 CD14

+

(Monocytes), CD3
+
 TCRab

-
 (TCRgd T 세포), CD3

+
 TCRab

+
 (TCRab T 세포), CD3

-
 CD19

-
 CD14

-
 HLA-DR

-
 CD56

저/고 
(NK

세포), CD3
-
 CD19

-
 CD14

-
 HLA-DR

+
 (수지상 세포), CD3

+
 TCRab

+
 CD4

+
 CD127

저
 CD25

+
 (조절 T 세포), CD3

+
 TCRab

+

CD4
+
 또는 CD8

+
 CD45RO

- 
CCR7

+
 (CD4 또는 CD8 나이브 T 세포), CD3

+
 TCRab

+
 CD4

+
 또는 CD8

+
 CD45RO

+
 (메모리 T 세

포) 및 CD45RO
-
CD62L

-
 (이펙터 T 세포), 

도 8A 및 8B에 나타나는 바와 같이, TIGIT는 NK 세포, 조절 T 세포 및 CD8 메모리 T 세포에서 우선적으로 발현[0329]

된다. 이는 TIGIT 발현을 나타내는 낮은 비율의 나이브 T 세포를 갖는 다른 T 세포 서브세트에서 더 적은 정도

로 존재한다. 또한, TIGIT는 단핵구, 수지상 세포 및 B 세포에서 발현되지 않는다 (도8B). 이 데이터 세트는 공

개된 데이터와 일치한다 (Yu et al. NI 2008 및 Wang et al. EJI 2015).

실시예 9: 항-TIGIT 길항성 항체의 세포 결합[0330]

A. Jurkat-hTIGIT 및 Jurkat-mTIGIT에 대한 항-TIGIT 항체의 결합[0331]

인간 항-TIGIT 항체의 친화도가 인간-TIGIT(Jurkat hTIGIT) 또는 마우스 TIGIT(Jurkat-mTIGIT)로써 형질도입된[0332]

Jurkat E6.1 세포를 사용하여 측정되었다. hTIGIT 또는 mTIGIT에 대한 선택된 항체의 친화도를 분석하기 위해,

10
5
 세포를 웰마다 분배하고 단일 용량으로 100nM의 항-TIGIT 항체와 함께 (표 3) 또는 감소하는 농도(166,6 ;

53,24 ; 17,01 ; 5,43 ; 1,73 ; 0,55 ; 0,17 ; 0,05 ; 0,01 ; 5,78x10
-3
 ; 1,85x10

-3
 ; 5,9x10

-3
 nM )의 선택된

항체와 함께 (도 9) 인큐베이션했다. 항체를 FACS 버퍼에서 세포와 함께 20 min 동안 4°C에서 인큐베이션했다.

세척 후, 세포를 항-인간 Ig(Fc 감마 특이적)- PE (eBioscience, 12-4998-82, 2,5μg/ml)와 함께 20min 동안

얼음 상에서 인큐베이션하고 두 번 세척했다. LSR BD Fortessa를 사용하여 기하평균 형광 강도를 분석했다. 세

포 결합을 각각의 항체에 대해 형질주입되지 않은 라인과 비교하여 형질주입된 라인에서의 PE의 중위 형광 강도
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로서 기록했다 (표 3). EC50 결합의 계산을 위해, hTIGIT-Jurkat에 대한 결합의 절반-최대 농도(EC50)를 Prism에

서 4-변수 곡선-적합 방정식을 사용하여 계산했고, 획득한 값은 다음과 같았다: 도9에 도시된 데이터에 있어서

클론 29489에 대해 0,082 nM; 클론 29494에 대해 0,07 nM; 클론 29520에 대해 0,119 nM 및 클론 29527에 대해

0,05 nM. 결과는 테스트된 항-TIGIT 항체에 있어서 막 발현된 인간 TIGIT에 대한 강한 결합을 입증한다.

B. 인간 일차 T 세포에 대한 항-TIGIT 길항성 항체의 결합 [0333]

건강한 지원자로부터 단리된 인간 PBMC를 길항성 항-TIGIT  항체에 의한 결합에 대해 분석했다. 세포을 웰당[0334]

5x10
5
 세포로 분배했다.  세포를 항-CD16(클론 3G8,  BioLegend  302002),  CD32(클론 FLI8.26,  BD  Bioscience

557333) 및 CD64(BD Bioscience 555525)와 함께 실온에서 10 min 동안 인큐베이션했고, 지시된 항-인간 TIGIT

항체를 FACS 버퍼에서 12,65 ; 4 ; 1,26 ; 0,40 ; 0,126 ; 0,040 ; 0,12 및 4x10
-3
 nM의 최종 농도로 직접 첨가

하고 20 min 동안 4°C에서 인큐베이션했다. 세척 후, 세포를 항-인간 Ig (Fc 감마 특이적)-PE (eBioscience,

12-4998-82, 2,5μg/ml)와 함께 20 min 동안 4°C에서 인큐베이션했다.  이후, 세포를 세척하고 도 10A 및 10B

의  결과에  대해  다음  항체  및  LVD  혼합물과  함께  인큐베이션했다:  항-CD4-  PercP-Cy5.5  (클론  A161A1,

BioLegend 357414); 항-CD8- BV510 (클론 SK1, BD Bioscience 563919) 및 LVD efluor 520 (eBioscience 65-

0867-14). 도 10C에 대해, 세포를 세척하고 다음의 항체 및 LVD 혼합물과 함께 인큐베이션했다: LVD efluor 520

(eBioscience 65-0867-14), 항-TCRab-PercP-Cy5.5 (클론 IP26, Biolegend 306723), 항-CD4-BV510 (클론 SK3,

BD  Horizon  562970),  항-CD8-APC-Cy7  (클론 SK1,  Biolegend  344714),  항-CD25-BV605  (클론 2A3,  Biolegend

562660), 항-CD127-APC (A019D5, Biolegend 351316), 항-CCR7-BV421 (클론 G043H7, Biolegend 353207) 및 항-

CD45RO-PE-Cy7 (클론 UCHL1, Biolegend 304229).

CD8
+
 인간 일차 T 세포에 대한 결합에 있어서 EC50 값을 게이팅된 LVD

-
CD8

+
T 세포에서 양성 TIGIT 염색된 세포의[0335]

%를 사용하여 계산했다 (도 10A 및 10B).  인간 메모리 CD8+ 또는 Treg 일차 T 세포에 대한 결합에 있어서 EC50

값은 게이팅된 LVD
-
TCRab

+
CD45RO

+
CD8

+
T 세포에서 (메모리 CD8

+  
T 세포에 대해) 또는 게이팅된 LVD

-
TCRab

+
CD127

저

CD25
고
CD4

+
T 세포에서 (Treg에 대해) 양성 TIGIT 염색된 세포의 %를 사용하여 계산되었고 도 10C에 도시된다. 

도  10A에  나타난  바와  같이,  전체  인간  CD8
+
 T  세포에  대한  결합에  있어서  EC50  값은  클론  29489에  대해[0336]

0,123nM; 클론 29520에 대해 0,181nM 및 클론 29527에 대해 0,253nM이다. 29489 및 31282 (잔기 116에서 M에서

T로의 돌연변이를 갖는 29489 돌연변이체) 사이의 직접 비교를 수행했고, EC50 값은 각각 0,057 nM 및 0,086 nM

이었으며, 이는 2 클론에 대해 인간 일차 CD8
+
 T 세포에 대한 강하고 유사한 결합 효능을 입증한다 (도 10B).

메모리 CD8
+
 T 세포 및 Treg에 대한 결합에 대해 획득한 EC50 값은 각각 0,039 nM 및 0,03 nM이었고, 이는 두 집

단 모두에 대한 강하고 유사한 친화도를 입증한다 (도 10C).

C. 시노몰구스 일차 T 세포에 대한 항-TIGIT 길항성 항체의 결합[0337]

마카카 파시쿨라리스(Macaca fascicularis)로부터 단리된 PBMC를 BioPRIM으로부터 얻었다. 제조업체의 설명서에[0338]

따라 비인간 영장류에 대한 T 세포 활성화/팽창 키트(Miltenyi Biotec)를 사용하여 1:2(비드:세포 비율)로 세포

를  해동하고  자극시켰다.  다음  날,  세포를  수집하고,  계수하고  웰당  5x10
4
 세포로  분배했다.   세포를  항-

CD16(클론  3G8,  BioLegend  302002),  CD32(클론  FLI8.26,  BD  Bioscience  557333)  및  CD64(BD  Bioscience

555525)와 함께 실온에서 10 min 동안 인큐베이션했고, 선택된 항-인간 TIGIT 항체를 FACS 버퍼에서 12,65 ; 4

; 1,26 ; 0,40 ; 0,126 ; 0,040 ; 0,12 및 4x10
-3
 nM의 최종 농도로 직접 첨가하고 20 min 동안 4°C에서 인큐

베이션했다. 세척 후, 세포를 항-인간 Ig (Fc 감마 특이적)-PE (eBioscience, 12-4998-82, 2,5μg/ml)와 함께

20 min 동안 4°C에서 인큐베이션했다.  이후, 세포를 세척하고 도 11A 및 11B에 도시된 데이터에 대해 다음 항

체 및 LVD  혼합물과 함께 인큐베이션했다: 항-CD4- PercP-Cy5.5  (클론 A161A1,  BioLegend  357414);  항-CD8-

BV510 (클론 SK1, BD Bioscience 563919), CD69-APC-Cy7 (클론 FN50, BioLegend, 310914) 및 LVD efluor 520

(eBioscience 65-0867-14). BD LSR Fortessa를 사용하여 FACS에 의해 염색된 세포를 분석했다. LVD
-
CD69

+
CD8

+
 T

세포에서 게이팅된 양성 TIGIT 염색된 세포의 %를 사용하여 결합의 EC50 값을 계산했다. 도 11에 나타난 바와 같

이, 시노몰구스 CD8
+ 
T 세포에 대한 결합에 있어서 EC50 값은 클론 29489에 대해 0,487 nM, 클론 29520에 대해
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1,73 nM 및 클론 29527에 대해 0,378 nM이었다. 클론 29489 및 31282(잔기 116에서 M에서 T로의 돌연변이를 갖

는 29489 돌연변이체)를 또한 비교했고, EC50 값은 도 11B에 나타난 예에 대해 각각 0,25 nM 및 0,26 nM이었으

며, 이는 2 클론에 대해 시노몰구스 일차 CD8
+
 T 세포에 대한 유사하고 강한 친화도를 입증한다.

실시예 10: 길항성 항-TIGIT 활성의 시험관내 기능적 특징규명 [0339]

A. CHO-TCR-CD155 및 Jurkat-hTIGIT 공동-배양에 대한 TIGIT 생물학적분석[0340]

인간 TIGIT 수용체 차단의 기능적 결과를 특징규명하기 위해, 발명자들은 hTIGIT를 발현하는 Jurkat 세포 및[0341]

TCR 결합(engagement) 시 활성화되는 루시퍼레이즈 리포터(Promega의 Thaw-and-Use TIGIT 이펙터 세포)를, 인

간 CD155 및 TCR 활성제를 발현하도록 엔지니어링된 CHO-K1 세포주(Promega의 Thaw-and-Use CD155 aAPC/CHO-

K1)와 공동-배양했다. TIGIT-과발현 Jurkat 세포의 활성화는 Jurkat 세포에 대한 TCR 결합 시 CD155-발현 CHO-

K1 세포와의 접촉에 의해 유발될 수 있고 길항성 항-TIGIT 항체의 존재에서 증가될 수 있다. Jurkat 세포 활성

화를 증가시키는 여러 상이한 항체의 효능을 비교하기 위해, 증가하는 항체 농도의 존재에서 실험을 수행했고

EC50 값을 계산했다.

Thaw-and-Use CD155 aAPC/CHO-K1 (Promega, CS198811) 세포를 제조업체의 권장사항에 따라 시딩하고 37°C, 5%[0342]

CO2 인큐베이터 O/N에서 인큐베이션했다.  그 다음 날, Thaw-and-Use TIGIT 이펙터 세포 (Promega, CS198811)

를 제조업체의 권장사항에 따라 133nM의 항-TIGIT 항체(도 12A) 또는 증가하는 농도(0,22; 0,54; 1,36; 3,41;

8,53; 21,3; 53,3; 133,33; 및 333 nM)의 항-TIGIT 항체(도 12B)를 갖는 신선한 완전 배지를 함유하는 CD155

aAPC/CHO-K1 세포 플레이트에 첨가하고 37°C, 5% CO2에서 6 시간 동안 인큐베이션했다.

6 시간의 인큐베이션 후, Bio-GloTM 루시퍼레이즈 검사 시스템(Promega, G7941)을 사용한 루시퍼레이즈 활성 측[0343]

정에 의해 TIGIT 이펙터 세포의 활성화를 검사했다.

도 12A는 동형 대조군과 비교하여 루시퍼레이즈 신호에 대한 선택된 클론 첨가의 효과를 나타낸다. 데이터는[0344]

Jurkat-hTIGIT 세포의 더 강한 활성화를 야기하는 이들 항체의 길항 활성을 입증한다. 표 10은 여러 상이한 항-

TIGIT 항체에 대해 획득한 루시퍼레이즈 발현의 동형 대조군 클론(03847)과 비교한 배수 변화 유도를 요약한다.

표 10: 동형 대조군과 비교한 배수 변화 유도 [0345]

[0346]

도 12B에 나타나는 바와 같이, 0,22nM 내지 333nM의 항-TIGIT 항체로써 Jurkat-hTIGIT 세포 활성화를 평가했고[0347]

클론 29489에 대해 3,0nM; 클론 29494에 대해 4,4nM; 클론 29520에 대해 2,3nM 및 클론 29527에 대해 32nM; 클

론 32919에 대해 2,7nM 및 클론 32931에 대해 3,2nM의 EC50 값을 제공하며 TIGIT 억제 신호전달 차단에 연속적

인 강한 기능적 활성을 입증한다. 클론 29489 및 31282(잔기 116에서 M에서 T로의 돌연변이를 갖는 29489 돌연

변이체)를 또한 비교했고, EC50 값은 도 12C에 나타난 예에 대해 각각 4.3 nM 및 8.1 nM이었으며, 이는 2 클론

에 대해 유사한 기능적 활성을 입증한다.
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B. 인간 일차 CD8
+
 T 세포-기반 기능 검사[0348]

인간 TIGIT 수용체 차단의 기능적 결과를 특징규명하기 위해, 건강한 인간 공여자의 PBMC의 인간 일차 CD8
+
 T[0349]

세포를 인간 CD155를 발현하고 인간 T 세포를 활성화하도록 엔지니어링된 CHO-K1 세포주와 함께 공동-배양했다.

발명자들은 엔지니어링된 CD155-발현 CHO-K1 세포의 존재에서 CD8
+
 T 세포에 의한 IFNg의 방출이 차단 항-TIGIT

길항성 항체로써 hTIGIT를 차단하여 증가될 수 있음을 발견했다. IFNg 방출을 증가시키는 이들 항체의 효능을

비교하기 위해, 증가하는 항체 농도의 존재에서 실험을 수행했고 EC50 값을 계산했다.

Thaw-and-Use CD155 aAPC/CHO-K1 (Promega, CS198811) 세포를 제조업체의 권장사항에 따라 U-바텀 96-웰 플레[0350]

이트에서 시딩하고 37°C, 5% CO2 인큐베이터 O/N에서 인큐베이션했다.  다음 날, 제조업체의 권장사항에 따라

네거티브 선별 키트(Stemcell Technologies, 17953)를 사용하여 건강한 공여자의 전혈로부터 단리된 냉동 인간

말초 혈액 단핵 세포(Immunehealth)로부터 CD8
+
 T 세포를 정제했다. 이후 정제된 CD8 T 세포를 증가하는 농도

(0,11 nM, 0,33nM, 1,06nM, 3,3nM, 10,6nM, 33,3nM, 105,5nM 및 333 nM)의 항체(100,000 CD8 T 세포/100ul의

항체 함유 완전 배지)와 함께 1 시간 동안 인큐베이션했다. 그 후, 항체-CD8 혼합물을 50μl의 신선한 완전 배

지를 함유하는 CD155 aAPC/CHO-K1 세포 플레이트에 첨가하고 37°C, 5% CO2에서 5 일 동안 인큐베이션했다. 최

종적으로, 제조업체의 권장사항에 따라 실행된 ELISA  검사(Affymetrix eBioscience,  88-7316-86)를 사용하여

세포 상청액에서 IFNg 농도를 평가했다.

도 13A에 나타나는 바와 같이, 모든 항-TIGIT 항체가 동형 대조군에 비해 IFNg 분비를 증가시켰다. 가장 높은[0351]

증가가 클론 29489 (6,4 배)로써 관찰되었고 이어서 29494 (5,8 배), 29520 (5,4 배), 29499 (5,2 배), 29527

(4,5 배) 및 29513 (3,2 배)이었다.

인간 일차 CD8  T  세포에 의한 IFNg  분비 증가에 대한 EC50  값을 평가하기 위해 용량 범위 연구(0,22nM 내지[0352]

333nM의 항-TIGIT 항체)를 또한 수행했다. 도 13B에 나타나는 바와 같이, 항-TIGIT 항체 29489가 3,5nM의 EC50

으로 최상의 활성을 나타냈고 클론 29527 EC50 = 5,1nM), 클론 29494 (EC50 = 6,1nM) 및 클론 29520 (EC50 =

11,1nM)이 그 뒤를 이었다. 최종적으로, 클론 29489 및 이의 돌연변이체 31282를 동시에 테스트했고 0,49nM 및

0,50nM의 각각의 EC50  값으로 유사한 활성을 입증했다 (도 13C).  이들 데이터는 모두 CD8
+
 인간 T  세포에서

TIGIT 억제 신호를 차단하고 이펙터 기능을 증가시키는 길항성 항-TIGIT 항체의 강한 기능적 활성을 입증하며,

이는 IFNg 생성의 강한 증가를 특징으로 한다.

C.  인간 TIL 기능 검사[0353]

암 환자의 종양 침윤 림프구(TILS)에서 인간 TIGIT 수용체 차단의 기능적 결과를 특징규명하기 위해, 발명자들[0354]

은 난소 복수 환자의 TIL의 인간 일차 CD8
+
 T 세포를 인간 CD155를 발현하고 인간 T 세포를 활성화하도록 엔지

니어링된 CHO-K1 세포주와 함께 공동-배양했다. 발명자들은 엔지니어링된 CD155-발현 CHO-K1 세포의 존재에서

CD8
+
 T 세포에 의한 IFNg의 방출이 차단 항-TIGIT 길항성 항체로써 hTIGIT를 차단하여 증가될 수 있음을 발견했

다. 

Thaw-and-Use CD155 aAPC/CHO-K1 (Promega, CS198811) 세포를 제조업체의 권장사항에 따라 U-바텀 96-웰 플레[0355]

이트에서 시딩하고 37°C, 5% CO2 인큐베이터 O/N에서 인큐베이션했다.  다음 날, 제조업체의 권장사항에 따라

네거티브  선별  키트(Stemcell  Technologies,  17953)를  사용하여  난소  복수로부터  단리된  냉동  인간

TIL(Immunehealth)로부터 CD8 T 세포를 정제했다. 이후 정제된 CD8
+
 T 세포를 항-TIGIT 항체 클론 26452, 클론

29489 및 31282의 비최적화 모(100,000 CD8
+
 T 세포/100μl의 항체 함유 완전 배지)와 함께 1 시간 동안 인큐베

이션했다. 그 후, 항체-CD8 혼합물을 50ul의 신선한 완전 배지를 함유하는 CD155 aAPC/CHO-K1 세포 플레이트에

첨가하고 37°C, 5% CO2에서 5 일 동안 인큐베이션했다.

최종적으로, 제조업체의 권장사항에 따라 실행된 ELISA 검사(Affymetrix eBioscience, 88-7316-86)를 사용하여[0356]

세포 상청액에서 IFNg 농도를 평가했다. 도 14에 나타나는 바와 같이, IFNg 분비는 항-TIGIT 항체가 공동-배양

에 첨가될 때 거의 2 배 증가했다. 이들 데이터는 CD8
+
 인간 TIL에서 TIGIT 억제 신호를 차단하고 종양 환경에

서 T 세포의 이펙터 기능을 증가시키는 길항성 항-TIGIT 항체의 강한 기능적 활성을 입증한다.
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실시예 11: 마우스에서 기능적 활성을 갖는 항-TIGIT 길항성 항체의 특징규명[0357]

A. 대용 항-TIGIT 길항성 항체에 대한 마우스 CD155 경쟁 검사[0358]

이  검사를  위하여,  마우스  TIGIT를  과발현하도록  엔지니어링된  Jurkat  세포(클론  E6-1,  ATCC  TIB-152)[0359]

(Jurkat-mTIGIT)를 사용했다. 항-TIGIT 항체 26493이 인간 TIGIT에 대한 결합뿐만 아니라 마우스 TIGIT에 대해

서도 교차-반응성을 나타내었기 때문에 이를 대용물로서 사용했다. 25μl의 완전 배지(RPMI + 10% FBS)에서 상

이한 농도의 항-TIGIT 항체 클론 26493(0.03 내지 10 μg/ml)와 함께 세포를 45min 동안 37°C에서 사전 인큐

베이션했다. 세포를 한 번 세척하고 50μl의 완전 배지에서 4μg/ml 마우스 CD155-His-Fc tag 단백질(Thermo

Fisher, 50259M03H50)과 함께 45min 동안 인큐베이터에서 인큐베이션했다. 세포를 한 번 세척하고, 30min 동안

4°C에서  PE-항-His  항체(Biolegend,  362603)로  염색했다.  FACS에  의해  측정된  중위  형광  강도(median

fluorescence intensity, MFI)를 Jurkat-mTIGIT에 대한 CD155의 결합의 척도로서 사용했다. 도 15A는 IC50으로

서 2,3nM을 확인하는 CD155 경쟁에 있어서 항-TIGIT 클론 26493의 용량-반응 곡선을 나타낸다 (상부 점선은 동

형의 신호를 나타내고, 하부 점선은 CD155가 없는 세포의 신호를 나타낸다). 이들 결과는 마우스 TIGIT에 대해

CD155 리간드와 경쟁하는 항-TIGIT 항체의 기능적 효능을 입증한다.

