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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(a) (i) 아미노산 서열 FTFX1SYGMX2를 포함하고, 여기서 X1은 R이고, X2는 S인 CDR1 영역;

(ii) 아미노산 서열 SIRGSX3X4STYYADSVKG를 포함하고, 여기서 X3은 S 또는 R이고, X4는 S인 CDR2 영역; 및

(iii) 아미노산 서열 X5YRYWFDY를 포함하고, 여기서 X5는 K 또는 L인 CDR3 영역

을 포함하는 인간 중쇄, 및 

(b) (i) 아미노산 서열 SGDNLRNYYAH를 포함하는 CDR1 영역;

(ii) 아미노산 서열 X7YDX8NRPS를 포함하고, 여기서 X7은 Y 또는 F이고, X8은 N 또는 V이되, 단 X7이 Y이면서 X8

이 N인 경우는 제외되는 것인 CDR2 영역; 및

(iii) 아미노산 서열 QSWWDGVPV를 포함하는 CDR3 영역

을 포함하는 인간 경쇄

를 포함하는, 인간 조직 인자 경로 억제제(TFPI)에 특이적으로 결합하는 단리된 인간 모노클로날 항체.

청구항 2 

(a) (i) 아미노산 서열 FTFX1SYGMX2를 포함하고, 여기서 X1은 R이고, X2는 D인 CDR1 영역;

(ii) 아미노산 서열 SIRGSX3X4STYYADSVKG를 포함하고, 여기서 X3은 S 또는 R이고, X4는 S인 CDR2 영역; 및

(iii) 아미노산 서열 X5YRYWFDY를 포함하고, 여기서 X5는 K 또는 L인 CDR3 영역

을 포함하는 인간 중쇄, 및 

(b) (i) 아미노산 서열 SGDNLRNYYAH를 포함하는 CDR1 영역;

(ii) 아미노산 서열 X7YDX8NRPS를 포함하고, 여기서 X7은 Y 또는 F이고, X8은 N 또는 V이되, 단 X7이 Y이면서 X8

이 N인 경우는 제외되는 것인 CDR2 영역; 및

(iii) 아미노산 서열 QSWWDGVPV를 포함하는 CDR3 영역

을 포함하는 인간 경쇄

를 포함하는, 인간 조직 인자 경로 억제제(TFPI)에 특이적으로 결합하는 단리된 인간 모노클로날 항체.

청구항 3 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

<서열 목록 제출>[0001]

본 출원과 관련된 서열 목록은 EFS-Web을 통해 전자 포맷으로 제출하고, 본 명세서에 그 전문이 참고로 포함된[0002]

다.

<실시양태의 분야>[0003]

인간 조직 인자 경로 억제제 (TFPI)에 결합하는 단리된 모노클로날 항체 및 그의 단편이 제공된다.[0004]
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배 경 기 술

혈액 응고는 혈액이 출혈을 멈추기 위해 안정한 혈병을 형성하는 과정이다.  상기 과정에는 혈액 내에서 순환하[0005]

는 수많은 효소 전구체 및 보조인자 전구체 (또는 "응고 인자")가 관여한다.  이러한 효소 전구체 및 보조인자

전구체는  이들이  순차적으로  또는  동시에  활성화  형태로  전환되는  여러  경로를  통해  상호작용한다.

궁극적으로, 상기 과정은 인자 Va, 이온성 칼슘 및 혈소판의 존재 하에 활성화 인자 X (FXa)에 의해 프로트롬빈

을 트롬빈으로 활성화시킨다.  다시, 활성화된 트롬빈은 혈소판 응집을 유도하고 피브리노겐을 피브린으로 전환

시키며, 이어서 피브린은 활성화 인자 XIII (FXIIIa)에 의해 가교되어 혈병을 형성한다.

인자 X의 활성화를 유발하는 과정은 2가지 특징적인 경로에 의해 수행될 수 있다: 접촉 활성화 경로 (이전에 내[0006]

인성 경로로 공지됨) 및 조직 인자 경로 (이전에 외인성 경로로 공지됨).  이전에는 응고 캐스케이드가 공통적

인 경로에 연결된, 동일한 중요성의 2가지 경로로 이루어진다고 생각되었다.  현재, 혈액 응고 개시를 위한 주

요 경로는 조직 인자 경로임이 공지되어 있다.