B. 마우스 기능 시험관내 검사: 항원-특이적 세포독성 (OT-I) [0360]

이 검사에서 OVA-펄스화 표적 세포에 대한 OT-I CD8
+
 T 세포의 항원-특이적 세포독성 활성 및 항-TIGIT 항체의[0361]

효과를 평가하기 위하여, EasySep™ 마우스 T 세포 단리 키트(Stemcell, Catalog # 19851)를 사용하여 기계적

분리에  이어서  마우스  T  세포에  대한  네거티브  선별에  의해  C57BL/6-Tg
(TcraTcrb)

1100Mjb/Crl  마우스(Charles

River)의 비장으로부터 OT1 세포를 단리했다. 항원-제시 세포로서, CD155를 자연적으로 발현하는 PanO2 암 세포

를 미토사이신 C(25μg/ml)로 처리하고 그 후 OVA-펩타이드로 펄싱했다 (S7951-1MG, Sigma Aldrich, 1μg/ml,

37°C에서 1h). CD8
+
 T 세포 및 PanO2를 133nM의 항-TIGIT 클론 26493 또는 동형 대조군의 존재에서 3일 동안

공동-배양했다. 3일째에, ELISA에 의한 IFNg(도 15B) 및 세포독성 검사를 위한 T 세포(도 15C)의 검출을 위해

상청액을 수집했다. 표적 세포로서, OVA-펄스화 PanO2를 사용했다. 각각 1x10
6
의 표적 세포 및 비펄스화 Pan02

세포(비표적 내부 대조군)를 제조업체의 지시에 따라 각각 CFSE  (C1157,  ThermoFisher)  및 CellTrace™ Far

Red Cell Proliferation Kit(C34564, ThermoFisher)로 표지했다. 이들 세포를 혼합하고 (1:1 비율) 웰당 2x10
4

세포로 플레이팅했다. 자극된 OT-1 CD8
+ 
T 세포를 1x10

5
 세포/웰(이펙터 세포)로 첨가하여 133nM의 항-TIGIT 클

론 26493 또는 동형 대조군의 존재에서 10:1 이펙터 대 표적 비율이 되었다. 24 시간 후 세포를 PBS로 세척하고

트립신처리에 의해 부양시켰다.  이후 세포를 Live/dead  fixable  violet  dead  cell  staining  kit(Molecular

Probes, L34955)로 염색했다. 이후 흐름 세포측정법에 의해 살아있는 표적 세포 대 비표적 세포의 비율 변화를

모니터링하여 표적 세포의 세포독성 사멸을 측정했다. 

도 15B는 항-TIGIT 항체가 IFNg 생성을 거의 2 배 증가시킴을 나타내는 한편 도 15C는 약 60%의 마우스 OT-I[0362]

CD8
+
 T 세포의 증가된 세포독성 활성을 나타낸다. 모두, 이들 결과는 마우스 CD8

+
 T 세포 이펙터 기능을 증가시

키는 항-TIGIT 항체의 기능적 활성을 확인시킨다.

실시예 12: 마우스 모델에서 단일요법 및 항-PD1 항체와의 병용에서 항-TIGIT 길항성 항체의 항-종양 활성[0363]

A. 단일요법에서 항-TIGIT 길항성 항체의 생체내 항-종양 활성 [0364]

이 실험을 위해, 항-TIGIT 클론 26493이 마우스 IgG2a 동형에 대해 포유류 세포에서 생성되었다. 8 주의 암컷[0365]

Balb/c 마우스에게 500.000 CT26 결장암 세포(ATCC® CRL-2638™)를 피하 접종했다. 접종 후 9 일째에, 종양

부피가 평균 약 45mm
3
였을 때, 마우스는 동일한 종양 부피를 갖는 처리군에서 무작위화되었다 (군 당 n=8). 마

우스를 200μg의 항-TIGIT 또는 동형 대조군(mIgG2a, BioXcell) 또는 200μg의 항-PD-1(RMP1-14, BioXcell) 및

200μg의 동형 대조군(mIgG2a, BioXcell) 또는 200μg의 항-PD-1 (RMP1-14, BioXcell) 및 상이한 농도의 항-

TIGIT(200μg, 60μg, 20μg)로 9일, 12일 및 15일에 복강내 주사에 의해 처리했다. 종양 성장을 모니터링하고

종양 부피를 전자 캘리퍼스로 9일부터 36일까지 일주일에 세 번 측정했다. 종양 부피가 2000mm
3
를 초과했을 때

마우스를 희생시켰다. 종양 성장 곡선을 선형 혼합 모델에 의해 통계적으로 분석했다. 시간*처리군의 상호작용

을 테스트하여 처리군 간의 차이를 평가했다. 항-TIGIT 및 항-PD-1 간의 상승 효과를 테스트하기 위해, 처리군

을 두 변수의 조합; 항-TIGIT (네/아니오) 및 항-PD-1 (네/아니오)에 의해 재부호화했다. 각 처리의 부가 효과
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(항-TIGIT*시간 및 항-PD-1*시간) 이외에 상승 효과를 상호작용 항 항-TIGIT*항-PD-1*시간을 테스트하여 평가했

다.

도 16A는 단일요법에서 항-TIGIT 항체로 처리된 마우스에 대해 군마다의 중위 종양 성장 곡선 및 개별 성장 곡[0366]

선을 나타낸다. 대조군에서는 마우스가 종양의 퇴행을 나타내지 않았고, 항-TIGIT로 처리된 2/8 마우스는 완전

한 반응을 나타냈다. 나머지 마우스에서, 뚜렷한 종양 성장 지연이 존재했다. 대조군에서는 30 일 이상 생존한

마우스가 없었고, 반면에 처리군에서는 7/8 마우스가 30 일 이상 생존했다. 

도 16B는 단일요법 또는 항-TIGIT와의 병용에서 항-PD1에 의해 처리된 마우스에 대해 군마다의 중위 종양 성장[0367]

곡선 및 개별 성장 곡선을 나타낸다. 항-PD-1 단일요법과 비교하여 (p<0.0001) 항-TIGIT+항-PD-1로 처리된 마우

스에서 유의한 종양 성장 억제가 있었다. 항-TIGIT + 항-PD-1의 병용은 두 가지 단일요법 치료의 부가 효과보다

높은 상승적 항-종양 효능을 달성했다 (p=0.02).  항-TIGIT (200ug) 및 항-PD1 항체의 병용은 7/8 마우스에서

완전한 반응을 나타냈다. 항-PD1 및 더 적은 용량의 항-TIGIT의 병용으로 항-종양 효능이 유지되었고, 이는 항-

TIGIT 항체가 60μg까지 감소했을 때 8/8 마우스에 대해, 항-TIGIT 항체가 20μg까지 추가로 감소했을 때 5/8

마우스에 대해 완전한 반응을 달성했다 (도 16C). 이들 데이터는 사전 확립된 종양 치료에 대해 단일요법에서

(p<0.0001) 또는 항-PD1 항체와의 병용에서 (p<0.0001) 항-TIGIT 요법의 유의한 항-종양 효능을 입증한다.

실시예 13: 마우스 모델에서 단일요법 및 항-PD1 항체와의 병용에서 항-TIGIT 길항성 항체의 동형-의존성 항-종[0368]

양 활성. 

이  실험을  위해,  항-TIGIT  클론  26493이  마우스  IgG2a  및  마우스  IgG1  동형에  대해  포유류  세포에서[0369]

생성되었다. 8 주의 암컷 Balb/c 마우스에게 500.000 CT26 결장암 세포(ATCC® CRL-2638™)를 피하 접종했다.

접종 후 10 일째에, 종양 부피가 평균 약 100mm
3
였을 때, 마우스는 동일한 종양 부피를 갖는 처리군에서 무작위

화되었다  (군  당  n=10).  단일요법의  평가를  위해,  마우스를  200μg의  항-TIGIT  또는  동형  대조군(mIgG2a,

BioXcell)으로 10일, 13일 및 16일에 복강내 주사에 의해 처리했다. 항-PD-1와의 병용의 평가를 위해, 마우스를

200μg의 항-PD-1 (RMP1-14, BioXcell) 및 200μg의 동형 대조군(mIgG2a, BioXcell)으로 또는 200μg의 항-PD-

1 (RMP1-14, BioXcell) 및 200μg의 항-TIGIT의 병용에 의해 10일, 13일 및 16일에 복강내 주사에 의해 처리했

다. 종양 성장을 모니터링하고 종양 부피를 전자 캘리퍼스로 10일부터 33일까지 일주일에 세 번 측정했다. 종양

부피가 2000mm
3
를 초과했을 때 마우스를 희생시켰다.

도 17A는 항-TIGIT 항체를 사용한 단일요법에 대한 군마다의 중위 종양 성장 곡선 및 개별 성장 곡선을 나타내[0370]

고  도  17B는  항-TIGIT  및  항-PD1  항체를  사용한  병용  요법에  대해  나타낸다.  단일요법  및  항-PD-1과의

병용에서, 항-TIGIT 항체를 사용한 처리는 마우스 IgG2a 동형으로서 투여 시 유의한 항-종양 효능을 야기했다

(각각 p=0.0001 및 p=0.009). 그러나, 항-종양 효능이 마우스 IgG1 동형으로서 항-TIGIT와 함께 관찰될 수 없었

으며, Fc 수용체와 mIgG2a의 상호작용이 뮤린 CT26 모델에서 항-TIGIT 길항성 항체의 항-종양 활성에 중요함을

시사한다. 이들 데이터는 사전 확립된 종양 치료에 대해 단일요법 또는 병용에서 항-TIGIT 요법의 동형-의존성

항-종양 효능을 입증한다.

실시예 14: 항-TIGIT 길항성 항체의 생체내 항-종양 활성의 작용 메카니즘의 특징규명 [0371]

A. 비장 및 종양의 흐름 세포측정법 분석[0372]

길항성 항-TIGIT 항체의 생체내 작용 모드를 조사하기 위해, 단일요법 및 항-PD-1와의 병용에서 항-TIGIT 항체[0373]

26493(IgG2a)를 사용한 처리 후 면역 세포 침윤물에 대해 흐름 세포측정법에 의해 종양을 분석했다. 실시예 12

에 기재된 바와 같이 마우스를 접종하고 처리했다. 두 번째 처리 2일 후, 마우스(군마다의 8 마리의 마우스)를

희생시키고 종양을 수확했다. 종양 분리 키트(Miltenyi Biotec)로 종양을 분리했다. 직접 생체외 염색을 위해,

세포를 생존성 염료(Molecular Probes, L34955) 및 Fc-block으로 염색한 후 항-CD45, 항-CD4, 항-CD8 및 항-

FoxP3(모두 eBioscience로부터 입수)로 염색했다. 생체외 자극을 위해, 세포를 세포 자극 칵테일(eBioscience)

및 단백질 수송 억제제(eBioscience)와 함께 3 시간 동안 인큐베이션했다. 이후 항-CD4 및 항-CD8 항체 및 Fc-

block으로 염색했다. 상용 버퍼(IC 고정 버퍼 및 투과화 버퍼)를 사용하여 고정 및 투과화한 후, 세포를 항-IL-

10 및 항-IFNg(모두 eBioscience로부터 입수)로 염색했다. 모든 도면에서, 관련 대조군(단일요법에 대한 동형

대조군, 병용에 대한 항-PD-1)과 비교한 백분율 변화가 나타나고, 대조군에 비해 음의 값은 감소를 나타내고 양

의 값은 증가를 나타낸다.

도 18A는 항-TIGIT mIgG2a 항체를 사용한 종양의 생체내 처리가 대조군과 비교하여 28%의 CD4
+
 TIL 집단 내 조[0374]
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절 T 세포의 비율 감소를 야기함을 나타내고, 이는 항-TIGIT mIgG1를 사용한 처리 후에는 관찰되지 않는다. 이

는 TIGIT
+
 Treg 세포의 고갈이 있음을 나타내며, 아마도 실시예 14에서 논의된 바와 같이 두 가지 동형의 차등

적 효능을 설명할 수 있다. 도 18B는 CD8
+
 TIL의 고갈이 없지만, 대신 두 가지 동형에 대해 작은 증가가 관찰됨

을 나타낸다 (대조군과 비교하여 mIgG1에 대해 17% 증가 및 mIgG2a에 대해 16%). 이들 결과는 함께 항-TIGIT

mIgG2a로 처리된 종양에서 CD8/Treg 비율의 50% 초과의 증가를 야기한다 (도 18C).  종양내 T 세포의 기능이 또

한 항-TIGIT mIgG2a 항체로 처리된 군에 대해 개선되며, CD4
+
 (도 18D) 및 CD8

+
 TIL (도 18E) 모두에 대해 IFNg

생성이 강하게 증가한다. 이는 CD4
+
 TILs/CD8

+
 집단에서 생체외 자극 후 IFN-g 생성 세포/IL-10 생성세포 비율

의 강한 증가를 야기했다 (도 18F).

도 18G는 항-TIGIT mIgG2a와 항-PD-1의 병용이 항-PD-1 단일요법과 비교하여 33% 감소된 조절 T 세포를 야기함[0375]

을 나타낸다. 다시, CD8
+
 T 세포에 대해, 항-PD-1 단일요법과 비교하여 각각 mIgG1 및 mIgG2a 동형에 대해 CD8

+

T 세포 침윤의 22% 및 28% 증가로써, 반대가 사실이다 (도 18H). 이는 함께 항-TIGIT mIgG2a와의 병용에 대해

종양에서 CD8
+
 TIL 대 Treg 비율의 2-배 이상의 증가를 야기한다 (도 18I). 또한, 항-PD-1와 조합된 항-TIGIT

항체 mIgG2a를 사용한 처리는, IFNg 생성 CD4 세포의 현저한 증가 (도 18J) 및 IL-10 생성 CD4 세포의 감소로써

(도 18K), 종양내 CD4
+
 T 세포에 대한 Th1 대 Th2 표현형 이동을 입증한다. 이는 단일요법에서 항-PD-1로 처리

된 마우스와 비교하여 CD4
+
 TIL 집단에서 생체외 자극 후 IFNg/IL-10 생성 세포의 강한 증가를 야기했다 (도

18L). 

표 11: 항-TIGIT mIgG2a 및 비히클 처리된 마우스 사이의 차등적으로 발현된 유전자[0376]

[0377]
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표 12: 항-TIGIT mIgG2a + 항-PD-1 및 항-PD1 처리된 마우스 사이의 차등적으로 발현된 유전자[0378]

[0379]

B. NanoString에 의한 종양의 전사체 분석[0380]

항-TIGIT 항체의 생체내 작용 모드를 조사하기 위해, 항-TIGIT로 처리된 종양의 면역 세포 침윤물을, 단일요법[0381]

및 항-PD-1과의 병용에서, 전사체 분석(Nanostring)에 의해 분석했다. 실시예 12에 기재된 바와 같이 마우스를

접종하고 처리했다. 항-TIGIT 및/또는 항-PD1 항체를 사용한 세 번째 처리 2일 후, 마우스를 희생시키고 종양을

수확했다. RNA를 추출하고 암 면역학에 관여하는 엄선된 770 개의 유전자의 발현을 nCounter 기술(PanCancer

Immune  Profiling  panel,  Nanostring;  VIB  Nucleomics  Core에 의해 수행됨)로써 직접 정량화했다. 데이터를

nSolver 소프트웨어(Nanostring)로 분석했다. 

도 19A는 비히클 처리된 마우스 및 항-TIGIT mIgG2a 처리된 마우스 사이에서 차등적으로 조절되는 유전자의 볼[0382]

케이노 플롯을 보여준다. 통계적으로 매우 유의한 유전자가 플롯의 상부에 오고, 매우 차등적으로 발현된 유전

자가  양측으로  온다  (좌:  항-TIGIT  처리된  마우스에서  하향조절됨,  우:  항-TIGIT  처리된  마우스에서

상향조절됨). 고도로 상향조절된 유전자의 예는 퍼포린, 그랜자임 B 및 CTLA-4를 포함한다. 실선은 0.01의 비보
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정 p-값을 나타내고, 점선은 0.05의 보정 p-값을 나타낸다 (Benjamini-Hochberg 보정). 표 11 및 표 12는 각각

비히클 및 aPD-1+항-TIGIT mIgG2a 대 항-PD1와 비교하여 항-TIGIT mIgG2a에 대해 유의하게 차등적으로 발현된

유전자를 나타낸다. 다중 유전자가 면역 세포의 기능적 서브세트에 대해 점수로 요약될 때, 가장 두드러진 발견

은 세포독성 세포 및 CD8
+
 T  세포의 점수 증가였다(도 19B).  항-PD-1  단독과 비교하여 항-PD-1  +  항-TIGIT

mIgG2a로 처리된 마우스에서 동일한 변화가 존재했다. 단일요법 또는 항-PD-1와의 병용에서 항-TIGIT mIgG1로

처리된 마우스에서 변화가 관찰되지 않았다. 

이들 데이터는 모두 항-TIGIT 항체를 사용한 생체내 처리 후 관찰된 항-종양 효능이 종양에서 감소된 Treg 침윤[0383]

물에 의해 매개되는 한편 CD8
+
 이펙터 T 세포 집단이 증가함을 입증한다. 또한, CD4

+
 및 CD8

+
 TIL의 이펙터 기능

은 더 높은 IFNg
 
생성 세포의 비율, Th1 반응으로의 이동 및 T 세포 세포독성 기능에 중요한 유전자의 증가된

발현에 의해 나타난 바와 같이 증가된다.

실시예 15: 항-TIGIT 길항성 항체에 의해 유도된 항체 의존성 세포 독성(ADCC) 활성[0384]

A. 건강한 공여자의 인간 PBMC에서 시험관내 ADCC[0385]

건강한 인간 공여자로부터 단리된 PBMC를 완전 RPMI 배지(10% 열 불활성화 FBS + 50U 페니실린 + 50U 스트렙토[0386]

마이신으로 보충되고, 200 IU IL-2/ml로 보충됨)에 재현탁시켰다. 96U 웰 플레이트에서 웰당 2,5x10
5
 인간 PBMC

를 분배했다. 포유류 세포 또는 IgG1  동형 대조군(Biolegend, 403102)에서 생성된 항-인간 TIGIT  항체 클론

26452를 각각의 상응하는 웰에 66,6 ; 0,66 및 0,006nM의 최종 농도로 첨가했다. 세포를 20h 동안 37°C에서

5% CO2로 인큐베이션했다. 이후 세포를 수집하고 다음의 항체 패널로 염색했다: LVD efluor 520 (eBioscience

65-0867-14),  항-TCRab-PercP-Cy5.5  (클론 IP26,  Biolegend  306723),  항-CD4-BV510  (클론 SK3,  BD  Horizon

562970), 항-CD8-APC-Cy7 (클론 SK1, Biolegend 344714), 항-CD25-BV605 (클론 2A3, Biolegend 562660), 항-

CD127-APC  (A019D5,  Biolegend  351316),  항-CCR7-BV421 (클론 G043H7,  Biolegend  353207) 및 항-CD45RO-PE-

Cy7 (클론 UCHL1, Biolegend 304229). 게이팅된 생세포에 대해 결과가 제시된다 CD45
+
CD4

+
 또는 CD45

+
CD8

+
는 전

체 CD4
+
 또는 CD8

+
 T 세포를 나타낸다. CD45

+
RO

+
CD4

+
 또는 CD45

+
RO

+
CD8

+
 세포는 메모리 CD4

+
 또는 CD8

+
 T 세포를

나타내는 한편 CD25
고
CD127

저
CD4

+
는 Treg 세포를 나타낸다. 도 20A에 나타나는 바와 같이 게이팅된 Treg에 대한

TIGIT
+ 
세포의 비율은 게이팅된 메모리 CD8

+
T 세포 및 CD4

+
T 세포에 대한 것보다 높았다.

제조업체의 설명서에 따라 AccuCheck  Counting  beads(Life  technologies)를 사용하여 절대 정량을 수행한다.[0387]

μl당 절대 세포 수의 계산 후, 다음의 식 = (1- (26452 TIGIT 항체 처리된 샘플에서 μl당 세포의 절대 수/ 항

체 처리 없음의 삼중복의 평균)) x100을 사용하여 특이적 용해의 %가 계산된다. 도 20B에 나타나는 바와 같이

항-TIGIT 26452 hIgG1 항체는 전체 CD8
+ 
T 세포(12,2%) 또는 전체 CD4

+
 T 세포(16,36%)에서보다 Treg(62,22%)에

서 더 높은 특이적 용해를 촉발시킨다. 

B. 마우스 종양에 대한 생체외 ADCC[0388]

항-TIGIT 마우스 IgG2a 항체가 TIGIT
+
 조절 T 세포를 고갈시킬 수 있음을 확인하기 위해, 생체외 ADCC 검사를[0389]

설정했다. 8 주의 암컷 Balb/c 마우스에게 500.000 CT26 결장암 세포(ATCC® CRL-2638™)를 피하 접종했다. 접

종 3 주 후, 종양을 수확하고 종양 분리 키트(Miltenyi Biotec)로 분리했다. 단일 세포 현탁액을 133nM 항-

TIGIT 항체 26493(mIgG1 또는 mIgG2a 동형)와 함께 20h 동안 인큐베이션했다 (RPMI + 10%FBS에서 100만 세포

/200μl). 20h  후, 세포를 생존성 염료(Molecular Probes, L34955) 및 Fc-block으로 염색한 후 항-CD4, 항-

TIGIT, 항-CD8 및 항-FoxP3 항체(모두 eBioscience로부터 입수)로 염색했다. 

도 21은 상이한 TIGIT
+
 면역 서브세트에 대하여 동형 대조군을 사용한 처리와 비교하여 절대 TIGIT

+
 세포 계수의[0390]

%  감소를 나타낸다. 항-TIGIT  mIgG2a  항체 처리 후의 가장 강한 감소는 조절 T  세포에서 명백하며 (약 40%

감소), 이들 세포가 통상적 CD4
+
 또는 CD8

+
 T 세포보다 ADCC에 더 취약함을 시사한다. 

전반적으로, 이들 결과는 Treg 집단에서 입증된 더 강한 활성을 갖는 TIGIT
+
 면역 세포를 고갈시키는 항-TIGIT[0391]

hIgG1 또는 mIgG2a의 효능을 입증한다.

실시예 16: 인 실리코 분석을 사용한 면역원성 예측[0392]
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클론 29494 및 29489뿐만 아니라 이의 변이체 31282의 면역원성 가능성을 EpiMatrix 단백질 점수를 사용하는 인[0393]

실리코 예측에 의해 평가했다 (De Groot et al. (2009) Clinical Immunol. 131:189). 분석을 완료하기 위해,

입력 서열을 중첩 9-mer 프레임으로 파싱하고 각각의 프레임을 8개의 공통 Class II HLA 대립유전자의 패널에

대해 평가했다. 이들 대립유전자는 "수퍼-타입"이다. 각각은 많은 추가적 "패밀리 멤버" 대립유전자와 기능적으

로 동등하거나 거의 동등하다. 총괄하여, 이들 8개의 수퍼-타입 대립유전자는, 이들의 각각의 패밀리 멤버와 함

께, 인구의 95% 이상을 잘 "포함한다" 
 
(Southwood et al. (1998) J. Immunol 160:3363). 각각의 프레임-바이-

대립유전자 "평가"는 예측된 HLA 결합 친화도에 대한 진술이다. EpiMatrix 평가 점수는 대략 -3으로부터 +3까지

의 범위이며 정규적으로 분포된다. 1.64 이상의 EpiMatrix 평가 점수는 "적중"으로 정의된다; 즉 잠재적으로 면

역원성이며 추가로 고려할 가치가 있다.

다른 모든 인자가 동일하면, 주어진 단백질에 포함된 HLA 리간드(즉 EpiMatrix 적중)가 많을수록, 단백질이 면[0394]

역 반응을 유발할 가능성이 높다. EpiMatrix 단백질 점수는 주어진 크기의 단백질에서 발견될 것으로 예상되는

예측된 T 세포 에피토프의 수와 EpiMatrix System에 의해 예측된 추정 에피토프의 수의 차이이다. EpiMatrix 단

백질 점수는 관찰된 면역원성과 상관관계가 있다. EpiMatrix 단백질 점수는 "정규화"되고 표준화된 척도로 플로

팅될 수 있다. "평균" 단백질의 EpiMatrix 단백질 점수는 0이다. 0 초과의 EpiMatrix 단백질 점수는 과잉 MHC

리간드의 존재를 나타내며 더 높은 면역원성 가능성을 의미하는 한편 0 미만의 점수는 예상된 것보다 더 적은

잠재적 MHC 리간드의 존재 및 더 낮은 면역원성 가능성을 나타낸다. +20 초과의 단백질 득점은 상당한 면역원성

가능성을 갖는 것으로 간주된다. 

조절 T 세포 에피토프의 존재에 대한 조정. [0395]

항체는 가변 도메인, 특히 상보성 결정 영역(CDR)의 아미노산 서열이 놀랄 만한 정도까지 변할 수 있다는 점에[0396]

서 독특한 단백질이다. 항체가 광범한 항원을 인식할 수 있게 하는 것이 이러한 가변성이다. 그러나, 항체 성숙

을 제어하는 재조합 및 돌연변이 이벤트가 또한 새로운 또는 네오- T 세포 에피토프를 생성할 수 있다. 이들 네

오-에피토프는 순환하는 T  세포에 "외래"인 것으로 나타날 수 있다. 항체 서열에서 네오-에피토프의 존재는

HAHA 반응 또는 ADA(항-Drug-항체)로도 알려진 인간-항-인간 항체 반응의 형성을 야기할 수 있다. 

조절 T 세포는 돌연변이된 및/또는 고도로 가변적인 서열, 에컨대 항체 CDR을 포함하는 것을 포함하여, 말초에[0397]

서 완전한 인간 단백질에 대한 면역 반응 억제에 중요한 역할을 한다. 조절 T 세포는 조절 T 세포 에피토프에

의해 결합되고 활성화된다. 항체 서열에서 네오-에피토프의 존재와 관련된 내재적 위험은 자연적으로 발생하는

조절 T 세포 에피토프의 존재에 의해 균형을 이루는 것으로 보인다. 

많은 인간 항체 단리물 서열의 스크리닝에 의해, EpiVax는 조절 가능성이 있는 것으로 여겨지는 몇몇의 고도로[0398]

보존된 HLA 리간드를 확인했다. 실험적 증거는 이들 펩타이드 중 다수가 사실상 대부분의 대상에서 활성적으로

면역허용성임을  시사한다.  이러한  고도로  보존되고  조절성이며  난잡한  T  세포  에피토프는  현재  트레지토프

(Tregitope)로 알려져 있다 (De Groot et al. (2008) Blood 112:3303)

많은 경우에, 인간화 항체에 포함된 네오-에피토프의 면역원성 가능성은 상당한 수의 트레지토프의 존재에서 효[0399]

과적으로 제어될 수 있다. 항체 면역원성 분석의 목적을 위해, EpiVax는 트레지토프-조정 EpiMatrix 점수 및 상

응하는 항-치료적 항체 반응의 예측을 개발했다. 트레지토프-조정 EpiMatrix 점수를 계산하기 위해, 트레지토프

의 점수가 EpiMatrix 단백질 점수로부터 차감된다. 트레지토프-조정 점수는 23개의 상용 항체의 세트에 대해 관

찰된  임상적  면역  반응과  상관관계를  갖는  것으로  나타난다
 
(De  Groot  et  al.  (2009)  Clinical  Immunol.

131:189). 

클론 29489, 29494 및 31282 항체 서열은 EpiMatrix 척도 하단에서 점수를 얻으며, 제한된 면역원성 가능성을[0400]

나타낸다. 허가된 단일클론 항체의 회귀 분석은 항체 클론 29489 및 31282에 노출된 환자의 ~0% ADA 반응을 예

측한다. 클론 29494에 있어서, 분석은 기준선 VH 서열에 노출된 환자의 2.78%, 변이 VH 서열에 대해 2.88% ADA

반응을 예측한다. 데이터는 아래 표 13에 요약된다.

등록특허 10-2731476

- 48 -



표 13: EpiMatrix 및 트레지토프 조정 EpiMatrix 점수[0401]

[0402]

실시예 17: 재조합 인간 TIGIT 단백질에 대한 항-TIGIT 클론의 결합에 대한 친화도 결정[0403]

항체 31282는  다른  특허 출원에 기재된 항-TIGIT  항체 클론과 비교되었다.  구체적으로,  31282는  4.1D3.Q1E[0404]

(4.1D3로도 지칭됨, WO2017/053748로부터); 22G2  (WO2016106302로부터); 31C6  (WO2016/028656로부터); 313M2

(WO2016/191643로부터); 및 TIG1 (WO2017/152088로부터)와 비교된다. 비교된 항체 클론의 참조 및 서열이 아래

표 14에 나타난다:
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표 14: 경쟁적 항-TIGIT 항체의 VH 및 VL 도메인의 서열[0405]

[0406]

A. 포유류 세포에서의 생산[0407]

추가의 특징규명을 위한 충분한 양의 선택된 a-TIGIT 클론을 생산하기 위해, 특정 항체 클론(클론 31282_up,[0408]

4.1D3, 22G2, 31C6, 313M32 및 TIG1)을 코딩하는 DNA 벡터를 생성하고 인간 IgG1 동형의 생산을 위한 HEK 세포

에 형질도입했다. 항체 가변 도메인에 대한 인간 코돈 최적화 합성 DNA 단편을 Geneart에서 주문했다. 가변 도

메인 서열을 마우스 IgKappa 신호 서열 및 각각의 항체 클래스의 불변 영역을 포함하는 pUPE 발현 벡터로 원활

하게 결찰시켰다. 발현 벡터는 제한 분석 및 DNA 서열결정에 의해 확인되었다. 일시적 형질주입을 위해, 확립된

프로토콜에  따라  내독소  유리  DNA  맥시프렙(Sigma)이  생성되었고  중쇄  및  경쇄  벡터를  Freestyle  배지

(ThermoFisherScientific)에서 HEK293EBNA1 세포에 동시-형질주입했다. 형질주입 후 24 시간에 프리마톤(0,55%

최종 부피)을 첨가했다. 조정 배지를 형질주입 후 6 일에 수확했다. 항체를 Mabselect sureLX (GE Healthcare)

친화도 크래마토그래피에 의해 회분식으로 정제했다. 결합 항체를 PBS 함유 1M NaCl 및 PBS로써 2 단계로 세척

했다. 항체를 20 mM 시트레이트 150 mM NaCl pH3로 용리시키고 1/6 부피의 1M K2HPO4/KH2PO4 pH8로 대략 pH7까

지 중성화했다.

다음으로  항체를  PBS에서  평형화된  Superdex200  컬럼을  사용하여  겔-여과에 의해  추가로  정제했다.  분획을[0409]

NuPAGE에 의해 분석하고 항체 함유 분획을 모았다. 최종 생성물을 0,22 μM 주사기 필터에서 멸균시켰다. 생성

물을 NuPAGE에 의해 분석하고 내독소 수준을 LAL-검사에 의해 측정했다.

부가적으로,  클론  31282는  또한  IgG1  또는  IgG4  동형에서  다음과  같이  CHO-K1  세포에서  생성되었다  (클론[0410]

31282_wu). 항체를 코딩하는 DNA 벡터를 구축하고 CHO-K1 세포로 형질주입했다. 항체 가변 도메인에 대해 CHO

코돈 최적화된 DNA 단편을 합성하고, 각각의 항체 클래스의 신호 서열 및 불변 영역을 포함하는 발현 벡터에 결

찰시켰다. 발현 벡터는 제한 분석 및 DNA 서열결정에 의해 확인되었다. 확립된 프로토콜에 따라 중쇄 및 경쇄
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벡터를 전기천공(Bio-rad)에 의해 CHO-K1 세포로 공동-형질주입했다. 형질주입된 배양물을 스케일업하고 유가식

(fed-batch) 배양에 접종했다. 14 일의 유가식 배양 후 컨디셔닝된 배지를 수확했다.

직렬로 연결된 D0HC 및 A1HC(Millipore)를 사용하는 두 단계의 심층 여과에 의해 수확된 세포 배양물을 먼저 정[0411]

화시켰다. 이후, MabSelect SuRe(GE Healthcare)를 사용하는 친화도 크래마토그래피에 의해 정화된 수확물을 먼

저 정제했다. 결합된 항체를 1 M NaCl 함유 50 mM NaAc-HAc(pH 5.5) 및 50 mM NaAc-HAc(pH 5.5)로써 2 단계로

세척했다. 이후 항체를 50mM NaAc-HAc(pH 3.5)를 용리시키고 1 M Tris-HCl(pH 9.0)로 대략 pH 5.5까지 중화시

켰다.

다음으로 중화된 중간체를 관류(flow-through) 모드에서 POROS HQ50(Life Tech)를 사용하는 음이온 교환 크래마[0412]

토그래피(AEX)에 의해 추가로 정제했다. 로딩 전에 50mM NaAc-HAc (pH 5.5)에 의해 컬럼을 평형화시켰다. 로딩

및 회수 단계 동안 수집된 AEX 흐름을 POROS XS(Life Tech.)를 사용하여 결합-용리 모드에서 양이온 교환 크래

마토그래피(CEX)에 의해 추가로 폴리싱했다. CEX 컬럼을 50 mM NaAc-HAc(pH 5.5)에서 평형화시키고, 항체를 10

CV에서 0.5 M NaCl를 함유하는 50 mM NaAc-HAc(pH 5.5)에 도달하도록 선형 구배 용리(LGE)에 의해 용리시켰다.

Pellicon  3,  ultracel  30  kD,  타입 A(Millipore)를 사용하는 최종 한외여과 및 정용여과(UF/DF)를 수행하여

CEX 용출액을 농축하고 버퍼를 20 mM His-HCl(pH 5.5)로 교환했다. 그 후, 폴리소르베이트 80(PS80) 및 수크로

스를 정용여과된 샘플에 첨가하여, 농도가 20 mM  His-HCl,  0.01  %  (w/w) PS 80, 및 9% (w/v) 수크로스 (pH

5.5)의 버퍼에서 대략 20 g/L인 최종 생성물을 획득했다. 생성물은 모두 PQA 테스트를 거쳤다. SEC 순도, 내독

소 수준 및 기타 기준 모두가 요건을 충족했다.

B. Biacore 측정[0413]

Biacore T200 기술, CM5 센서 칩(Novalix, France에서 수행)을 사용하여 HBS-EP 버퍼 시스템(10 mM HEPES pH[0414]

7.3, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.05% Tween20)에서 25 °C에서 바이오센서 분석을 수행했다. 샘플 호텔을 8°C

에서 유지시켰다.  염소 항-인간 IgG 포획 항체(Fcγ 단편 특이적, Jackson ImmunoResearch Laboratories)를

표준 아민 커플링 화학을 사용하여 센서 칩의 양쪽 흐름 세포에 고정시켰다 (10000 RU). 제공된 이러한 표면 유

형은 각각의 재생 단계 후 새로운 분석 항체를 재현 가능하게 포획하기 위한 형식을 제공했다.  흐름 세포 1이

참조 흐름 세포로서 사용되면서 흐름 세포 2가 포획된 항체를 분석하기 위해 사용되었다. 30 내지 0.123 nM 범

위의 6가지 항원 농축물을 러닝 버퍼에서 제조했다. 3.33nM 런 중복을 제외하고, 항원 샘플 농축물 각각을 단일

반복으로 수행했다. 두 번의 블랭크 (버퍼) 주입을 또한 수행하고 시스템 인공물을 평가하고 차감하기 위하여

사용했다. 모든 항원 농축물에 대한 결합(300 s) 및 해리(600 s) 단계를 30 uL/min의 유량에서 수행했다. pH

1.5, 10 mM 글라이신-HCl의 세 번 연속 주입(15 s, 15 s 및 60 s)으로 표면을 재생시켰다. 획득된 센서그램을

전반적으로 1:1 모델로 적합시켰다 (모든 적용된 농축물에 대해 동일한 반응속도론 값 가정). 1:1 반응속도론

모델 적합을 신뢰할 수 없기 때문에, 클론 313M32에 대한 정상 상태로부터 친화도를 또한 결정했고, 결합 시간

의 마지막에 인간 TIGIT와의 평형을 나타냈다. 여러 상이한 a-TIGIT 클론에 대해 획득한 결과가 표 15에 보고된

다.

표 15: 반응속도론 및 친화도 평가 [0415]

[0416]

실시예 18: 항-TIGIT 길항성 항체의 세포 결합[0417]

A. Jurkat-hTIGIT에 대한 항-TIGIT 클론의 결합 [0418]

인간 항-TIGIT 항체의 친화도가 인간-TIGIT(Jurkat hTIGIT)로 형질도입된 Jurkat E6.1 세포를 사용하여 측정되[0419]

었다. hTIGIT에 대한 선택된 항체의 친화도를 분석하기 위해, 10
5
 세포를 웰마다 분배하고 감소하는 농도(8; 4;

2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,062; 0,031; 0,016; 8x10
-3
 및 4x10

-3
 nM)의 다양한 항-TIGIT 길항제 항체 클론과

함께 (도 2) 인큐베이션했다. 항체를 FACS 버퍼에서 세포와 함께 20 min 동안 4°C에서 인큐베이션했다. 세척
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후, 세포를 항-인간 Ig(Fc 감마 특이적)- PE (eBioscience, 12-4998-82, 2,5μg/ml)와 함께 20min 동안 얼음

상에서 인큐베이션하고 두 번 세척했다. 형광 강도를 LSR BD Fortessa를 사용하여 분석했고 세포 결합을 표면에

서 TIGIT를 발현하는 세포에서 PE의 중위 형광 강도로서 기록했다.

Jurkat-hTIGIT에  대한  결합의  절반-최대  농도(EC50)를  Prism에서  4-변수  곡선-적합  방정식을  사용하여[0420]

계산했다. 결과는 도 22A에 도시되고 값은 아래 표 16에 요약된다. Jurkat-hTIGIT 결합에 대한 EC50 값은 클론

31282에 대한 것과 매우 근접하며 HEK 세포에서 (31282_up, 0.13nM) 또는 CHO-K1 세포에서 (31282-wu, 0.10nM)

생성된 항체 사이에 현저한 차이가 없다. 클론 31C6 및 TIG1은 또한 0.2nM 미만의 EC50 값을 나타내는 한편 다른

클론(4.1D3,  22G2  및  313M32)에  대한  친화도는  더  낮고  결과는  0.267  내지  0.445  nM  범위의  EC50  값을

나타낸다. 결과는 항-TIGIT 클론 31282, 31C6 및 TIG1에 대해 엔지니어링된 시스템에서 막 발현된 인간 TIGIT에

대한 강한 결합을 입증하는 한편 다른 클론은 더 낮은 친화도를 갖는다.

표 16: Jurkat-hTIGIT에 대한 결합에 있어서 여러 상이한 a-TIGIT 클론의 EC50 데이터 및 비교[0421]

[0422]

B. 건강한 인간 PBMC의 일차 CD8
+
 T 세포에 대한 항-TIGIT 클론의 결합[0423]

건강한 지원자로부터 단리된 인간 PBMC를 길항제 항-TIGIT  항체에 의한 결합에 대해 분석했다. 세포을 웰당[0424]

1x10
5
 세포로 분배했다.  세포를 항-CD16(클론 3G8,  BioLegend  302002),  CD32(클론 FLI8.26,  BD  Bioscience

557333) 및 CD64(BD Bioscience 555525)와 함께 실온에서 10 min 동안 인큐베이션했고, 지시된 항-인간 TIGIT

항체 클론을 FACS 버퍼에서 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,062; 0,031; 0,016; 8x10
-3
 및 4x10

-3
 nM의 최종

농도로 직접 첨가하고 20 min 동안 4°C에서 인큐베이션했다. 세척 후, 세포를 항-인간 Ig (Fc 감마 특이적)-PE

(eBioscience, 12-4998-82, 2,5μg/ml)와 함께 20 min 동안 4°C에서 인큐베이션했다.  이후, 세포를 세척하고

다음 항체 및 LVD 혼합물과 함께 인큐베이션했다: 항-CD4- PercP-Cy5.5 (클론 A161A1, BioLegend 357414); 항-

CD8- BV510 (클론 SK1, BD Bioscience 563919) 및 LVD efluor 660 (eBioscience 65-0864-18).

CD8
+
 인간 일차 T 세포에 대한 결합에 있어서 EC50 값을 살아있는 TIGIT

+
 CD8

+
T 세포에서의 MFI 신호를 사용하여[0425]

계산했다. 결과는 도 22B에 도시되고 EC50 농도는 아래 표 17에 요약된다. 인간 일차 CD8
+
 T 세포 결합에 대한

EC50  값은 클론 31282에  대한 것과 매우 근접하며 HEK  세포에서 (31282_up,  0.21nM)  또는 CHO-K1  세포에서

(31282-wu, 0.19nM) 생성된 항체 사이에 현저한 차이가 없다. 길항제 a-TIGIT 항체의 여러 상이한 클론 간의 비

교는 클론 31282_wu(0.19 nM) 및 클론 31282_up(0.21 nM)에 대해 인간 일차 CD8
+
 T 세포에서 결합에 대한 최상

의 EC50 값을 나타낸다. 클론 31C6 및 TIG1은 2 배의 EC50 차이를 나타내는 한편 클론 22G2, 313M32 및 4.1D3은

6.1  내지 9.7  배로 상이하다. 전반적으로, 31282_wu  및 31282_up은 인간 일차 CD8+  T  세포에서 막 발현된

TIGIT에 대한 최상의 결합을 나타낸다.
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표 17: 인간 일차 CD8
+
 T 세포에 대한 결합에 있어서 여러 상이한 a-TIGIT 클론의 EC50 데이터 및 비교[0426]

[0427]

C. 암 환자 PBMC의 일차 CD8
+
 T 세포에 대한 항-TIGIT 클론의 결합[0428]

암 환자로부터 단리된 인간 PBMC를 여러 상이한 길항제 항-TIGIT 항체 클론에 의한 결합에 대해 분석했다. 세포[0429]

을  웰당  1x10
5
 세포로  분배했다.  세포를  항-CD16(클론  3G8,  BioLegend  302002),  CD32(클론  FLI8.26,  BD

Bioscience 557333) 및 CD64(BD Bioscience 555525)와 함께 실온에서 10 min 동안 인큐베이션했고, 지시된 항-

인간 TIGIT 항체를 FACS 버퍼에서 8, 4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.062 및 0.031 nM의 최종 농도로 직접 첨가

하고 20 min 동안 4°C에서 인큐베이션했다. 세척 후, 세포를 항-인간 Ig (Fc 감마 특이적)-PE (eBioscience,

12-4998-82, 2,5μg/ml)와 함께 20 min 동안 4°C에서 인큐베이션했다.  이후, 세포를 세척하고 다음 항체 및

생존성 염료(life viability dye, LVD) 혼합물: 항-CD4-PercP-Cy5.5(클론 A161A1, BioLegend 357414); 항-CD8-

BV510(클론 SK1, BD Bioscience 563919) 및 LVD efluor 520(eBioscience 65-0867-14)와 함께 인큐베이션했다.