인자 X는 활성화 인자 VII (FVIIa)와 조합된 조직 인자 (TF)에 의해 활성화될 수 있다.  인자 VIIa 및 그의 필[0007]

수 보조인자 TF의 복합체는 응고 캐스케이드의 강력한 개시제다.

응고의 조직 인자 경로는 조직 인자 경로 억제제 ("TFPI")에 의해 음성적으로 제어된다.  TFPI는 FVIIa/TF 복합[0008]

체의 천연 FXa-의존성 피드백 억제제이다.  이는 다가 쿠니츠(Kunitz)-유형 세린 프로테아제 억제제의 구성원이

다.   생리학상,  TFPI는  활성화  인자  X  (FXa)에  결합하여  이종이량체  복합체를  형성하고,  이것은  이후에

FVIIa/TF 복합체와 상호작용하여 그의 활성을 억제함으로써 응고의 조직 인자 경로를 차단한다.  원칙적으로,

TFPI 활성의 차단은 FXa 및 FVIIa/TF 활성을 복원시킬 수 있고, 이에 따라 조직 인자 경로의 작용 기간을 연장

시키고 혈우병 A 및 B에서의 공통적인 결함인 FXa의 생성을 증폭시킨다.

실제로, 일부 예비 실험적 증거는 TFPI에 대한 항체에 의한 TFPI 활성의 차단이 연장된 응고 시간을 정상으로[0009]

만들거나 출혈 시간을 단축시킨다는 것을 나타냈다.  예를 들어, 노르드팡(Nordfang) 등은 혈우병 혈장의 연장

된 희박 프로트롬빈 시간이 상기 혈장을 TFPI에 대한 항체로 처리한 후에 정상으로 되었음을 보여주었다 (문헌

[Thromb. Haemost., 1991, 66(4): 464-467]).  유사하게, 에르하르트센(Erhardtsen) 등은 혈우병 A 토끼 모델

에서의 출혈 시간이 항-TFPI  항체에 의해 유의하게 단축되었음을 보여주었다 (문헌 [Blood  Coagulation  and

Fibrinolysis, 1995, 6: 388-394]).  이러한 연구는 항-TFPI 항체에 의한 TFPI의 억제가 혈우병 A 또는 B의 치

료에 유용할 수 있음을 시사한다.  이들 연구에는 오직 폴리클로날 항-TFPI 항체만이 사용되었다.

하이브리도마 기술을 이용하여, 재조합 인간 TFPI  (rhTFPI)에 대한 모노클로날 항체를 제조하고 확인하였다.[0010]

문헌 [Yang et al., Chin. Med. J., 1998, 111(8): 718-721]을 참조한다.  희박 프로트롬빈 시간 (PT) 및 활성

화 부분 트롬보플라스틴 시간 (APTT)에 대한 모노클로날 항체의 효과를 시험하였다.  실험은 항-TFPI 모노클로

날 항체가 인자 IX 결핍된 혈장의 희박 트롬보플라스틴 응고 시간을 단축시켰음을 보여주었다.  이는, 조직 인

자 경로가 생리학적 응고에서 뿐만 아니라 혈우병의 출혈에서도 중요한 역할을 수행한다는 것을 시사한다 (문헌

[Yang et al., Hunan Yi Ke Da Xue Xue Bao, 1997, 22(4): 297-300]).

따라서, TFPI에 특이적인 항체가 혈액 질환 및 암의 치료에 필요하다.[0011]

일반적으로, 인간 질환을 위한 치료 항체는 뮤린, 키메라, 인간화 또는 완전 인간 항체 생성을 위한 유전 공학[0012]

을 이용하여 생성되었다.  뮤린 모노클로날 항체는 짧은 혈청 반감기, 인간 이펙터 기능의 촉발 불능, 및 인간

항마우스-항체의  생산으로  인해  치료제로서는  사용이  제한된  것으로  나타난  바  있다  (문헌  [Brekke  and

Sandlie, "Therapeutic Antibodies for Human Diseases at the Dawn of the Twenty-first Century," Nature