세포를 세척 및 고정하고 BD LSR Fortessa를 사용하여 표면 염색을 정량했다. FlowJo V10.1을 사용하여 흐름 세

포측정법 데이터를 분석했다. EC50 값을 계산하기 위해 게이팅된 LVD
-
TIGIT

+
CD8

+
 세포에서의 TIGIT MFI를 사용했

다. 비선형 회귀 곡선이 도 22C에 나타나고 값은 아래 표 18에 요약된다. 

클론 31282_wu 및 31282_up은 암 환자의 CD8
+
 T 세포에 대한 결합에 있어서 매우 근접한 EC50 값을 나타내며 각[0430]

각 0.14 및 0.12 nM의 농도이다. 나머지 클론은 더 낮은 친화도를 나타내며 클론 31C6, TIG1 및 22G2는 각각

1.5, 2.7 및 3.1 배 더 낮은 친화도를 나타낸다. 클론 313M32에 대해 측정된 EC50 값은 클론 31282_up과 비교하

여 8.3 배 더 낮다. 클론 4.1D3는 가장 낮은 친화도를 나타내며, 테스트된 최상의 클론에 대해 9.5 배의 차이로

결합한다. 

표 18: 암 환자의 인간 일차 CD8
+
 T 세포에 대한 결합에 있어서 여러 상이한 a-TIGIT 클론의 EC50 데이터 및 비[0431]

교

[0432]

실시예 19: 항-TIGIT 길항제 항체 클론과 TIGIT 천연 리간드(CD155) 사이의 경쟁 검사[0433]

인간  TIGIT를  과발현하는  Jurkat  세포(Jurkat-hTIGIT)를  수집하고  5.10
4
 세포/웰로  분배하고  다음  농도:[0434]

133,33;  42,20;  13,33;  4,22;  1,33;  0,422;  0,133;  0,042;  0,0133;  4,2x10
-3
;  1,3x10

-3
;  4,2x10

-4
;  1,3x10

-4
;

4,2x10
-5
nM의 항-인간 TIGIT 항체와 함께 완전 배지에서 45 min 동안 37°C에서 인큐베이션했다.  과량의 항체
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를 세척한 다음, 세포를 15μg/ml의 CD155-His(Creative Biomart, PVR-3141H)와 함께 45 min 동안 37°C에서

인큐베이션했다. 이후, 결합된 CD155-His를 항-His tag-PE(Biolegend, 362603, 테스트당 2 μl)를 사용하여 검

출하고 30 min 동안 4°C에서 인큐베이션했다. 세포를 BD LSRFortessa를 사용하여 FACS에 의해 분석했고 CD155

결합을 막는 절반 농도(IC50)를 전체 세포에서 PE의 중위 형광 강도에 기초하여 계산했다.

결과는 도 23에 도시되고 값은 아래 표 19에 요약된다. 항-TIGIT 클론 31282_wu 및 31282_up은 hTIGIT를 발현[0435]

하도록 엔지니어링된 Jurkat 세포에서 CD155 경쟁에 대해 최상의 IC50 값을 나타내며 각각 0.05 및 0.04nM의 농

도이다. 다른 클론(4.1D3, 22G2, 31C6, TIG1)은 0.07 내지 0.09nM의 IC50 값을 가지는 한편 클론 313M32 클론은

훨씬 더 낮은 효율(0.65nM)로 TIGIT에 대한 결합에 있어서 CD155와 경쟁한다. 

표 19: 인간 TIGIT에 대한 CD155 경쟁에 있어서 여러 상이한 a-TIGIT 클론의 IC50 데이터 및 비교[0436]

[0437]

실시예 20: 길항성 항-TIGIT 클론의 기능적 특징규명 [0438]

A. Jurkat-hTIGIT 세포를 사용한 TIGIT 기능 검사[0439]

인간 TIGIT 수용체 차단의 기능적 결과를 특징규명하기 위해, 발명자들은 hTIGIT를 발현하는 Jurkat 세포 및[0440]

TCR 결합(engagement) 시 활성화되는 루시퍼레이즈 리포터(Promega의 Thaw-and-Use TIGIT 이펙터 세포)를, 인

간  PVR/CD155  및  TCR  활성제를  발현하도록  엔지니어링된  CHO-K1  세포주(Promega의  Thaw-and-Use  CD155

aAPC/CHO-K1)와 공동-배양했다. TIGIT-과발현 Jurkat 세포의 활성화는 Jurkat 세포에 대한 TCR 결합 시 CD155-

발현 CHO-K1 세포와의 접촉에 의해 유발될 수 있고 길항제 항-TIGIT 항체의 존재에서 증가될 수 있다. Jurkat

세포 활성화를 증가시키는 여러 상이한 a-TIGIT 클론의 효능을 비교하기 위해, 증가하는 항체 농도의 존재에서

실험을 수행했고 EC50 값을 계산했다.

CD155 aAPC/CHO-K1 (Promega, CS198811) 세포를 제조업체의 권장사항에 따라 시딩하고 37°C, 5% CO2 인큐베이[0441]

터 O/N에서 인큐베이션했다.  그 다음 날, TIGIT 이펙터 세포(Promega, CS198811)를 제조업체의 권장사항에 따

라 증가하는 농도(0,03; 0,11; 0,33; 1,06; 3,34; 10,56; 33,38; 105,49; 및 333 nM)의 항-TIGIT 항체를 갖는

신선한 완전 배지를 함유하는 CD155 aAPC/CHO-K1 세포 플레이트에 첨가하고 37°C, 5% CO2에서 6 시간 동안 인

큐베이션했다. 6 시간의 인큐베이션 후, Bio-GloTM 루시퍼레이즈 검사 시스템(Promega, G7941)을 사용한 루시퍼

레이즈 활성 측정에 의해 TIGIT 이펙터 세포의 활성화를 검사했다.

도 24A에 나타나고 표 20에 요약되는 바와 같이, 검사에서 EC50 값 및 루시퍼레이즈 신호의 최대 유도 측면에서[0442]

항-TIGIT 항체 31282가 최상의 효능을 갖는다. HEK (31282_up) 또는 CHO-K1 (31282_wu) 세포에서 생성된 클론

에 대해 관찰된 활성은 대조군 동형(Bioexcell, BE0297)보다 8 배 더 높은 최대 루시퍼레이즈 신호와 비교되고

EC50 농도는 각각 3.3nM 및 3.5nM에서 측정된다.  비교로서, 클론 4.1D3, 22G2 및 31C6은 동형 대조군과 비교하

여 5 내지 10nM의 EC50와 관련된 5.3 내지 6.7 배의 최대 활성을 갖는다. 클론 313M32 및 TIG1에 대한 EC50 값은

낮은 활성 및 테스트된 농도에서 미흡한 커브 적합으로 인해 결정될 수 없었다 (도 24A). 
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표 20: Jurkat-hTIGIT 세포에서 기능적 활성에 대한 여러 상이한 a-TIGIT 클론의 EC50 데이터 및 비교[0443]

[0444]

B. 건강한 지원자의 인간 일차 CD8
+
 T 세포에서의 TIGIT 기능 검사[0445]

인간 TIGIT 수용체 차단의 기능적 결과를 특징규명하기 위해, 건강한 인간 공여자의 PBMC의 인간 일차 CD8
+
 T[0446]

세포를 인간 PVR/CD155를 발현하고 인간 T 세포를 활성화하도록 엔지니어링된 CHO-K1 세포주와 함께 공동-배양

했다. 발명자들은 엔지니어링된 CD155-발현 CHO-K1 세포의 존재에서 CD8
+
 T 세포에 의한 IFNg의 방출이 차단 항

-TIGIT 길항성 항체로써 hTIGIT를 차단하여 증가될 수 있음을 발견했다. IFNg 방출을 증가시키는 이들 항체의

효능을 비교하기 위해, 증가하는 항체 농도의 존재에서 실험을 수행했고 EC50 값을 계산했다.

CD155 aAPC/CHO-K1 (Promega, CS198811) 세포를 제조업체의 권장사항에 따라 U-바텀 96-웰 플레이트에서 시딩[0447]

하고 37°C, 5% CO2 인큐베이터 O/N에서 인큐베이션했다.  다음 날, 제조업체의 권장사항에 따라 네거티브 선별

키트(Stemcell Technologies, 17953)를 사용하여 건강한 공여자의 전혈로부터 단리된 냉동 인간 말초 혈액 단핵

세포(Immunehealth)로부터 CD8
+
 T  세포를  정제했다.  이후  정제된  CD8  T  세포  및  증가하는  농도(0,011  nM,

0,033nM, 0,11 nM, 0,33nM, 1,06nM, 3,3nM, 10,6nM, 33,3nM 및 105,5nM)의 항체를 CD155 aAPC/CHO-K1(100,000

CD8 T 세포/100ul의 항체 함유 완전 배지)에 첨가하고 37°C, 5% CO2에서 5 일 동안 인큐베이션했다. 최종적으

로, 제조업체의 권장사항에 따라 실행된 ELISA 검사(Affymetrix eBioscience, 88-7316-86)를 사용하여 세포 상

청액에서 IFNg 농도를 평가했다.

도 24B에 나타나고 표 21에 요약된 바와 같이, a-TIGIT 클론 31282 및 4.1D3은 최상의 IFNg 분비 유도를 나타내[0448]

고 각각 동형 대조군 항체에 비해 2.7 및 2.9 배 증가이다. 클론 31282는 0.13nM에서 측정된 EC50 농도 측면에

서 IFNg 생성의 유도에 대해 최상의 효능을 갖는다. 클론 31C6은 2.3 배 상이한 EC50 값을 나타내는 한편 클론

22G2 및 4.1D3은 클론 31282보다 3.1 및 10.8 배 더 적은 효능이다. 낮은 활성 및 테스트된 농도에서 미흡한 커

브 적합으로 인해 클론 313M32에 대해 값이 결정될 수 없었다 (도 24B). 

표 21: 인간 일차 CD8
+ 
T 세포에서 기능적 활성에 대한 여러 상이한 a-TIGIT 클론의 EC50 데이터 및 비교[0449]

[0450]

C. 암 환자의 인간 일차 CD3
+
 T 세포에서의 TIGIT 기능 검사[0451]

암 환자의 T 세포에서 인간 TIGIT 수용체 차단의 기능적 결과를 특징규명하기 위해, 암 환자의 PBMC의 인간 일[0452]
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차 CD3
+
 T  세포를 인간 PVR/CD155를 발현하고 인간 T 세포를 활성화하도록 엔지니어링된 CHO-K1 세포주(CHO-

TCR-CD155)와 함께 공동-배양했다. 발명자들은 엔지니어링된 CD155-발현 CHO-K1 세포의 존재에서 CD3
+
 T 세포에

의한 IFNg의 방출이 항-TIGIT 길항제 항체 31282로써 hTIGIT를 차단하여 증가될 수 있음을 발견했다.

CD155 aAPC/CHO-K1 (Promega, CS198811) 세포를 제조업체의 권장사항에 따라 U-바텀 96-웰 플레이트에서 시딩[0453]

하고 37°C, 5% CO2 인큐베이터 O/N에서 인큐베이션했다.  다음 날, 제조업체의 권장사항에 따라 네거티브 선별

키트(Stemcell Technologies, 17951)를 사용하여 24h 전에 수집된 암 환자(HNSCC)의 전혈로부터 단리된 신선한

인간 말초 혈액 단핵 세포(Biopartners)로부터 CD3
+
 T 세포를 정제했다. 이후 정제된 CD3

+
 T 세포 및 66,7nM의

항체를 CD155 aAPC/CHO-K1(100,000 CD3 T 세포/100ul의 항체 함유 완전 배지)에 첨가하고 37°C, 5% CO2에서 5

일 동안 인큐베이션했다. 최종적으로, 제조업체의 권장사항에 따라 실행된 ELISA 검사(Affymetrix eBioscience,

88-7316-86)를 사용하여 세포 상청액에서 IFNg 농도를 평가했다.

도 24C에 나타나는 바와 같이, 항체 31282는 IFNg 분비를 증가시키는 강한 기능적 활성을 유도했고, 암 환자의[0454]

PBMC T 세포를 재활성화시키는 이러한 a-TIGIT 항체의 가능성을 입증한다.

D. a-TIGIT 클론 31282는 암 환자 PBMC 및 분리된 종양 세포(DTC)의 T 세포에서 세포내 사이토카인 생성을[0455]

증가시킨다

이 실시예에서, 새롭게 단리된 일치 PBMC 및 신장 암종 암 환자로부터 분리된 종양 세포(dissociated tumour[0456]

cell, DTC) 내의 종양 침윤된 림프구로부터 T 세포 사이토카인 생성을 평가하기 위해 세포내 흐름 세포측정법

염색을 수행했다. DTC의 경우, 종양을 기계적으로 다진 다음 특정 종양 유형에 대한 제조업체의 지시에 따라

gentleMACS 분리기에서 종양 분리 키트(Miltenyi Biotech #130-095-929)와 함께 회전시키면서 인큐베이션했다.

세포내 염색을 수행하기 전에 세포를 16h 동안 T 세포 자극 비드 칵테일(Dynabeads, Thermo Fisher)로 자극시켰

다. 자극의 최종 3 시간 동안, 단백질 수송 억제제 칵테일(eBioscience) 및 세포 자극 칵테일(eBioscience)을

세포에 첨가했다. 접합 항체를 Ebioscience/Thermo Fisher Scientific, BioLegend 또는 BD Biosciences로부터

구입했다. 제조업체의 지시에 따라 여과된 FACS 버퍼(PBS + 2mM EDTA + 0,1%BSA) 및 Brilliant Stain 버퍼(BD

#563794)를 사용하여 표면 염색을 수행했다. 표면 염색 전에 세포를 적절한 인간 FcBlock(BD #564220)으로 차단

했다. 세포내 염색을 위해, BD Cytofix/cytoperm 용액(BD Biosciences)을 사용하여 세포를 고정하고 투과화시

켰다. 세포를 다음의 항체 패널로 염색했다: 항-CD45-BB515 (클론 HI30, BD Horizon 564585), 항-CD73-BV421

(클론 AD2, BD Horizon 562430), 항-CD8a-BV510 (클론 SK1, BD Horizon 563919), 항-CD3-BV650 (클론 SK7, BD

Horizon  563999),  항-IFNγ-BV711  (클론 4S.B3,  BD  Horizon  564793),항-IL-2-APC  (MQ1-17H12,  eBioscience

17-7029-82),  항-CD4-APC-R700  (클론 RPA-T4,  BD  Horizon  564975),  LVD  efluor  780  (eBioscience  65-0865-

14),  항-TIGIT-PE  (클론  MBSA43,  eBioscience  E13456-108),  항-CD39-PE-Dazzle594  (클론  A1,  Biolegend

328224) 및 TNFα-PE-cy7 (클론 Mab11, eBioscience 25-7349-82). 획득은 FACS Fortessa(BD Biosciences)에서

수행되었고 FlowJo 소프트웨어(FlowJo, LLC)로 분석되었다. 생존 세포를 전방 및 측방 산란에서 게이팅했다. T

세포 서브세트는 다음과 같이 게이팅되었다: PBMC에 대해 CD45
+ 
CD3

+
 및 DTC에 대해 CD45

+ 
CD3

+
CD4

+
 및 CD45

+ 
CD3

+

CD8
+
. 비염색 및 비자극 대조군을 사용하여 사이토카인-분비 T 세포를 게이팅했다. 

도 24D는 IL2, IFNg 및 TNFa의 세포내 함량이 a-TIGIT 클론 31282의 존재에서 활성화 시 모두 증가했음을 나타[0457]

낸다. 이러한 증가는 도 24C에 도시된 데이터에 따라 PBMC의 CD3
+
 T 세포에서 관찰되었지만 분리된 종양 세포의

CD4
+
 및 CD8

+
 TIL에서도 마찬가지였다. 이는 암 환자 T  세포의 PBMC  및 TIL  집단의 활성화를 증가시키는 a-

TIGIT 클론 31282의 잠재력을 입증한다.

실시예 21: a-TIGIT 클론 31282는 암 환자의 PBMC에서 Treg의 우선적인 세포독성을 유도한다[0458]

이 실시예에서, 폐 암 환자로부터 단리된 PBMC를 완전 RPMI 배지(10% 열 불활성화 FBS + 50U 페니실린 + 50 U[0459]

스트렙토마이신으로 보충됨)에 재현탁시켰다. 96U 웰 플레이트에서 웰당 2.5x10
5
 인간 PBMC를 분배했다. 항-인

간 TIGIT 항체 클론 31282, 인간 IgG1 동형 대조군(BioXcell BE0297) 또는 리툭시맙(InvivoGen  hcd20-mab1)을

각각의 상응하는 웰에 6.6nM의 최종 농도로 첨가했다. 세포를 20h 동안 37°C에서 5% CO2로 인큐베이션했다. 이

후  세포를  수집하고  다음의  항체  패널로  염색했다:  LVD  efluor  520  (eBioscience  65-0867-14),  항-TCRab-

PercP-Cy5.5 (클론 IP26, Biolegend 306723), 항-CD4-BV510 (클론 SK3, BD Horizon 562970), 항-CD8-APC-Cy7

(클론  SK1,  Biolegend  344714),  항-CD25-BV605  (클론  2A3,  Biolegend  562660),  항-CD127-APC  (A019D5,
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Biolegend  351316),  항-CCR7-BV421  (클론  G043H7,  Biolegend  353207)  및  항-CD45RO-PE-Cy7  (클론  UCHL1,

Biolegend  304229).  게이팅된 생세포에 대해 결과가 제시된다 제조업체의 설명서에 따라 AccuCheck Counting

beads(Life technologies)를 사용하여 절대 정량을 수행한다. μl당 절대 세포 수의 계산 후, 다음의 식 = (1-

(31282 TIGIT 항체 처리된 샘플에서 μl당 세포의 절대 수/ 대조군 동형 처리된 샘플의 삼중복의 평균)) x100을

사용하여  특이적  용해의  %가  계산된다.  결과는  삼중복  +/-SD에  대한  특이적  용해의  평균  %로서  제시된다.

ADCC/ADCP 이펙터 세포의 세포독성 활성은 리툭시맙과 함께 인큐베이션 시 게이팅된 CD19
+
 세포에서의 특이적

세포 용해 %를 측정하여 평가되었다.

도 25에 나타나는 바와 같이, 항-TIGIT 클론 31282는 CD45RO
+
CCR7

+/-
CD8

+ 
T 세포 (전체 메모리 CD8

+
 T 세포) (-[0460]

1.48 +/- 6 %) 또는 CD45RO
+
CCR7

+/-
CD4

+
 T (전체 메모리 CD4

+
 T 세포) (0.64+/- 3 %)보다 Treg 세포 (30.1 +/- 3

%)에서 더 높은 특이적 용해를 촉발한다. 리툭시맙 양성 대조군은 게이팅된 CD19
+
 세포에 대한 특이적 용해의

77.9% (+/- 6.8%)를 촉발한다. 전반적으로 데이터는 전체 메모리 CD4
+
 및 CD8

+
 T 세포 집단과 비교하여 암 환자

PBMC의 Treg 세포의 우선적 고갈을 입증한다. 유사한 Treg 세포의 우선적 고갈이 결장 선암종 환자의 세포를 사

용하여 관찰되었다. 

실시예 22: 암 환자 PBMC 및 분리된 종양 세포의 면역 집단에서 TIGIT 발현의 특징규명[0461]

흐름 세포측정법 분석을 수행하여 새롭게 단리된 일치 PBMC의 면역 세포 서브세트 및 암 환자로부터 분리된 종[0462]

양 세포(DTC) 내의 종양 침윤된 림프구에서의 TIGIT 발현을 평가했다. 상이한 적응증으로부 샘플을 획득했다:

난소암, 신장암, HNSSC, 피부 암종, 흑색종 및 폐암. DTC의 경우, 종양을 기계적으로 다진 다음 특정 종양 유형

에 대한 제조업체의 지시에 따라 gentleMACS 분리기에서 종양 분리 키트(Miltenyi Biotech #130-095-929)와 함

께 회전시키면서 인큐베이션했다. 밀도 구배 배지(Lymphoprep  Axis-Shield  #1115758)에서 전혈로부터 PBMC를

단리했다. 표현형 데이터를 건강한 개체로부터 단리된 냉동 PBMC와 비교했다 (n=10). 