2, 53, 52-62, Jan. 2003]).  키메라 항체는 인간 항-키메라 항체 반응을 야기하는 것으로 나타났다.  인간화

항체는 항체의 마우스 성분을 추가로 최소화한다.  그러나, 완전 인간 항체는 뮤린 요소와 관련이 있는 면역원

성을 완벽하게 피한다.  따라서, 다른 형태의 유전자 조작된 모노클로날 항체와 관련이 있는 면역원성을 피하기

위해서 완전 인간 항체를 개발할 것이 요구된다.  특히, 항-TFPI 모노클로날 항체를 사용한 혈우병 치료에 필요

한 것과 같은 만성 예방적 치료는, 뮤린 성분 또는 뮤린 기원을 갖는 항체가 사용되는 경우에 빈번한 투여가 요

구되고 요법이 장기간 지속되기 때문에 상기 요법에 대한 면역 반응이 발생할 위험이 높다.  예를 들어, 혈우병

A에 대한 항체 요법은 환자의 생존 동안 매주 투여할 것이 요구될 수 있다.  이것은 면역계에 대한 지속적인 도

전이다.  따라서, 혈우병 및 응고에서의 관련 유전적 및 후천적 결핍 또는 결함에 대한 항체 요법을 위한 완전

인간 항체가 필요하다.

치료 항체는 문헌 [Koehler  and  Milstein  in  "Continuous  Cultures  of  Fused Cells Secreting Antibody of[0013]
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Predefined Specificity," Nature 256, 495-497 (1975)]에 기재된 하이브리도마 기술을 통해 제조되었다.  완

전 인간 항체는 원핵생물 및 진핵생물에서 재조합 방식으로 제조될 수도 있다.  하이브리도마 생산 보다는 숙주

세포에서 항체를 재조합 생산하는 것이 치료 항체에 바람직하다.  재조합 생산은 산물의 일관성이 더 높고 생산

수준이 더 높을 수 있으며 동물-유래의 단백질의 존재를 최소화하거나 제거하는 제어된 제조가 가능하다는 이점

을 갖는다.  이러한 이유로, 재조합 방식으로 생산된 모노클로날 항-TFPI 항체를 갖는 것이 바람직하다.

또한, TFPI가 활성화 인자 X (FXa)에 고 친화도로 결합하기 때문에, 효과적인 항-TFPI 항체는 대등한 친화도를[0014]

가져야 한다.  따라서, TFPI/FXa 결합과 경쟁할 수 있는 결합 친화도를 갖는 항-TFPI 항체를 갖는 것이 바람직

하다.

발명의 내용

인간 조직 인자 경로 억제제 (TFPI)에 대한 모노클로날 항체가 제공된다.  추가로, 이를 코딩하는 단리된 핵산[0015]

분자가 제공된다.  항-TFPI 모노클로날 항체를 포함하는 제약 조성물, 및 응고에서의 유전적 및 후천적 결핍 또

는 결함, 예컨대 혈우병 A 및 B의 치료 방법이 또한 제공된다.  또한, 출혈 시간의 단축을 필요로 하는 환자에

게 항-TFPI 모노클로날 항체를 투여하여 출혈 시간을 단축시키는 방법이 제공된다.  본 발명에 따라 인간 TFPI

에 결합하는 모노클로날 항체를 생산하는 방법이 또한 제공된다.

일부 실시양태에서, 제공된 TFPI에 대한 모노클로날 항체는, 예를 들어 증가된 친화도 또는 증가된 기능적 활성[0016]

을 갖도록 최적화되었다.

도면의 간단한 설명

도 1은 dPT 검정을 이용하여 인간 혈우병 A 혈장에서 응고 시간 단축에서 더 높은 효능을 나타내는 단일 아미노[0017]

산 치환을 갖는 선택된 2A8 변이체를 설명하는 막대 그래프를 도시한다.

도 2는 항-인자 VIII 항체-유도된 인간 혈우병 혈액의 응고 시간에 대한 선택된 단일 아미노산 돌연변이된 항-

TFPI 항체의 효과를 보여주는 그래프를 도시한다.

도 3은 4B7-D62R이 모 4B7 항체와 비교하고, 보다 적은 정도로 2A8 내의 단일 아미노산 치환과 비교하여 인간

항체-유도된 혈우병 A 혈액에서의 응고 시간 단축에 훨씬 더 높은 효능을 갖는다는 것을 보여주는 그래프를 도

시한다.

도 4는 대조군 마우스 IgG1 (CTX IgG1)과 비교하여 용량-의존성 방식으로 모 항체 2A8 및 다중 아미노산 치환을

갖는 2A8 변이체 (A200)로 치료한 혈우병 A 마우스의 생존을 보여주는 2개의 그래프를 도시한다.