제조업체의 지시에 따라 여과된 FACS 버퍼(PBS + 2mM EDTA + 0,1%BSA) 및 Brilliant Stain 버퍼(BD #563794)를[0463]

사용하여 세포를 염색했다. 염색 전에 세포를 적절한 인간 FcBlock(BD #564220)으로 차단하고 획득 전에 IC 고

정  버퍼(eBioscience  #00-8222-49)를  사용하여  고정시켰다.  DTC를  다음의  항체  패널로  염색했다:  항-CD45-

BB515 (클론 HI30, BD Horizon 564585), 항-CD73-BV421 (클론 AD2, BD Horizon 562430), 항-CD8a-BV510 (클론

SK1,  BD  Horizon  563919),  항-CD3-BV650  (클론  SK7,  BD  Horizon  563999),  항-CD56-BV711  (클론  5.1H11,

Biolegend  362542),  항-CD279-BV785  (클론  EH12.2H7,  Biolegend  329930),  항-CD127-APC  (클론  A019D5,

Biolegend 351316), 항-CD4-APC-R700 (클론 RPA-T4, BD Horizon 564975), LVD efluor 780 (eBioscience 65-

0865-14), 항-TIGIT-PE (클론 MBSA43, eBioscience E13456-108), 항-CD39-PE-Dazzle594 (클론 A1, Biolegend

328224)  및 CD25-PE-cy7  (클론 BC96,  Biolegend  302612).  PBMC를 다음의 항체 패널로 염색했다: 항-CD45RO-

BB515 (클론 UCHL1, BD Horizon 564529), 항-CD73-BV421 (클론 AD2, BD Horizon 562430), 항-CD8a-BV510 (클

론 SK1,  BD  Horizon  563919),  항-CD3-BV650 (클론 SK7,  BD  Horizon  563999),  항-CD56-BV711 (클론 5.1H11,

Biolegend 362542), 항-CD197-BV786 (클론 3D12, BD Horizon 563710), 항-CD127-APC (클론 A019D5, Biolegend

351316), 항-CD4-APC-R700 (클론 RPA-T4, BD Horizon 564975), LVD efluor 780 (eBioscience 65-0865-14), 항

-TIGIT-PE  (클론 MBSA43,  eBioscience  E13456-108),  항-CD39-PE-Dazzle594 (클론 A1, Biolegend  328224)  및

CD25-PE-cy7  (Cl  bone  BC96,  Biolegend  302612).  획득은  FACS  Fortessa(BD  Biosciences)에서  수행되었고

FlowJo 소프트웨어(FlowJo, LLC)로 분석되었다. 생존 세포를 전방 및 측방 산란에서 게이팅했다. 다양한 면역

세포 서브세트가 다음과 같이 게이팅되었다: CD3
+
 CD4

+
 CD127

+
 CD25

- 
(CD3

+
 CD4

+
 비-Treg 세포), CD3

+
 CD4

+
 CD127

저
 CD25

+
 (조절 T 세포), CD3

+
 CD8

+  
(CD3

+
 CD8

+  
T  세포), CD3

-
 CD56

+
 (NK 세포), CD3

+
 CD56

+
 (NKT 세포), CD3

-

CD56
-
 (비-T/NK 세포). Quantibrite PE 비드(BD #340495)를 동일한 기기 설정에서 작용시키고 형광 데이터를 세

포당 결합된 항체의 수로 전환시키는 데 사용했다.  

백분위수를 계산하기 위해 Tukey  방법을 사용하는 상자 수염 표현을 사용하여, 여러 상이한 면역 집단에서의[0464]

TIGIT 발현 빈도가 도 26A에 나타나고 각각의 서브세트에 대한 TIGIT 밀도가 도 26B에 나타난다.  

데이터는 T 세포 서브세트에서의 TIGIT 빈도가 건강한 공여자의 PBMC와 비교하여 암 환자의 PBMC에서 더 높음을[0465]

나타낸다. 이 빈도는 DTC TILS에서 더욱 증가한다 (도 26A). CD3
+
 CD4

+
 비-Treg 세포 및 CD4

+
 Treg 세포의 표면

에서의 TIGIT  밀도에 대해 동일한 관찰이 이루어지지만, CD3
+
 CD8

+
 T 세포에 대해 세포당 TIGIT 분자의 수가
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DTC TILS에서 감소한다 (도 26B). 

실시예 23: TIGIT 및 클론 31282의 구조적 및 기능적 에피토프 지도화[0466]

항-TIGIT mAb 클론 31282 및 TIGIT 재조합 단백질 사이의 상호작용을 추가로 특징규명하고 이해하기 위해, X-선[0467]

회절에 의해 TIGIT와의 복합체에서 31282의 결정 구조를 결정했다. 

A. TIGIT 및 Fab 발현, 정제 및 결정화[0468]

인간 TIGIT 잔기 23-128은 Proteros Biostructures GmbH에 의해 생산되었다. N-말단 HIS-태그(트롬빈 절단 가[0469]

능)를 갖는 TIGIT(23-128)를 pET15b에 클로닝하고 봉입체에서 37 °C에서 Bl21(DE3) 중의 LB 배지에서 발현시

켰다. 봉입체(inclusion body, IB)를 Tris/HCl pH 7.4 및 Tris/HCl pH 7.4, 0.05 % Brij-35 함유 버퍼로 세척

했다. IB를 6 M Gdm/HCl, 50 mM Tris pH 8.5 및 10 mM DTT로 변성시켰다. 리폴딩이 50 mM Tris/HCl pH8, 1 mM

GSH, 0.5 mM GSSG, 150 mM NaCl에서 수행되었다. 리폴딩된 단백질을 HIS-트랩에서 정제했다. 트롬빈 절단을 통

해 N-말단 HIS-태그를 제거하고 50 mM Tris/HCl pH 7.5, 200 mM NaCl에서 평형화된 Superdex-75에서 추가로 정

제했다.

Fab 단편 발현을 위해, 1% 페니실린/스트렙토마이신, 2 mM L-글루타민 및 0.1% 플루로닉과 함께 Freestyle F17[0470]

에서 HEK293F 세포를 성장시켰다. 형질주입을 위해 확대된 배양물을 3 L 삼각 플라스크(Corning, 2 L 세포 배양

작업 부피, 37°C, 8% v/v CO2, 80 - 120 rpm, 50 mm 진폭)에서 배양했다.

배양물을 형질주입 하루 전에 희석하고 세포 수를 1x10
6
 세포/ml로 조정했다. 발현 배양물의 부피는 6L였다.[0471]

Fab의  경쇄  및  중쇄를  위한  플라스미드를  사용하여  일시적  형질주입을  수행했다.  DNA/FectoPro의

MasterMix(FectoPro, PolyPlus)를 순수한 F17 배지에서 제조하고 10 분 동안 인큐베이션했다 (PolyPlus 프로토

콜에 따라). 이러한 형질주입 혼합물을 세포 현탁액에 적첨하고 부스터(Booster)를 즉시 첨가했다. 형질주입 18

시간 후에 배양물에 3 g/L 글루코스를 공급했다. 

Fab 단편의 정제를 위해, 형질주입 6 일 후 원심분리에 의해 HEK293 세포 배양물의 6L 상청액을 수확하고 30 ml[0472]

KappaSelect 컬럼에 적용했다. KappaSelect를 PBS pH 7.4로 세척하고, pH 3 소듐 시트레이트로 용리시키고 Fab

함유 분획을 Tris 버퍼로 중화시켰다. Fab를 20 mM Tris pH 8, 100 mM NaCl에서 평형화된 Superdex S-200 컬럼

에서 추가로 정제하고 추가로 사용할 때까지 -80°C에서 보관했다.

Fab-TIGIT 복합체 형성을 위해, 1.5:1의 비율로 정제된 TIGIT를 정제된 Fab와 혼합하고 복합체를 20 mM Tris[0473]

pH 8, 100 mM NaCl에서 평형화된 Superdex-200에서 정제했다. 결정화를 위해 Fab-TIGIT 복합체를 35 mg/ml까지

농축했다. Fab-TIGIT 복합체를 0.1 μl 단백질 용액(20mM TRIS pH 8,0; 100 mM NaCl에서 35.3 mg/ml)을 1:1 비

율로 저장 용액(0.10 M 소듐 카코딜레이트 pH 6.00; 15% (w/v) PEG4000)과 혼합하여 증기 확산 방법을 사용하여

277K에서 결정화했다. 결정을 25 % 글리세롤이 첨가된 저장 용액에 결정을 침지시켜 동결-보호했다. 

B. 데이터 수집 및 가공[0474]

동결-프로토콜은 Proteros  Biostructures  GmbH  표준 프로토콜을 사용하여 확립되었다. 결정을 급속 동결하고[0475]

100 K의 온도에서 측정했다.  극저온 조건을 사용하여 SWISS LIGHT SOURCE(SLS, Villigen, Switzerland)에서

Fab:TIGIT 복합체 결정으로부터 X-선 회절 데이터를 수집했다.결정은 공간군 P1에 속한다. 데이터를 프로그램

XDS 및 XSCALE를 사용하여 가공했다. 데이터 수집 및 가공 통계는 표 22에서 찾을 수 있다.
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표 22: 데이터 수집 및 가공 통계[0476]

[0477]

C. 구조 모델링 및 개선[0478]

구조를 결정하고 분석하기 위해 필요한 상 정보는 분자 대체에 의해 획득되었다. 이전에 풀린 Fab 구조를 검색[0479]

모델로서 사용했다. 후속 모델 구축 및 개선은 소프트웨어 패키지 CCP4 및 COOT를 사용하여 표준 프로토콜에 따

라 수행되었다. 최종 모델의 정확성을 교차-검증하기 위한 측정치인 자유 R-인자의 계산을 위해, 측정된 반사의

약 2.5 %가  개선 절차에서 제외되었다 (표 23 참조). 

TLS 개선(REFMAC5, CCP4 사용)이 수행되었고, 이는 더 낮은 R-인자 및 더 높은 품질의 전자 밀도 지도를 야기했[0480]

다. 자동으로 생성된 로컬 NCS 제약이 적용되었다 (최신 REFMAC5 버전의 키워드 "ncsr local"). 상응하는 라이

브러리 파일의 리간드 파라미터화 및 생성이 각각 CHEMSKETCH 및 LIBCHECK(CCP4)를 사용하여 수행되었다. 

물 모델은 3.0에서 윤곽이 지정된 Fo-Fc 지도의 피크에 물 분자를 넣은 다음 REFMAC5를 사용하여 개선하고 COOT[0481]

의 검증 도구로 모든 물을 점검하여 COOT의 "Find waters" 알고리즘으로써 구축되었다. 의심되는 물 목록에 대

한 기준은 다음과 같았다: 80 Å2 초과의 B-인자, 1.2 σ 미만의 2Fo-Fc 지도, 2.3 Å 미만 또는 3.5 Å 초과의

가장 가까운 접촉부까지의 거리. 의심되는 물 분자 및 리간드 결합 부위(10 Å 미만의 리간드까지의 거리)에 있

는 물 분자를 수동으로 점검했다. 최종 복합체 구조를 PHENIX를 사용하여 개선했다. 발명자들은 XYZ 좌표, 실제

공간, 개별 B-인자 및 그룹 B-인자를 포함하는 개선 파라미터를 선택했다. X-선/입체화학 중량 최적화 및 NCS

제약이 또한 개선을 위해 선택되었다. 최종 모델의 라마찬드란 플롯은 바람직한 영역에서 모든 잔기의 95.39 %,

허용된 영역에서 3.95 %를 나타낸다. 최종 구조 및 개선 과정의 통계치는 표 23에 나열된다. 

표 23: 개선 통계치
1

[0482]

[0483]

D. 전체 구조[0484]

인간 Fab 항체 단편의 중쇄 및 경쇄는 인간 항체의 전형적인 폴딩을 보여준다 (도 27A). 비대칭 단위에는 기본[0485]
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적으로 동일한 전체 입체형태인 두 개의 이종-삼합체가 있다. 모델은 TIGIT의 잔기 23 내지 128, 클론 31282의

중쇄의 잔기 1 내지 224 및 클론 31282의 경쇄의 잔기 1 내지 214를 포함한다. 중쇄의 하나의 짧은 루프 영역은

전자 밀도에 의해 완전히 정의되지 않으며 따라서 모델에 포함되지 않는다.

잔기의 에너지 기여를 추정하고 상호작용 핫스팟을 정의하기 위해 FoldX 프로그램을 사용하여 회절 이미지를 분[0486]

석했다. 결합 계면을 형성하는  아미노산 잔기는 전자 밀도 지도에 잘 정의된다. 해석된 X-선 회절 데이터는

Fab 및 TIGIT 간의 상호작용을 명확하게 보여준다 (도 27B 및 27C). 클론 31282 경쇄 CDR은 TIGIT의 2 영역과

상호작용하며 CDR L1 Arg30 및 Tyr33이 TIGIT 잔기 Asn58 및 Glu60과 접촉하고; CDR L1 Arg30 및 CDR L3 Phe93

이 TIGIT 잔기 Ile109와 접촉한다. CDR L2는 TIGIT와 접촉하지 않는다 (표 24). 클론 31282 중쇄는 TIGIT의 여

러 상이한 영역과 상호작용하며 CDR H1 Tyr33이 잔기 Leu73에서 TIGIT와 접촉하고; CDR H2 Val50, Ser54 및

Ser57이 잔기 Leu73에서 TIGIT와 접촉하고; CDR H3 Asp102, Tyr103 및 Trp104가 잔기 Gln56, Ile68, Leu73 및

His76에서 TIGIT와 접촉한다. 

a-TIGIT 클론 31282/TIGIT 복합체의 이러한 결정 구조에 기초하여, 클론 31282에 의해 접촉된 TIGIT의 잔기(클[0487]

론 31282에 의해 결합된 TIGIT에 대한 에피토프 잔기) 및 TIGIT에 의해 접촉된 클론 31282의 잔기(TIGIT에 의해

결합된 클론 31282에 대한 파라토프 잔기)를 결정했다. 표 24 및 25 및 도 27C는 클론 31282의 잔기의 경쇄(표

24) 또는 중쇄(표 25)와 접촉하는 TIGIT의 잔기를 나타낸다. 접촉 잔기는 다음 기준 각각을 충족시키는 각각의

아미노산으로서 정의되었다: (i) 0.3 kcal/mol 초과의 계산된 결합 자유 에너지 기여를 갖는다, (ii) X-선 구조

에서 모든 잔기의 평균 B-인자보다 낮은 실험 평균 B-인자를 갖는다, (iii) 4.0 옹스트롬 이하의 거리에서 항체

원자와의 적어도 3 쌍의 중원자 원자간 접점을 만든다, (iv) 용매 노출된 수소 결합 또는 이온성 상호작용만을

하지 않는다, (v) 비방향족 극성 잔기(Asn, Gln, Ser, Thr, Asp, Glu, Lys 또는 Arg)인 경우, 항체와 적어도

하나의 수소 결합 또는 이온성 상호작용을 한다.

표 24: TIGIT의 에피토프 잔기 및 클론 31282의 경쇄 상의 상응하는 파라토프 잔기의 요약[0488]

[0489]

표 25: TIGIT의 에피토프 잔기 및 클론 31282의 중쇄 상의 상응하는 파라토프 잔기의 요약[0490]

[0491]

실시예 24: a-TIGIT 클론 31282 및 32959 간의 경쟁 검사. [0492]

인간 IgG1 동형의 항-TIGIT 항체 클론 32959가 HEK 세포에서 생성되고 위의 실시예 17에 기재된 바와 같이 정제[0493]

되었다.

인간 TIGIT(Jurkat-hTIGIT)를 과발현하는 Jurkat  세포를 수집하고 5.10
4
 세포/웰로 분배하고 다음 농도: 0nM[0494]

(No Ab), 0.08nM, 0.16nM, 0.8nM 및 8nM의 길항제 a-TIGIT 클론 31282와 함께 인큐베이션했고, 상기 농도는 이

클론의 Kd의 0 내지 100 배의 농도 범위를 나타낸다. 과량의 항체를 세척하고, 세포를 감소하는 농도(8; 4; 2;

1; 0.5; 0.25; 0.125; 0.062; 0.031; 0.016; 0.008 및 0.004 nM)의 직접 결합된 (AF647) 항-TIGIT 클론 32959
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와 함께 30 min 동안 4°C에서 인큐베이션했다. LSR BD Fortessa를 사용하여 기하평균 형광 강도를 분석했다.

세포 결합은 AF647의 중위 형광 강도로서 기록되었다. 클론 32959의 EC50  결합의 계산을 위해, 결합 hTIGIT-

Jurkat에 대한 결합의 절반-최대 농도(EC50)를 Prism에서 4-변수 곡선-적합 방정식을 사용하여 계산했고, 획득된

값이 표 26에 나타나고 도28에 도시된다. 결과는 클론 31282의 농도와 독립적으로 a-TIGIT 클론 32959의 강한

결합을 나타내며, 길항제 a-TIGIT 항체와의 경쟁이 없음을 입증한다.

표 26: 증가하는 농도의 길항제 a-TIGIT 클론 31282의 존재에서 Jurkat-hTIGIT에 대한 a-TIGIT 클론 32959의[0495]

결합에 있어서 EC50 농도 

[0496]

실시예 25: 시노몰구스 원숭이에서 단일 정맥 주사 후 클론 31282의 독성동태학 프로파일의 결정 [0497]

시노몰구스 원숭이는 정맥 일시 주사를 통해 a-TIGIT 클론 31282 IgG1 또는 IgG4를 받았다. 항체는 3 가지의 상[0498]

이한 농도(0.1mg/kg; 1mg/kg; 10mg/kg)로 2 동물(1 수컷 및 1 암컷)에게 투여되었다. 1일 투여 후 504 시간에

걸쳐 혈액을 수집했다. 혈액 샘플을 혈장에 대해 처리하고 ELISA 방법을 사용하여 a-TIGIT 클론 31282 IgG1 또

는  IgG4의  농도에  대해  분석했다.  개별  동물의  혈장  농도-시간  데이터를  Phoenix  WinNonlin  (버전  6.3,

Pharsight,  a  Certara  Company,  Princeton,  NJ)의 혈관내 모델을 사용하여 IV  투여 후 a-TIGIT  클론 31282

IgG1 및 IgG4에 대한 독성동태학 파라미터 값을 계산하기 위해 사용했다. 

0.1, 1, 및 10 mg/kg의 a-TIGIT 클론 31282 IgG1 및 IgG4의 IV 일시 투여 후, IgG1 농도는 각각 투여 후 240[0499]

h, 336 h, 및 504 h에 걸쳐 수컷 및 암컷 원숭이의 혈장에서 정량 가능했고, IgG4는 각각 168 h, 240 h, 및

504 h에 걸쳐 정량 가능했다 (도 29 및 표 27). a-TIGIT 클론 31282 IgG1 또는 IgG4의 정맥내 일시 투여 후

IgG1 및 IgG4에 대한 전신 노출에서 명백한 성별-관련 차이가 없었고 (Cmax 및 AUClast), 비율(수컷/암컷)은

0.855 내지 1.16 범위였다. 

a-TIGIT 클론 31282 IgG1을 수컷 및 암컷 원숭이에게 정맥내 일시 투여한 후, 혈장 IgG1 농도는 모든 용량 수준[0500]

에서 이상적으로(biphasically) 감소했고, 평균 말단 반감기(t1/2)는 84.7-174 h 범위였다 (도 29). 전신 청소

율(CL)은 0.280 내지 0.392 mL/h/kg 범위의 연구된 용량에 걸쳐 일정했다. 명백한 정상 상태에서의 분포 용적

(Vss)은 테스트된 용량 수준에서 일정했고, 값은 53.7-66.5 mL/kg 범위였다. 0.1 내지 1 mg/kg 및 1 내지 10

mg/kg 범위에서 a-TIGIT 클론 31282 IgG1 용량의 10-배 증가는 노출에서 대략 비례적인 증가를 야기했다 (9.57-

내지 14.5-배 증가). 

수컷 및 암컷 원숭이에게 a-TIGIT 클론 31282 IgG4를 정맥내 투여한 후, 혈장 IgG4 농도는 테스트된 모든 용량[0501]

수준에서 이상적으로 감소했고, t1/2는 148-334 h였다 (도 29 및 표 28). CL은 0.160 내지 0.219 mL/h/kg 범위

의 테스트된 용량 수준에서 일정했다. 평균 Vss는 41.2-70.7 mL/kg 범위였다. 0.1 내지 1 mg/kg 및 1 내지 10

mg/kg 범위에서 a-TIGIT 클론 31282 IgG4 용량의 10-배 증가는 IgG4에 대한 노출에서 대략 비례적인 증가를 야

기했다 (9.32- 내지 12.5-배 증가).

표 27: 시노몰구스 원숭이에서 정맥 일시 투여 후 a-TIGIT 클론 31282 인간 IgG1에 대한 평균 독성동태학 파라[0502]

미터의 요약 

등록특허 10-2731476

- 61 -



[0503]

표 28: 시노몰구스 원숭이에서 정맥 일시 투여 후 a-TIGIT 클론 31282 인간 IgG4에 대한 평균 독성동태학 파라[0504]

미터의 요약 

[0505]

실시예 26: 인간 종양 세포 집단에서 TIGIT 발현의 특징규명[0506]

흐름 세포측정법 분석을 수행하여 상이한 적응증의 혈액암을 갖는 암 환자의 혈액 샘플에서 정상 및 종양 T 또[0507]

는 B 세포에서의 TIGIT의 발현을 평가했다. 

악성 및 정상 CD4
+
 T 세포 집단에서의 TIGIT 발현을 비교하기 위해 세자리 증후군 환자 샘플을 테스트했다. 이[0508]

들 집단을 분리하기 위해, Beckman Coulter TCR-Vb 레퍼토리 키트(#IM3497)를 사용하여 악성 클론 TCR-Vb 재배

열의 사전 결정을 수행했다. 악성 클론이 확인되면, TIGIT 발현이 다음 시판 시약을 사용하여 세자리 증후군 환

자의  면역  세포에서  프로파일링되었다:  항-CD3  Krome  Orange  (#B00068),  항-CD4-PE(#A07751),  항,  CD8-PC7

(#737661),  항-CD56-PC5 (#A07789),  항-CD45-Pacific Blue  (#A74763),  항-CD19-AF750 (#A94681)  및 항-Vb8-

FITC (#IM1233) (모두 Beckman-Coulter로부터 입수) 및 항-TIGIT-APC (클론 MBSA43, ebiosciences # 17-9500-

42). 세자리 증후군 환자 샘플의 흐름-세포측정법 분석을 CytoFlex 장치(Beckman-Coulter)에서 수행했다. 데이

터를 FloJo 소프트웨어(FlowJo, LLC)로 분석했다. 

대표적인 예가 도 30A에 나타난다. 악성 TCR-Vb8 클론을 갖는 이 공여자에 대한 게이팅 전략이 도 30A에 나타나[0509]

며 악성 세포는 CD45
+
CD3

+
CD4

+
Vb8

+
이고 정상 CD4+ T 세포는 CD45

+
CD3

+
CD4

+
Vb8

-
이다. 정상 CD4

+
 T 세포와 비교하여

TIGIT의 강한 발현이 악성 CD4
+
 T 세포에서 관찰된다 (각각 4987 및 999의 MFI) (도 30B). 

유사하게,  흐름 세포측정법 분석을 수행하여 CLL을  갖는 환자의 골수 샘플에서 정상 및 악성 B  세포에서의[0510]

TIGIT의 발현을 평가했다. 샘플을 다음의 항체 패널로 염색했다: LVD efluor 780 (eBioscience 65-0865-14),

항-CD45-BB515  (클론 HI30,  BD  Horizon  564585),  항-CD5-BV510  (클론 UCHT2,  Biolegend  363381),  항-CD19-

BV711  (클론 SJ25C1,  BD  Horizon  563036)  및 항-TIGIT-PE  (클론 MBSA43,  eBioscience  E13456-108).  획득은

FACS  Fortessa(BD  Biosciences)에서 수행되었고 FlowJo  소프트웨어(FlowJo, LLC)로 분석되었다. 생존 세포를

전방 및 측방 산란에서 게이팅했다. 다양한 세포-서브세트가 다음과 같이 게이팅되었다: CD45
+
 CD19

+
 CD5

-
 (정상

B 세포) 및 CD45
+
 CD19

+
 CD5

+
 (악성 B-CLL).

대표적인 예가 도 31에 나타나고 게이팅 전략이 도 31A에 도시된다. 정상 B 세포와 대조적으로 (1%) 높은 비율[0511]

의 악성 B-CLL 세포가 TIGIT에 대해 양성이다 (75%) (각각 1440 및 810의 MFI) (도 31B). 

종합적으로, 획득된 데이터는 종양 세포가 특정한 혈액암 적응증에서 TIGIT를 발현함을 입증한다.[0512]

실시예 27: 마우스 T 세포 림프종 모델에서 단일요법에서 항-TIGIT 길항성 항체의 항-종양 활성.[0513]

이  실험을  위해,  마우스  TIGIT(EL4-mTIGIT)를  안정적으로  발현하도록  EL4  T  세포  림프종  세포(ATCC®[0514]

TIB-39™)를 엔지니어링했다. GFP를 코딩하는 유사한 벡터로써 형질도입된 EL4 세포를 대조군(EL4-GFP)으로서

사용했다. 세포의 풀을 서브클로닝하여 EL4-mTIGIT 및 EL4-GFP의 클론을 획득했다. 사용된 항-TIGIT 항체는 항
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체 29527의 변형된 버전이었고 (VH FR3의 잔기 27이 L로부터 V까지 돌연변이되고 VH FR4의 잔기 6이 M으로부터

T까지 돌연변이되도록 변형됨) 인간 IgG1 동형에서 생성되었다. 8 주의 암컷 Balb/c 마우스에게 1.000.000 EL4-

mTIGIT 세포 또는 200.000 EL4-GFP 세포를 피하 접종했다. 접종 후 7 일째에, 종양 부피가 평균 약 110 mm
3
였을

때, 마우스는 동일한 종양 부피를 갖는 처리군에서 무작위화되었다 (EL4-mTIGIT에 대해 군마다의 n=15 및 EL4-

GFP에 대해 군마다의 n=10). 마우스를 200 μg의 항-TIGIT 또는 동형 대조군 항체(hIgG1, BioXcell)로 종양 접

종 후 7 일, 10 일, 13 일 및 16 일에 복강내 주사에 의해 처리했다. 종양 성장을 모니터링하고 종양 부피를 전

자 캘리퍼스로 7일부터 26일까지 일주일에 세 번 측정했다. 종양 부피가 2000 mm
3
를 초과했을 때 마우스를 희생

시켰다. 종양 성장 곡선을 선형 혼합 모델에 의해 통계적으로 분석했다. 시간*처리군의 상호작용을 테스트하여

처리군 간의 차이를 평가했다. 

도 32는 EL4-mTIGIT (A-C) 또는 EL4-GFP (D-F) 접종된 마우스에서의 종양 성장 곡선을 도시한다. 중위 종양 성[0515]

장 곡선(A 및 D) 및 hIgG1 동형 대조군(B 및 E) 또는 길항제 a-TIGIT Ab(C 및 F)로 처리된 마우스에 대한 개별

종양 성장 곡선이 나타난다. EL4-mTIGIT 세포를 접종한 마우스에서, 동형 대조 처리군(p<0.001)과 비교하여 항-

TIGIT Ab로 처리 시 유의한 종양 성장 억제가 있었다. 동형 대조군 항체로 처리된 군에서, 15 마리 중 3 마리의

마우스가 모델의 말미에서 700 mm
3
 미만의 부피로 종양 성장의 제어를 나타냈고, 이 숫자는 길항제 항-TIGIT 항

체로 처리한 군에서 15 마리 중 8 마리의 마우스로 증가했다. 길항제 a-TIGIT 처리를 동형 대조군 항체와 비교

시 EL4-GFP 종양 보유 마우스에서 항-종양 효능 또는 완전한 반응을 관찰할 수 없었다. 이들 데이터는 함께 길

항제 a-TIGIT 항체(hIgG1)가 TIGIT를 발현하는 종양 세포를 갖는 모델에서 유의한 항종양 효능을 가짐을 입증한

다.

실시예 28: CT26 결장 암종 마우스 모델에서 면역 관문 항체와 병용된 항-TIGIT 길항성 항체의 항-종양 활성[0516]

항-TIGIT Ab와 항-PD1 항체의 병용 이외에도 (실시예 12, 13 및 14), 항-TIGIT 항체의 항종양 효능이 또한 공동[0517]

-자극 분자 4-1BB, OX40 및 GITR에 특이적인 작용제 항체뿐만 아니라 관문 억제 분자 ICOS에 특이적인 길항제

항체와의 병용에서 평가되었다.

CT26 종양 세포주를 ATCC® (CRL-2638™)로부터 구입했다. 8 주의 암컷 balb/c 마우스에게 오른쪽 옆구리에서[0518]

500.000 세포를 피하 접종했다. 접종 후 9 일째에, 종양 부피가 평균 약 75mm
3
였을 때, 마우스는 동일한 종양

부피를 갖는 처리군에서 무작위화되었다 (군 당 n=10 마우스). 모든 항체는 무작위화 당일에 시작하여 3 일 마

다 총 3 회 주사로 복강내로 주어졌다. 사용된 항-TIGIT 항체는 항체 29527의 변형된 버전이었고 (VH FR3의 잔

기 27이 L로부터 V까지 돌연변이되고 VH FR4의 잔기 6이 M으로부터 T까지 돌연변이되도록 변형됨) IgG2a 동형에

서 생성되었으며, 20 μg /마우스로 주어졌다. 항-4-1BB(클론 3H3, BioXCell, BE0239)는 5 ug/마우스로 주어졌

고,  a-OX-40(클론  OX-86,  BioXCell,  BE0031)은  20  ug/마우스로  주어졌고,  a-GITR(클론  DTA-1,  BioXCell,

BE0063)은 10 ug/마우스로 주어졌고; a-ICOS(클론 7E.17G9, BioXCell, BE0059)은 200 ug/마우스로 주어졌다.

종양 성장을 모니터링하고 종양 부피를 전자 캘리퍼스로 7일부터 35일까지 일주일에 세 번 측정했다. 종양 부피

가 2000 mm
3
를 초과했을 때 마우스를 희생시켰다. 종양 성장 곡선을 로그 변환된 종양 부피에서 선형 혼합 모델

에 의해 통계적으로 분석했다. 시간*처리군의 상호작용을 테스트하여 처리군 간의 차이를 평가했다. 이는 매우

작은 종양 부피(10mm
3
 미만)를 제외하고는 대부분의 데이터에 우수한 모델 적합을 야기했다. 그러므로, 이들 작

은 종양 부피는 결측값으로서 처리되었다. 항-TIGIT 항체와 상응하는 면역 관문 항체(IC -  즉 항-41BB, 항-

OX40, 항-GITR 및 항-ICOS)의 병용으로부터 발생하는 상승 효과를 테스트하기 위해, 처리군을 두 변수의 조합;

항-TIGIT  (네/아니오)  및  IC  (네/아니오)에  의해  재부호화했다.  각  처리의  부가  효과(항-TIGIT*시간  및

IC*시간) 이외에 상승 효과를 상호작용 항 항-TIGIT*IC*시간을 테스트하여 평가했다.

도 33A는 단일요법 또는 항-4-1BB와의 병용에서 항-TIGIT에 의해 처리된 마우스에 대해 군마다의 중위 종양 성[0519]

장 곡선 및 개별 성장 곡선을 나타낸다. 항-TIGIT 또는 항-4-1BB 단일요법과 비교하여 항-TIGIT + 항-4-1BB로

처리된 마우스에서 유의한 종양 성장 억제가 있었다 (각각 p=0.0005 및 p<0.0001). 항-TIGIT 및 항-4-1BB 항체

의 병용은 단일 제제로서 a-TIGIT 또는 a-4-1BB 각각으로 처리된 군에서 1/10 또는 0/10 완전한 반응과 비교하

여 완전한 반응(종양이 <30mm
3
 이고 측정 불가능한 것으로 간주됨)을 나타내는 6/10 마우스를 야기했다. 이들

데이터는  사전  확립된  종양  치료에  대해  항-4-1BB와  병용하는  항-TIGIT  요법의  유의한  항-종양  효능을

입증한다.

도 33B는 단일요법 또는 항-OX-40과의 병용에서 항-TIGIT에 의해 처리된 마우스에 대해 군마다의 중위 종양 성[0520]
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장 곡선 및 개별 성장 곡선을 나타낸다. 항-TIGIT 또는 항-OX-40 단일요법과 비교하여 항-TIGIT + 항-OX-40로

처리된 마우스에서 유의한 종양 성장 억제가 있었다 (각각 p=0.0002 및 p<0.0001). 항-TIGIT + 항-OX-40의 병

용은 두 가지 단일요법 치료의 부가 효과보다 높은 상승적 항-종양 효능을 달성했다 (p=0.02). 항-TIGIT 및 항-

OX-40 항체의 병용은 단일 제제로서 a-TIGIT 또는 a-OX-40 각각으로 처리된 군에서 1/10 또는 0/10 완전한 반응

과 비교하여 완전한 반응을 나타내는 7/10 마우스를 야기했다. 이들 데이터는 사전 확립된 종양 치료에 대해 항

-OX-40과 병용하는 항-TIGIT 요법의 유의하고 상승적인 항-종양 효능을 입증한다.

도 33C는 단일요법 또는 항-GITR과의 병용에서 항-TIGIT에 의해 처리된 마우스에 대해 군마다의 중위 종양 성장[0521]

곡선 및 개별 성장 곡선을 나타낸다. 항-TIGIT 또는 항-GITR 단일요법과 비교하여 항-TIGIT + 항-GITR로 처리된

마우스에서 유의한 종양 성장 억제가 있었다 (p<0.0001). 항-TIGIT + 항-GITR의 병용은 두 가지 단일요법 치료

의 부가 효과보다 높은 상승적 항-종양 효능을 달성했다 (p=0.01).  항-TIGIT 및 항-GITR 항체의 병용은 단일

제제로서 항-TIGIT  또는 항-GITR로 각각 처리된 군에서 1/10  또는 0/10과 비교하여 완전한 반응을 나타내는

6/10  마우스를 야기했다. 이들 데이터는 사전 확립된 종양 치료에 대해 항-GITR과 병용하는 항-TIGIT 요법의

유의하고 상승적인 항-종양 효능을 입증한다.

도 33D는 단일요법 또는 항-ICOS와의 병용에서 항-TIGIT에 의해 처리된 마우스에 대해 군마다의 중위 종양 성장[0522]

곡선 및 개별 성장 곡선을 나타낸다. 항-TIGIT 또는 항-ICOS 단일요법과 비교하여 항-TIGIT + 항-ICOS로 처리된

마우스에서 유의한 종양 성장 억제가 있었다 (각각 p=0.003 및 p=0.0001).  항-TIGIT 및 항-ICOS 항체의 병용은

단일 제제로서 항-TIGIT 또는 항-ICOS 항체 각각으로 처리된 군에서 1/10 또는 0/10과 비교하여 완전한 반응(종

양이 <30mm
3
이고 측정 불가능한 것으로 간주됨)을 나타내는 1/10  마우스를 야기했다. 이들 데이터는 사전 확립

된 종양 치료에 대해 항-ICOS와 병용하는 항-TIGIT 요법의 유의하고 상승적인 항-종양 효능을 입증한다.

실시예 29: γδ T 세포에 대한 항-TIGIT 길항성 항체의 활성[0523]

γδ (감마-델타, 또는 g/d)T 세포는 설명된 항종양 활성(Zhao et al. 2018. J Transl Med. 16:122) 및 항바이[0524]

러스 활성(예를 들어 CMV 감염)을 갖는 비통상적 T 세포의 집단이며 자가면역 질환에도 연루되어 있다 (Malik S

et al. 2016. Front Immunol. 7:14). 

γδ거대세포바이러스(CMV)에  대해  (CMV  상태는  EFS  Nouvelle  Aquitaine,  Bordeaux,  France에  의해[0525]

평가되었음) 혈청반응음성 또는 혈청반응양성을 갖는 건강한 개체로부터 새로 단리된 PBMC에서 T  세포 상의

TIGIT 발현을 평가하기 위하여 흐름 세포측정법 분석이 수행되었다. 제조업체의 지시에 따라 여과된 FACS 버퍼

(PBS + 2mM EDTA + 0,1%BSA)를 사용하여 세포를 염색했다. 획득은 FACS Fortessa(BD Biosciences)에서 수행되

었고 BD FACS DIVA 소프트웨어(BD Biosciences)로 분석되었다. 세포를 전방 및 측방 산란 및 생존력에서 게이팅

했다. γδ T 세포는 다음과 같이 게이팅되었다: 다음 항체를 사용하는 CD3
+
 TCRγδ

+
 Vδ2

-  
(Vδ2

-
 γδ T 세

포):  Miltenyi의  항-TCR  γδ  APC,  클론  REA591  #130-109-280;  Miltenyi의  항-TCR  Vδ2-PE-Vio  770,  클론

REA771,  #130-111-012;  BD  Biosciences의  BV421  마우스  항-인간  CD3,  클론  UCHT1,  #560365;  Biolegend의

Zombie Aqua Fixable viable kit, #423101.

통상적 αβ T 세포와 유사하게, 비통상적 Vδ2
- 
γδ T 세포는 CMV 음성 및 양성 인간 집단 모두에서 TIGIT를[0526]

발현한다 (eBioscience의 항-TIGIT, 클론 MBSA43, #12-98500-42) (도 34A). 이러한 세포 집단에서 인간 TIGIT

수용체 차단의 기능적 결과를 특징규명하기 위해, 자기적으로 단리된 Vδ1
+
 γδ T 세포 (Miltenyi의 항-TCR

Vd1-FITC, 클론 REA173 #130-100-532 및 항-FITC Microbeads #130-048-701) 또는 CMV 양성 공여자의 전체 PBMC

를 항-Vδ1 (10ug/ml) (Beckman Coulter의 클론 R9.1, #IM1761)로 활성화시키고 IL-15 (20ng/ml), Peprotech의

#200-15-50UG),   IL-2  (100U/ml,  #200-02-1MG  Peprotech)를  TIGIT-리간드  CD155(R&D  Systems의  #9174-CD-

050)의 존재 또는 부재에서 단리된 Vδ1
+
 γδ T  세포에 추가로 첨가했다. 도 34B는 TIGIT-리간드 CD155(0,

0.1,  1  및 10ug/ml)의 첨가에 의해 매개된 용량-의존성 IFNγ 분비 감소(Mabtech로부터 입수한 ELISA  키트,

#3420-1h-20)를 나타내고 최대 억제가 1ug/ml의 CD155에서 도달했다. 항-TIGIT Ab 클론 31282(10ug/ml)의 첨가

는 CD155 리간드가 없는 조건과 동일하거나 더 높은 수준으로 IFNγ 생성을 완전히 회복시키는 반면 인간 IgG1

동형 대조군은 매우 제한적인 효과를 갖는다. 도 34C는 a-TIGIT 클론 31282가 혼합물에 첨가될 때 전체 PBMC의

항-Vδ1 활성화 및 IFNγ 분비의 전체 복원 후 CD155(10μg/ml)에 의해 매개된 유사한 억제 효과를 보여준다.

이들 데이터는 αβ T 세포와 유사하게, γδ T 세포의 활성이 TIGIT에 대한 CD155의 결찰에 의해 손상될 수 있

고, 항-TIGIT 항체가 이러한 억제를 완전히 방지함을 입증한다. 
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<151>  2017-07-31

<150>  BE20175535

<151>  2017-07-31

<150>  US62/660640

<151>  2018-04-20

<160>  370   

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  1

Phe Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Met Ser 

1               5                   

<210>  2

<211

>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  2

Asn Ile Lys Gln Asp Gly Ser Glu Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val Lys 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  3

<211>  20

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  3

Ala Arg Val Ser Tyr Tyr Tyr Asp Ser Ser Lys Leu Arg Trp Ala Glu 

1               5                   10                  15      

Tyr Phe Gln His 

            20  
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<210>  4

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  4

Phe Thr Phe Glu Ser Tyr Gly Met Val 

1               5                   

<210>  5

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  5

Ser Ile Leu Tyr Asp Gly Ser Asn Arg Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  6

<211>  20

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  6

Ala Arg Val Ser Tyr Tyr Tyr Asp Ser Val Glu Leu Arg Trp Ala Glu 

1               5                   10                  15      

Tyr Phe Gln His 

            20  

<210>  7

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  7

Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Tyr Met His 

1               5                   

<210>  8
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<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  8

Val Ile Asn Pro Ser Gly Gly Ser Thr Ser Tyr Ala Gln Lys Phe Gln 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  9

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  9

Ala Arg Asp His Ser Asp Tyr Trp Ser Gly Ile Leu Asp Val 

1               5                   10                  

<210>  10

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  10

Tyr Thr Phe Glu Lys Tyr Tyr Met His 

1               5                   

<210>  11

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  11

Val Ile Gly Pro Ser Gly Ala Ser Thr Ser Tyr Ala Gln Lys Phe Gln 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  12

<211>  14

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  12

Ala Arg Asp His Ser Asp Tyr Trp Ser Gly Ile Leu His Ser 

1               5                   10                  

<210>  13

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  13

Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Tyr Met His 

1               5                   

<210>  14

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  14

Val Ile Gly Pro Ser Gly Ala Ser Thr Ser Tyr Ala Gln Lys Phe Gln 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  15

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  15

Ala Arg Asp His Ser Asp Tyr Trp Ser Gly Ile Met Glu Val 

1               5                   10                  

<210>  16

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  16

Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Tyr Met His 
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1               5                   

<210>  17

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  17

Val Ile Gly Pro Ser Gly Ala Ser Thr Ser Tyr Ala Gln Lys Phe Gln 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  18

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  18

Ala Arg Asp His Ser Asp Tyr Trp Ser Gly Ile Met Glu Val 

1               5                   10                  

<210>  19

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  19

Tyr Ser Ile Ser Ser Gly Tyr Tyr Trp Ala 

1               5                   10  

<210>  20

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  20

Ser Ile Tyr His Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  21

<211>  17

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  21

Ala Ile Glu Gly Ala Asn Tyr Tyr Asp Phe Gly Tyr Val Ala Phe Asp 

1               5                   10                  15      

Ile 

    

<210>  22

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  22

Gly Ser Ile Ser Ser Gly Ser Tyr Tyr Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  23

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  23

Ser Ile Phe Arg Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Glu Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  24

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  24

Ala Ile Glu Gly Ala Asn Phe Lys Asp Phe Gly Tyr Val Ala Phe Asp 

1               5                   10                  15      

Ile 

    

<210>  25

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  25

Gly Ser Ile Ser Ser Ser Arg Tyr Tyr Trp Ala 

1               5                   10      

<210>  26

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  26

Ser Ile Gly Thr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  27

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  27

Ala Ile Glu Gly Ala Asn Phe Arg Asp Phe Gly Tyr Val Ala Phe Asp 

1               5                   10                  15      

Ile 

    

<210>  28

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  28

Gly Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Ile Ser 

1               5                   

<210>  29

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  29

Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln 

1               5                   10                  15      

Gly 

등록특허 10-2731476

- 118 -



    

<210

>  30

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  30

Ala Arg Leu His Leu Gly Ser Ser Ala Tyr Tyr Gly Met Asp Val 

1               5                   10                  15  

<210>  31

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  31

Gly Thr Phe Gln Asn Tyr Ala Ile Ser 

1               5                   

<210>  32

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  32

Val Ile Val Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  33

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  33

Ala Arg Leu His Leu Gly Gln Lys Ala Tyr Tyr Gly Met Asp Val 

1               5                   10                  15  

<210>  34

<211>  9
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  34

Phe Thr Phe Gly Asp Tyr Ala Met His 

1               5                   

<210>  35

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  35

Gly Ile Thr Trp Asn Ser Gly Ser Ile Gly Tyr Ala Asp Ser Val Lys 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  36

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  36

Ala Lys Pro Val Pro Lys Ser Arg Gly Leu Asp Val 

1               5                   10          

<210>  37

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  37

Phe Thr Phe Arg Asp Tyr Ala Met His 

1               5                   

<210>  38

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  38

Gly Ile Thr Trp Asn Ser Gly Leu Ile Gly Tyr Ala Asp Ser Val Lys 
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1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  39

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  39

Ala Lys Pro Val Pro Arg Leu Arg Gly Leu Asp Val 

1               5                   10          

<210>  40

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  40

Phe Thr Phe Gly Ser Tyr Tyr Met His 

1               5                   

<210>  41

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  41

Val Ile Trp Pro Asp Gly Ser Asn Lys Leu Tyr Ala Asp Ser Val Lys 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  42

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  42

Ala Lys Pro Val Pro Lys Ser Arg Ala Leu Asp Val 

1               5                   10          
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<210>  43

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  43

Phe Thr Phe Ser Ser Ser Tyr Met His 

1               5                   

<210>  44

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  44

Val Ile Gly Ala Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Glu 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  45

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  45

Ala Lys Pro Val Pro Arg Arg Arg Gly Leu Asp Val 

1               5                   10          

<210>  46

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  46

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  47

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  47

Asp Ala Ser Lys Arg Ala Thr 

1               5           

<210>  48

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  48

Gln Gln Val His Asn Phe Pro Leu Thr 

1               5                   

<210>  49

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  49

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  50

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  50

Asp Ala Ser Lys Arg Ala Thr 

1               5           

<210>  51

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  51

Gln Gln Val His Asn Phe Pro Leu Thr 

1               5                   

<210>  52

<211>  12
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  52

Arg Ala Ser Gln Ser Val Arg Ser Ser Tyr Leu Ala 

1               5                   10          

<210>  53

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  53

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr 

1               5           

<210>  54

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  54

Gln Gln Tyr Phe Ser Pro Pro Trp Thr 

1               5                   

<210>  55

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  55

Arg Ala Ser Gln Ser Val Arg Ser Ser Tyr Leu Ala 

1               5                   10          

<210>  56

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  56

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr 

1               5           

<210>  57
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<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  57

Gln Gln Tyr Phe Ser Pro Pro Trp Thr 

1               5                   

<210>  58

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  58

Arg Ala Ser Gln Ser Val Arg Ser Ser Tyr Leu Ala 

1               5                   10          

<210>  59

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  59

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr 

1               5           

<210>  60

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  60

Gln Gln Tyr Phe Ser Pro Pro Trp Thr 

1               5                   

<210>  61

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  61

Arg Ala Ser Gln Ser Val Arg Ser Ser Tyr Leu Ala 

1               5                   10          
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<210>  62

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  62

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr 

1               5           

<210>  63

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  63

Gln Gln Tyr Phe Ser Pro Pro Trp Thr 

1               5                   

<210>  64

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  64

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  65

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  65

Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr 

1               5           

<210>  66

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  66
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Gln Gln Ser Pro Pro Trp Pro Arg Thr 

1               5                   

<210>  67

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  67

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  68

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  68

Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr 

1               5           

<210>  69

<211>  9

<212>  PRT

<213

>  Homo sapiens

<400>  69

Gln Gln Ser Pro Pro Trp Pro Arg Thr 

1               5                   

<210>  70

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  70

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  71

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  71

Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr 

1               5           

<210>  72

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  72

Gln Gln Ser Pro Pro Trp Pro Arg Thr 

1               5                   

<210>  73

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  73

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Asn 

1               5                   10      

<210>  74

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  74

Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser 

1               5           

<210>  75

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  75

Gln Gln Arg Tyr Val Phe Pro Pro Thr 

1               5                   

<210>  76

<211>  11

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  76

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Asn 

1               5                   10      

<210>  77

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  77

Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser 

1               5           

<210>  78

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  78

Gln Gln Arg Tyr Val Phe Pro Pro Thr 

1               5                   

<210>  79

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  79

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  80

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  80

Gly Ala Ser Ser Leu Gln Ser 

1               5           

<210>  81

등록특허 10-2731476

- 129 -



<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  81

Gln Gln Ala Phe Tyr Leu Pro Trp Thr 

1               5                   

<210>  82

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  82

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  83

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  83

Gly Ala Ser Ser Leu Gln Ser 

1               5           

<210>  84

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  84

Gln Gln Ala Phe Tyr Leu Pro Trp Thr 

1               5                   

<210>  85

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  85

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala 

1               5                   10      
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<210>  86

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  86

Gly Ala Ser Ser Leu Gln Ser 

1               5           

<210>  87

<211>  9

<212>  PRT

<213

>  Homo sapiens

<400>  87

Gln Gln Ala Phe Tyr Leu Pro Trp Thr 

1               5                   

<210>  88

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  88

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  89

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  89

Gly Ala Ser Ser Leu Gln Ser 

1               5           

<210>  90

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  90

Gln Gln Ala Phe Tyr Leu Pro Trp Thr 
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1               5                   

<210>  91

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  91

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly 

            20                  25      

<210>  92

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  92

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala 

1               5                   10                  

<210>  93

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  93

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr Leu Gln 

1               5                   10                  15      

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  94

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  94

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      
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<210>  95

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  95

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly 

            20                  25      

<210>  96

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  96

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala 

1               5                   10                  

<210>  97

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  97

Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln 

1               5                   10                  15      

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  98

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  98

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  99
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<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  99

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 

            20                  25      

<210>  100

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  100

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly 

1               5                   10                  

<210>  101

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  101

Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr Met Glu 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  102

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  102

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  103

<211>  26
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  103

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 

            20                  25      

<210>  104

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  104

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly 

1               5                   10                  

<210>  105

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  105

Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr Met Glu 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  106

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  106

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  107

<211>  26

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  107

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 

            20                  25      

<210>  108

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  108

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly 

1               5                   10                  

<210>  109

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  109

Arg Val Thr Leu Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr Met Glu 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  110

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  110

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  111

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  111

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 

            20                  25      

<210>  112

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  112

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly 

1               5                   10                  

<210>  113

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  113

Arg Val Thr Leu Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr Met Glu 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  114

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  114

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  115

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  115
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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 Ala Val Ser Gly 

            20                  25      

<210>  116

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  116

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly 

1               5                   10                  

<210>  117

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  117

Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  118

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  118

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  119

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400

>  119

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
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1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly 

            20                  25      

<210>  120

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  120

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly 

1               5                   10                  

<210>  121

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  121

Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  122

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  122

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  123

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  123

Gln Leu 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 Thr Val Ser Gly 

            20                  25      

<210>  124

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  124

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly 

1               5                   10                  

<210>  125

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  125

Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ser Val Thr Ala Thr Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  126

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  126

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  127

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  127

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

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly 
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            20                  25      

<210>  128

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  128

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly 

1               5                   10                  

<210>  129

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  129

Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  130

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  130

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  131

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  131

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

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly 

            20                  25      
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<210>  132

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  132

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly 

1               5                   10                  

<210>  133

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  133

Arg Val Thr Val Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  134

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  134

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  135

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  135

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly 

            20                  25      

<210>  136
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<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  136

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

1               5                   10                  

<210>  137

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  137

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr Leu Gln 

1               5                   10                  15      

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  138

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  138

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  139

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  139

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly 

            20                  25      

<210>  140

<211>  14
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  140

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

1               5                   10                  

<210>  141

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  141

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr Leu Gln 

1               5                   10                  15      

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  142

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  142

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  143

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400

>  143

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly 

            20                  25      

<210>  144

<211>  14

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  144

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala 

1               5                   10                  

<210>  145

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  145

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln 

1               5                   10                  15      

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  146

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  146

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  147

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  147

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly 

            20                  25      

<210>  148

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  148

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala 

1               5                   10                  

<210>  149

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  149

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln 

1               5                   10                  15      

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  150

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  150

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  151

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  151

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 

            20              

<210>  152

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  152
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Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr 

1               5                   10                  15  

<210>  153

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  153

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<

210>  154

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  154

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  155

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  155

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 

            20              

<210>  156

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  156

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr 
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1               5                   10                  15  

<210>  157

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  157

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  158

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  158

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  159

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  159

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys 

            20              

<210>  160

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  160

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

1               5                   10                  15  

<210>
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  161

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  161

Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  162

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  162

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  163

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  163

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys 

            20              

<210>  164

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  164

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

1               5                   10                  15  

<210>  165

<211>  32
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  165

Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  166

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  166

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  167

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  167

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys 

            20              

<210>  168

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  168

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

1               5                   10                  15  

<210>  169

<211>  32

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  169

Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  170

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  170

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  171

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  171

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys 

            20              

<210>  172

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  172

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

1               5                   10                  15  

<210>  173

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  173

Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  174

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  174

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  175

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  175

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys 

            20              

<210>  176

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  176

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

1               5                   10                  15  

<210>  177

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  177
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Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  178

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  178

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  179

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  179

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys 

            20              

<210>  180

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  180

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

1               5                   10                  15  

<210>

  181

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  181

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr 
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1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  182

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  182

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  183

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  183

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys 

            20              

<210>  184

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  184

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

1               5                   10                  15  

<210>  185

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  185

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr 

1               5                   10                  15      
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Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  186

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  186

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  187

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  187

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 

            20              

<210>  188

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  188

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

1               5                   10                  15  

<210>  189

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  189

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys 
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            20                  25                  30          

<210>  190

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  190

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  191

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  191

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 

            20              

<210>  192

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  192

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

1               5                   10                  15  

<210>  193

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  193

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          
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<210>  194

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  194

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  195

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  195

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys 

            20              

<210>  196

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  196

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

1               5                   10                  15  

<210>  197

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  197

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  198

<211>  10
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  198

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  199

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  199

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys 

            20              

<210>  200

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  200

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

1               5                   10                  15  

<210>

  201

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  201

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  202

<211>  10

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  202

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  203

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  203

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys 

            20              

<210>  204

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  204

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

1               5                   10                  15  

<210>  205

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  205

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  206

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  206

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  207

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  207

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys 

            20              

<210>  208

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  208

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

1               5                   10                  15  

<210>  209

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  209

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  210

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  210
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Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  211

<211>  127

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  211

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Asn Ile Lys Gln Asp Gly Ser Glu Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Val Ser Tyr Tyr Tyr Asp Ser Ser Lys Leu Arg Trp Ala Glu 

            100                 105                 110         

Tyr Phe Gln His Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120                 125         

<210>  212

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  212

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

        35                  40                  45              

Tyr Asp Ala Ser Lys Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr 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 Val His Asn Phe Pro Leu 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  213

<211>  127

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  213

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Glu Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met Val Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Ser Ile Leu Tyr Asp Gly Ser Asn Arg Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Val Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Val Ser Tyr Tyr Tyr Asp Ser Val Glu Leu Arg Trp Ala Glu 

            100                 105                 110         

Tyr Phe Gln His Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120                 125         

<210>  214
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<211>  107

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  214

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 Lys Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr 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 Val His Asn Phe Pro Leu 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  215

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  215

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 Val 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 
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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 Asp His Ser Asp Tyr Trp Ser Gly Ile Leu Asp Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  216

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  216

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Arg Ser Ser 

            20                  25                  30          

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu 

        35                  40                  45              

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu 

65                  70                  75                  80  

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Phe Ser Pro Pro 

                85                  90                  95      

Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105             

<210>  217

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  217

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala 
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1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Val Ile Gly Pro Ser Gly Ala 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 Asp His Ser Asp Tyr Trp Ser Gly Ile Leu His Ser Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  218

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  218

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Arg Ser Ser 

            20                  25                  30          

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu 

        35                  40                  45              

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu 

65                  70                  75                  80  

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Phe Ser Pro Pro 

                85                  90                  95      
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Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105             

<210>  219

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  219

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 Val Ile Gly Pro Ser Gly Ala Ser Thr Ser Tyr Ala Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Val Thr Leu 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 Asp His Ser Asp Tyr Trp Ser Gly Ile Met Glu Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  220

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  220

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Arg Ser Ser 

            20                  25                  30          
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Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu 

        35                  40                  45              

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu 

65                  70                  75                  80  

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Phe Ser Pro Pro 

                85                  90                  95      

Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105             

<210>  221

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  221

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 Val Ile Gly Pro Ser Gly Ala Ser Thr Ser Tyr Ala Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Val Thr Leu 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 Asp His Ser Asp Tyr Trp Ser Gly Ile Met Glu Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  222
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<211>  108

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  222

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Arg Ser Ser 

            20                  25                  30          

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu 

        35                  40                  45              

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu 

65                  70                  75                  80  

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Phe Ser Pro Pro 

                85                  90                  95      

Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105             

<210>  223

<211>  124

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  223

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 Ala Val Ser Gly Tyr Ser Ile Ser Ser Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Trp Ala Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp 

        35                  40                  45              

Ile Gly Ser Ile Tyr His Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser 
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65                  70                  75                  80  

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Ile Glu Gly Ala Asn Tyr Tyr Asp Phe Gly Tyr Val Ala Phe Asp 

            100                 105                 110         

Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120                 

<210>  224

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  224

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Pro Pro Trp Pro Arg 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  225

<211>  125

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  225

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu 
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1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Gly 

            20                  25                  30          

Ser Tyr Tyr Leu Ala Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Ile Gly Ser Ile Phe Arg Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Glu Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe 

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr 

                85                  90                  95      

Cys Ala Ile Glu Gly Ala Asn Phe Lys Asp Phe Gly Tyr Val Ala Phe 

            100                 105                 110         

Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120                 125 

<210>  226

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  226

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Pro Pro Trp Pro Arg 
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                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  227

<211>  125

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  227

Gln Leu 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 Ile Ser Ser Ser 

            20                  25                  30          

Arg Tyr Tyr Trp Ala Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Ile Gly Ser Ile Gly Thr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe 

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Thr Asp Thr Ala Val Tyr Tyr 

                85                  90                  95      

Cys Ala Ile Glu Gly Ala Asn Phe Arg Asp Phe Gly Tyr Val Ala Phe 

            100                 105                 110         

Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120                 125 

<210>  228

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  228

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn 

등록특허 10-2731476

- 171 -



            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Pro Pro Trp Pro Arg 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  229

<211>  122

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  229

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu 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 Leu His Leu Gly Ser Ser Ala Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp 

            100                 105                 110         

Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

등록특허 10-2731476

- 172 -



        115                 120         

<210>  230

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  230

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 Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Tyr Val Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  231

<211>  122

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  231

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

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Gln Asn Tyr 

            20                  25                  30          

Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Val Ile Val Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe 
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    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Val Thr Val Thr Ala Asp Glu 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 Leu His Leu Gly Gln Lys Ala Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp 

            100                 105                 110         

Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120         

<210>  232

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  232

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 Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Tyr Val Phe Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  233

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  233

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Gly Asp Tyr 

            20                  25                  30          

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Gly Ile Thr Trp Asn Ser Gly Ser Ile Gly Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Lys Pro Val Pro Lys Ser Arg Gly Leu Asp Val Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  234

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  234

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Gly 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  
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Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Phe Tyr Leu Pro Trp 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  235

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  235

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Arg Asp Tyr 

            20                  25                  30          

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Gly Ile Thr Trp Asn Ser Gly Leu Ile Gly Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Lys Pro Val Pro Arg Leu Arg Gly Leu Asp Val Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  236

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  236

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      
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Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Gly 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 Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Phe Tyr Leu Pro Trp 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  237

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  237

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Gly Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Val Ile Trp Pro Asp Gly Ser Asn Lys Leu Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Lys Pro Val Pro Lys Ser Arg Ala Leu Asp Val Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Met Val Thr Val Ser Ser 
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        115                 

<210>  238

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  238

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Gly 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 Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Phe Tyr Leu Pro Trp 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  239

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  239

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Ser 

            20                  25                  30          

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Val Ile Gly Ala Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 
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    50                  55                  60                  

Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Lys Pro Val Pro Arg Arg Arg Gly Leu Asp Val Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  240

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  240

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Gly 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 Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Phe Tyr Leu Pro Trp 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  241

<211>  381

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens
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<400>  241

gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtccagc ctggggggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttagt agctatggga tgagctgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtggccaac ataaagcaag atggaagtga gaaatactat      180

gtggactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca acgccaagaa ctcactgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggcggtgt actactgcgc tagagtatct      300

tactactacg acagcagcaa actacgatgg gcagaatact tccaacactg gggacagggt      360

acattggtca ccgtctcctc a                                                381

<210>  242

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  242

gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agctacttag cctggtacca acagaaacct      120

ggccaggctc ccaggctcct catctatgat gcatccaaaa gggccactgg catcccagcc      180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca ccatcagcag cctagagcct      240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag gtccacaatt tccctctcac ttttggcgga      300

gggaccaagg ttgagatcaa a                                                321

<210>  243

<211>  381

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  243

gaagtccagc tggtggaatc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cgtctggatt caccttcgag agctatggca tggtttgggt ccgccaggcc      120

ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcatcg atattgtatg atggaagtaa tagatactat      180

gcagactccg tgaagggccg attcaccgtc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggcggtgt actactgcgc tagagtatct      300

tactactacg acagcgttga gctacgatgg gcagaatact tccaacactg gggacagggt      360

acattggtca ccgtctcctc a                                                381

<210>  244
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<211>  321

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  244

gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agctacttag cctggtacca acagaaacct      120

ggccaggctc ccaggctcct catctatgat gcatccaaaa gggccactgg catcccagcc      180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca ccatcagcag cctagagcct      240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag gtccacaatt tccctctcac ttttggcgga      300

gggaccaagg ttgagatcaa a                                                321

<210>  245

<211>  363

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  245

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtt       60

tcctgcaagg catctggata caccttcacc agctactata tgcactgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggagtc atcaacccta gtggtggtag cacaagctac      180

gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg accagggaca cgtccacgag cacagtctac      240

atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggcggtgt actactgcgc cagagaccac      300

tccgactact ggagcggaat actagacgta tggggtcagg gtacaatggt caccgtctcc      360

tca                                                                    363

<210>  246

<211>  324

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  246

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagg agcagctact tagcctggta ccagcagaaa      120

cctggccagg ctcccaggct cctcatctat ggtgcatcca gcagggccac tggcatccca      180

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag      240

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtacttca gtcctccttg gacttttggc      300
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ggagggacca aggttgagat caaa                                             324

<210>  247

<211>  363

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  247

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtt       60

tcctgcaagg catctggata caccttcgag aagtactata tgcactgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggagtg atcggtccta gtggtgctag cacaagctac      180

gcacagaagt tccagggcag agtcaccatg accagggaca cgtccacgag cacagtctac      240

atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggcggtgt actactgcgc cagagaccac      300

tccgactact ggagcggaat actacattcg tggggtcagg gtacaatggt caccgtctcc      360

tca                                                                    363

<210>  248

<211>  324

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  248

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagg agcagctact tagcctggta ccagcagaaa      120

cctggccagg ctcccaggct cctcatctat ggtgcatcca gcagggccac tggcatccca      180

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag      240

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtacttca gtcctccttg gacttttggc      300

ggagggacca aggttgagat caaa                                             324

<210>  249

<211>  363

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  249

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtt       60

tcctgcaagg catctggata caccttcact agctactata tgcactgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggagtg atcggtccta gtggtgctag cacaagctac      180
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gcacagaagt tccagggcag agtcaccttg accagggaca cgtccacgag cacagtctac      240

atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggcggtgt actactgcgc cagagaccac      300

tccgactact ggagcggaat aatggaggta tggggtcagg gtacaatggt caccgtctcc      360

tca                                                                    363

<210>  250

<211>  324

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  250

gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagg agcagctact tagcctggta ccagcagaaa      120

cctggccagg ctcccaggct cctcatctat ggtgcatcca gcagggccac tggcatccca      180

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag      240

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtacttca gtcctccttg gacttttggc      300

ggagggacca aggttgagat caaa                                             324

<210>  251

<211>  363

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  251

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtt       60

tcctgcaagg catctggata caccttcact agctactata tgcactgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggagtg atcggtccta gtggtgctag cacaagctac      180

gcacagaagt tccagggcag agtcaccttg accagggaca cgtccacgag cacagtctac      240

atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggcggtgt actactgcgc cagagaccac      300

tccgactact ggagcggaat aatggaggta tggggtcagg gtacaactgt caccgtctcc      360

tca                                                                    363

<210>  252

<211>  324

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  252
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gaaattgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagg agcagctact tagcctggta ccagcagaaa      120

cctggccagg ctcccaggct cctcatctat ggtgcatcca gcagggccac tggcatccca      180

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca gacttcactc tcaccatcag cagactggag      240

cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag cagtacttca gtcctccttg gacttttggc      300

ggagggacca aggttgagat caaa                                             324

<210>  253

<211>  372

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  253

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtccctc       60

acctgcgctg tctctggtta ctccatcagc agtggttact actgggcttg gatccggcag      120

cccccaggga aggggctgga gtggattggg agtatctatc atagtgggag cacctactac      180

aacccgtccc tcaagagtcg agtcaccata tcagtagaca cgtccaagaa ccagttctcc      240

ctgaagctga gttctgtgac cgccgcagac acggcggtgt actactgcgc catagaagga      300

gctaactact acgacttcgg atatgtagca ttcgacatat ggggtcaggg tacaatggtc      360

accgtctcct ca                                                          372

<210>  254

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  254

gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agcaacttag cctggtacca gcagaaacct      120

ggccaggctc ccaggctcct catctatggt gcatccacca gggccactgg tatcccagcc      180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca ccatcagcag cctgcagtct      240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag tcccccccct ggcctaggac ttttggcgga      300

gggaccaagg ttgagatcaa a                                                321

<210>  255

<211>  375

<212>  DNA
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<213>  Homo sapiens

<400>  255

caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtccctc       60

acctgcactg tctctggtgg ctccatcagc agtgggagtt actacttggc gtggatccgc      120

cagcccccag ggaaggggct ggagtggatt gggagtatct ttcggagtgg gagcacctac      180

tacaacccgt ccctcgagag tcgagtcacc atatcggtag acacgtccaa gaaccagttc      240

tccctgaagc tgagttctgt gaccgccgca gacacggcgg tgtactactg cgccatagaa      300

ggagctaact ttaaggactt cggatatgta gcattcgaca tatggggtca gggtacaatg      360

gtcaccgtct cctca                                                       375

<210>  256

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  256

gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agcaacttag cctggtacca gcagaaacct      120

ggccaggctc ccaggctcct catctatggt gcatccacca gggccactgg tatcccagcc      180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca ccatcagcag cctgcagtct      240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag tcccccccct ggcctaggac ttttggcgga      300

gggaccaagg ttgagatcaa a                                                321

<210>  257

<211>  375

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  257

cagctgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtccctc       60

acctgcactg tctctggtgg ctccatcagc agtagtaggt actactgggc gtggatccgc      120

cagcccccag ggaaggggct ggagtggatt gggagtatcg ggacgagtgg gagcacctac      180

tacaacccgt ccctcaagag tcgagtcacc atatccgtag acacgtccaa gaaccagttc      240

tccctgaagc tgagttctgt gaccgccaca gacacggcgg tgtactactg cgccatagaa      300

ggagctaact ttcgggactt cggatatgta gcattcgaca tatggggtca gggtacaatg      360

gtcaccgtct cctca                                                       375
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<210>  258

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  258

gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agcaacttag cctggtacca gcagaaacct      120

ggccaggctc ccaggctcct catctatggt gcatccacca gggccactgg tatcccagcc      180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca ccatcagcag cctgcagtct      240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag tcccccccct ggcctaggac ttttggcgga      300

gggaccaagg ttgagatcaa a                                                321

<210>  259

<211>  366

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  259

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc       60

tcctgcaagg cttctggagg caccttcagc agctatgcta tcagctgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggaggg atcatcccta tctttggtac agcaaactac      180

gcacagaagt tccagggcag agtcacgatt accgcggacg aatccacgag cacagcctac      240

atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggcggtgt actactgcgc taggttgcac      300

ctgggatcca gcgcctacta cggcatggat gtatggggcc agggaacaac tgtcaccgtc      360

tcctca                                                                 366

<210>  260

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  260

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc       60

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agctatttaa attggtatca gcagaaacca      120

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca      180

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct      240
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gaagattttg caacttacta ctgtcagcaa agatacgtct tccctcctac ttttggcgga      300

gggaccaagg ttgagatcaa a                                                321

<210>  261

<211>  366

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  261

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc       60

tcctgcaagg cttctggagg caccttccag aactatgcta tcagctgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggagtt atcgtgccta tctttggtac agcaaactac      180

gcacagaagt tccagggcag agtcacggtt accgcggacg aatccacgag cacagcctac      240

atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggcggtgt actactgcgc taggttgcac      300

ctgggacaga aggcctacta cggcatggat gtatggggcc agggaacaac tgtcaccgtc      360

tcctca                                                                 366

<210>  262

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  262

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc       60

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agctatttaa attggtatca gcagaaacca      120

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca      180

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct      240

gaagattttg caacttacta ctgtcagcaa agatacgtct tccctcctac ttttggcgga      300

gggaccaagg ttgagatcaa a                                                321

<210>  263

<211>  357

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  263

gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggcaggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttggt gattatgcca tgcactgggt ccggcaagct      120
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ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt attacttgga atagtggtag cataggctat      180

gcggactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca acgccaagaa ctccctgtat      240

ctgcaaatga acagtctgag agctgaggac acggcgttgt actactgcgc caagccagtg      300

ccaaaatcta gaggcctaga cgtatggggt cagggtacaa tggtcaccgt ctcctca         357

<210>  264

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  264

gacatccagt tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc       60

atcacttgtc gggcgagtca gggtattagc agctggttag cctggtatca gcagaaacca      120

gggaaagccc ctaagctcct gatctatggt gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca      180

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct      240

gaagattttg caacttatta ctgtcagcag gcattctacc tcccttggac ttttggcgga      300

gggaccaagg ttgagatcaa a                                                321

<210>  265

<211>  357

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  265

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ctggcaggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctggatt cacctttcgg gattatgcca tgcactgggt ccggcaagct      120

ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt attacttgga atagtggttt gataggctat      180

gcggactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca acgccaagaa ctccctgtat      240

ctgcaaatga acagtctgag agctgaggac acggcgttgt actactgcgc caagccagtg      300

ccacgtttga gaggcctaga cgtatggggt cagggtacaa tggtcaccgt ctcctca         357

<210>  266

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  266

gacatccagt tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc       60
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atcacttgtc gggcgagtca gggtattagc agctggttag cctggtatca gcagaaacca      120

gggaaagccc ctaagctcct gatctatggt gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca      180

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct      240

gaagattttg caacttatta ctgtcagcag gcattctacc tcccttggac ttttggcgga      300

gggaccaagg ttgagatcaa a                                                321

<210>  267

<211>  357

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  267

gaagtccagc tggtggaatc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cgtctggatt caccttcggg agctattata tgcactgggt ccgccaggct      120

ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atatggcctg atggaagtaa taaactgtat      180

gcagactccg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggcgttgt actactgcgc caagccagtg      300

ccaaaatcta gagcgcttga cgtatggggt cagggtacaa tggtcaccgt ctcctca         357

<210>  268

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  268

gacatccagt tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc       60

atcacttgtc gggcgagtca gggtattagc agctggttag cctggtatca gcagaaacca      120

gggaaagccc ctaagctcct gatctatggt gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca      180

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct      240

gaagattttg caacttatta ctgtcagcag gcattctacc tcccttggac ttttggcgga      300

gggaccaagg ttgagatcaa a                                                321

<210>  269

<211>  357

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  269
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caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt agctcttata tgcactgggt ccgccaggct      120

ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt ataggtgcgg atggaagtaa taaatactat      180

gcagactccg tggagggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

ctgcaaatga acagcctgag agctgaggac acggcgttgt actactgcgc caagccagtg      300

ccacggcgta gaggcctaga cgtatggggt cagggtacaa tggtcaccgt ctcctca         357

<210>  270

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  270

gacatccagt tgacccagtc tccatcttcc gtgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc       60

atcacttgtc gggcgagtca gggtattagc agctggttag cctggtatca gcagaaacca      120

gggaaagccc ctaagctcct gatctatggt gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca      180

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag cctgcagcct      240

gaagattttg caacttatta ctgtcagcag gcattctacc tcccttggac ttttggcgga      300

gggaccaagg ttgagatcaa a                                                321

<210>  271

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  271

Gly Ser Ile Ser Ser Gly Ser Tyr Tyr Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  272

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  272

Ser Ile Phe Arg Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Glu Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  273

<211>  17
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400

>  273

Ala Ile Glu Gly Ala Asn Phe Lys Asp Phe Gly Tyr Val Ala Phe Asp 

1               5                   10                  15      

Ile 

    

<210>  274

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  274

Gly Ser Ile Ser Ser Gly Ser Tyr Tyr Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  275

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  275

Ser Ile Phe Arg Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Glu Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  276

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  276

Ala Ile Glu Gly Ala Asn Phe Lys Asp Phe Gly Tyr Val Ala Phe Asp 

1               5                   10                  15      

Ile 

    

<210>  277

<211>  11

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  277

Gly Ser Ile Ser Ser Gly Ser Tyr Tyr Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  278

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  278

Ser Ile Phe Arg Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Glu Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  279

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  279

Ala Ile Glu Gly Ala Asn Phe Lys Asp Phe Gly Tyr Val Ala Phe Asp 

1               5                   10                  15      

Ile 

    

<210>  280

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  280

Gly Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Ile Ser 

1               5                   

<210>  281

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  281

Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln 
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1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  282

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  282

Ala Arg Glu Ala Gln Ser Tyr Arg Val Pro Phe Asp Ile 

1               5                   10              

<210>  283

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  283

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  284

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  284

Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr 

1               5           

<210>  285

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  285

Gln Gln Ser Pro Pro Trp Pro Arg Thr 

1               5                   

<210>  286

<211>  11

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  286

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  287

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  287

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr 

1               5           

<210>  288

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  288

Gln Gln Glu Asn Pro Arg Pro Arg Thr 

1               5                   

<210>  289

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  289

Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Ser Asn Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  290

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  290

Phe Ala Ser Thr Arg Ala Thr 

1               5           

<210>  291

<211>  9
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  291

Gln Gln Thr Ser Pro Trp Pro Arg Thr 

1               5                   

<210>  292

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  292

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  293

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  293

Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr 

1               5           

<210>  294

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  294

Gln Gln Tyr Ala Ile Trp Pro Pro Phe Thr 

1               5                   10  

<210>  295

<211

>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  295

Gln Leu 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 Thr Val Ser Gly 

            20                  25      

<210>  296

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  296

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly 

1               5                   10                  

<210>  297

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  297

Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  298

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  298

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  299

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  299

Gln Leu 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 
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            20                  25      

<210>  300

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  300

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly 

1               5                   10                  

<210>  301

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  301

Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  302

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  302

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  303

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  303

Gln Leu 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 

            20                  25      
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<210>  304

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  304

Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Gly 

1               5                   10                  

<210>  305

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  305

Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu Lys 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  306

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  306

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  307

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  307

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

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly 

            20                  25      

<210>  308

<211>  14
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  308

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly 

1               5                   10                  

<210>  309

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  309

Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  310

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  310

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  311

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  311

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys 

            20              

<210>  312

<211>  15

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  312

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

1               5                   10                  15  

<210>  313

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  313

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  314

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  314

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  315

<211

>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  315

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 

            20              

<210>  316

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  316

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

1               5                   10                  15  

<210>  317

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>

  317

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  318

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  318

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  319

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  319

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys 

            20              

<210>  320

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  320
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Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr 

1               5                   10                  15  

<210>  321

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  321

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  322

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  322

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  323

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  323

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys 

            20              

<210>  324

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  324

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr 
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1               5                   10                  15  

<210>  325

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  325

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  326

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  326

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  327

<211>  125

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  327

Gln Leu 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 Ile Ser Ser Gly 

            20                  25                  30          

Ser Tyr Tyr Leu Ala Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Ile Gly Ser Ile Phe Arg Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Glu Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe 

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr 
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                85                  90                  95      

Cys Ala Ile Glu Gly Ala Asn Phe Lys Asp Phe Gly Tyr Val Ala Phe 

            100                 105                 110         

Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120                 125 

<210>  328

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  328

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Pro Pro Trp Pro Arg 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  329

<211>  125

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  329

Gln Leu 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 Ile Ser Ser Gly 
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            20                  25                  30          

Ser Tyr Tyr Leu Ala Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Ile Gly Ser Ile Phe Arg Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Glu Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe 

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr 

                85                  90                  95      

Cys Ala Ile Glu Gly Ala Asn Phe Lys Asp Phe Gly Tyr Val Ala Phe 

            100                 105                 110         

Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120                 125 

<210>  330

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  330

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                  

Ser Gly Ser Gly Thr 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 Glu Asn Pro Arg Pro Arg 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

등록특허 10-2731476

- 205 -



            100                 105         

<210>  331

<211>  125

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  331

Gln Leu 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 Ile Ser Ser Gly 

            20                  25                  30          

Ser Tyr Tyr Leu Ala Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Ile Gly Ser Ile Phe Arg Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Glu Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe 

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr 

                85                  90                  95      

Cys Ala Ile Glu Gly Ala Asn Phe Lys Asp Phe Gly Tyr Val Ala Phe 

            100                 105                 110         

Asp Ile Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120                 125 

<210>  332

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  332

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Ser Asn 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile 
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        35                  40                  45              

Tyr Phe Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Thr Ser Pro Trp Pro Arg 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  333

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  333

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu 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 Glu Ala Gln Ser Tyr Arg Val Pro Phe Asp Ile Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  334
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<211>  108

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  334

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ala Ile Trp Pro Pro 

                85                  90                  95      

Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105             

<210>  335

<211>  375

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  335

cagctgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtccctc       60

acctgcactg tctctggtgg ctccatcagc agtgggagtt actacttggc gtggatccgc      120

cagcccccag ggaaggggct ggagtggatt gggagtatct ttcggagtgg gagcacctac      180

tacaacccgt ccctcgagag tcgagtcacc atatcggtag acacgtccaa gaaccagttc      240

tccctgaagc tgagttctgt gaccgccgca gacacggcgg tgtactactg cgccatagaa      300

ggagctaact ttaaggactt cggatatgta gcattcgaca tatggggtca gggtacaact      360

gtcaccgtct cctca                                                       375

<210>  336

<211>  321

<212>  DNA
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<213>  Homo sapiens

<400>  336

gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agcaacttag cctggtacca gcagaaacct      120

ggccaggctc ccaggctcct catctatggt gcatccacca gggccactgg tatcccagcc      180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca ccatcagcag cctgcagtct      240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag tcccccccct ggcctaggac ttttggcgga      300

gggaccaagg ttgagatcaa a                                                321

<210>  337

<211>  375

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  337

cagctgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtccctc       60

acctgcactg tctctggtgg ctccatcagc agtgggagtt actacttggc gtggatccgc      120

cagcccccag ggaaggggct ggagtggatt gggagtatct ttcggagtgg gagcacctac      180

tacaacccgt ccctcgagag tcgagtcacc atatcggtag acacgtccaa gaaccagttc      240

tccctgaagc tgagttctgt gaccgccgca gacacggcgg tgtactactg cgccatagaa      300

ggagctaact ttaaggactt cggatatgta gcattcgaca tatggggtca gggtacaact      360

gtcaccgtct cctca                                                       375

<210>  338

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  338

gaaattgtgt tgacacagtc tccagccacc ctgtctttgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agctacttag cctggtacca acagaaacct      120

ggccaggctc ccaggctcct catctatgat gcatccaaca gggccactgg catcccagcc      180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagac ttcactctca ccatcagcag cctagagcct      240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag gaaaacccca ggcctaggac ttttggcgga      300

gggaccaagg ttgagatcaa a                                                321
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<210>  339

<211>  375

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  339

cagctgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtccctc       60

acctgcactg tctctggtgg ctccatcagc agtgggagtt actacttggc gtggatccgc      120

cagcccccag ggaaggggct ggagtggatt gggagtatct ttcggagtgg gagcacctac      180

tacaacccgt ccctcgagag tcgagtcacc atatcggtag acacgtccaa gaaccagttc      240

tccctgaagc tgagttctgt gaccgccgca gacacggcgg tgtactactg cgccatagaa      300

ggagctaact ttaaggactt cggatatgta gcattcgaca tatggggtca gggtacaact      360

gtcaccgtct cctca                                                       375

<210>  340

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  340

gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtaa aagtgtttcc agcaacttag cctggtacca gcagaaacct      120

ggccaggctc ccaggctcct catctatttc gcatccacca gggccaccgg tatcccagcc      180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca ccatcagcag cctgcagtct      240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag acttcgccct ggcctaggac ttttggcgga      300

gggaccaagg ttgagatcaa a                                                321

<210>  341

<211>  360

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  341

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc       60

tcctgcaagg cttctggagg caccttcagc agctatgcta tcagctgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggaggg atcatcccta tctttggtac agcaaactac      180

gcacagaagt tccagggcag agtcacgatt accgcggacg aatccacgag cacagcctac      240
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atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggcggtgt actactgcgc cagagaggct      300

caatcctaca gggttccatt cgacatatgg ggtcagggta caatggtcac cgtctcctca      360

<210>  342

<211>  324

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  342

gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agcaacttag cctggtacca gcagaaacct      120

ggccaggctc ccaggctcct catctatggt gcatccacca gggccactgg tatcccagcc      180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca ccatcagcag cctgcagtct      240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag tacgccatct ggcctccttt cacttttggc      300

ggagggacca aggttgagat caaa                                             324

<210>  343

<211>  126

<212>  PRT

<213>  Rattus norvegicus

<400>  343

Glu 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 Lys Thr Tyr Tyr Arg Phe Lys Trp Tyr Ser Asp Tyr Ala 

    50                  55                  60                  

Val Ser Val Lys Gly 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      

Phe Tyr Cys Thr Arg Glu Ser Thr Thr Tyr Asp Leu Leu Ala Gly Pro 
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            100                 105                 110         

Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120                 125     

<210>  344

<211>  113

<212>  PRT

<213>  Rattus norvegicus

<400>  344

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Thr Val Leu Tyr Ser 

            20                  25                  30          

Ser Asn Asn Lys Lys Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln 

        35                  40                  45              

Pro Pro Asn Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val 

    50                  55                  60                  

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr 

65                  70                  75                  80  

Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln 

                85                  90                  95      

Tyr Tyr Ser Thr Pro Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Glu Ile 

            100                 105                 110         

Lys 

    

<210>  345

<211>  130

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  345

Gln Val His 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 Gly 
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            20                  25                  30          

Ile Tyr Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe 

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr 

                85                  90                  95      

Cys Ala Arg Asp Tyr Tyr Val Ser Gly Asn Tyr Tyr Asn Val Asp Tyr 

            100                 105                 110         

Tyr Phe Phe Gly Val Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val 

        115                 120                 125             

Ser Ser 

    130 

<210>  346

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  346

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                  

Ser Gly Ser Gly Thr 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 Pro 

                85                  90                  95      
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Leu Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys 

            100                 105                 

<210>  347

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  347

Glu 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 Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Val Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Tyr Ile Asp Pro Tyr Asn Asp Gly Ala Lys Tyr Ala Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Val Thr Leu Thr Ser Asp Lys 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 Gly Gly Pro Tyr Gly Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  348

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  348

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 Glu His Ile Tyr Ser Tyr 

            20                  25                  30          
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Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile 

        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 Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His His Phe Gly Ser Pro Leu 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  349

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  349

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 Ala Val Ser Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp 

            20                  25                  30          

Tyr Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp 

        35                  40                  45              

Ile Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Ser Thr Ser Tyr Asn Pro Ser Leu 

    50                  55                  60                  

Arg Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe 

65                  70                  75                  80  

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Arg Gln Val Gly Leu Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115             
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<210>  350

<211>  99

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  350

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 Val Ser Thr Ala 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr 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 His Tyr Ser Thr Pro Trp 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly 

            

<210>  351

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  351

Asp Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Arg Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe 

            20                  25                  30          

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Phe Ile Ser Ser Gly Ser Ser Ser Ile Tyr Tyr Ala Asp Thr Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Pro Lys Asn Thr Leu Phe 
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65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Thr Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Thr Ser Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  352

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  352

Asp Val Gln Ile Thr Gln Ser Pro Ser Tyr Leu Ala Ala Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Thr Ile Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Lys Ser Ile Ser Lys Tyr 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Glu Lys Pro Gly Lys Thr Asn Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Met Tyr Tyr Cys Gln Gln His Asn Glu Tyr Pro Trp 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  353

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  353

Gly Thr Phe Ser Ser Tyr Leu Ile Ser 
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1               5                   

<210>  354

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  354

Gly Ile Tyr Pro Ile Phe Ala Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  355

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  355

Ala Arg Glu Ala Gln Ser Tyr Arg Val Pro Phe Asp Ile 

1               5                   10              

<210>  356

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  356

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  357

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  357

Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr 

1               5           

<210>  358

<211>  10
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  358

Gln Gln Tyr Ala Ile Trp Pro Pro Phe Thr 

1               5                   10  

<210>  359

<211>  26

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  359

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

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly 

            20                  25      

<210>  360

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  360

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly 

1               5                   10                  

<210>  361

<211>  30

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  361

Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30  

<210>  362

<211>  11

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  362

Trp Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

1               5                   10      

<210>  363

<211>  23

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  363

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys 

            20              

<210>  364

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  364

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

1               5                   10                  15  

<210>  365

<211>  32

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  365

Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys 

            20                  25                  30          

<210>  366

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  366
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Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

1               5                   10  

<210>  367

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  367

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Gly Ile Tyr Pro Ile Phe Ala Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu 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 Glu Ala Gln Ser Tyr Arg Val Pro Phe Asp Ile Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  368

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  368

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn 

            20                  25                  30          
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Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ala Ile Trp Pro Pro 

                85                  90                  95      

Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105             

<210>  369

<211>  360

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  369

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc       60

tcctgcaagg cttctggagg caccttcagc agctacctca tcagctgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggaggg atctacccta tcttcgcaac agcaaactac      180

gcacagaagt tccagggcag agtcacgatt accgcggacg aatccacgag cacagcctac      240

atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggcggtgt actactgcgc cagagaggct      300

caatcctaca gggttccatt cgacatatgg ggtcagggta caatggtcac cgtctcctca      360

<210>  370

<211>  324

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  370

gaaatagtga tgacgcagtc tccagccacc ctgtctgtgt ctccagggga aagagccacc       60

ctctcctgca gggccagtca gagtgttagc agcaacttag cctggtacca gcagaaacct      120

ggccaggctc ccaggctcct catctatggt gcatccacca gggccactgg tatcccagcc      180

aggttcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca ccatcagcag cctgcagtct      240

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag tacgccatct ggcctccttt cacttttggc      300

ggagggacca aggttgagat caaa                                             324
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