도 5는 2A8 변이체가 용량-의존성 방식으로 인간 혈우병 C (FXI-결핍) 혈장에서 응고를 증진시키며, 그의 효과

가 재조합 FVIIa의 효과와 대등하다는 것을 보여주는 그래프를 도시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

<상세한 설명>[0018]

<정의>[0019]

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "조직 인자 경로 억제제" 또는 "TFPI"는 세포에 의해 자연적으로 발현되는, 인[0020]

간 TFPI의 임의의 변이체, 이소형 및 종 상동체를 지칭한다.  본 발명의 바람직한 실시양태에서, TFPI에 대한

본 발명의 항체의 결합은 혈액 응고 시간을 감소시킨다.

본원에 사용된 바와 같이, "항체"는 전체 항체 및 그의 임의의 항원 결합 단편 (즉, "항원-결합 부분") 또는 단[0021]

일 쇄를 지칭한다.  상기 용어는 자연적으로 발생되거나 정상적인 이뮤노글로불린 유전자 단편 재조합 과정에

의해 형성된 전장 이뮤노글로불린 분자 (예를 들어, IgG 항체), 또는 이뮤노글로불린 분자에서 특이적 결합 활

성을 보유하는 면역학적 활성 부분, 예컨대 항체 단편을 포함한다.  구조에 상관없이, 항체 단편은 전장 항체에

의해 인식되는 것과 동일한 항원과 결합한다.  예를 들어, 항-TFPI 모노클로날 항체 단편은 TFPI의 에피토프에

결합한다.  항체의 항원-결합 기능은 전장 항체의 단편에 의해 수행될 수 있다.  항체의 "항원-결합 부분"이라

는 용어에 포함되는 결합 단편의 예는 하기를 포함한다: (i) Fab 단편 (VL, VH, CL 및 CH1 도메인으로 이루어진 1

가 단편), (ii) F(ab')2 단편 (힌지 영역에서 디술피드 브릿지에 의해 연결된 2개의 Fab 단편을 포함하는 2가

단편), (iii) VH 및 CH1 도메인으로 이루어진 Fd 단편, (iv) 항체의 단일 아암(arm)의 VL 및 VH 도메인으로 이루
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어진 Fv 단편, (v) VH 도메인으로 이루어진 dAb 단편 (문헌 [Ward et al., (1989) Nature 341:544-546]), (vi)

단리된 상보성 결정 영역 (CDR), (vii) 미니바디, 디아바디, 트리아바디, 테트라바디 및 카파 바디 (예를 들어,

문헌 [Ill et al., Protein Eng 1997;10:949-57] 참조); (viii) 낙타 IgG; 및 (ix) IgNAR.  또한, Fv 단편의 2

개의 도메인인 VL 및 VH가 별도의 유전자에 의해 코딩되지만, VL 및 VH 영역이 쌍을 이루어 1가 분자를 형성한

단일 단백질 쇄 (단일 쇄 Fv (scFv)로 공지됨; 예를 들어 문헌 [Bird et al. (1988) Science 242:423-426; 및

Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883] 참조)로 만들어질 수 있게 하는 합성 링커에

의해 재조합 방법을 사용하여 이들을 연결할 수 있다.  이러한 단일 쇄 항체는 또한 항체의 "항원-결합 부분"이

라는 용어 내에 포함되는 것으로 의도된다.  이들 항체 단편은 당업자에게 공지된 통상의 기술을 이용하여 수득

되며, 이 단편들은 무손상 항체와 동일한 방식으로 유용성에 대해 분석된다.

또한, 항원 결합 단편이 항체 모방체에 포함될 수 있는 것으로 고려된다.  본원에 사용된 바와 같이, 용어 "항[0022]

체 모방체" 또는 "모방체"는 항체와 유사한 결합을 보이지만 보다 작은 대안적 항체 또는 비-항체 단백질인 단

백질을 의미한다.  이러한 항체 모방체는 스캐폴드로 구성될 수 있다.  용어 "스캐폴드"는 맞춤 기능 및 특성을

갖는 새로운 산물의 조작을 위한 폴리펩티드 플랫폼을 지칭한다.

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "결합의 억제" 및 "결합의 차단" (예를 들어, TFPI에 대한 TFPI 리간드 결합의[0023]

억제/차단을 지칭함)은 교환가능하게 사용되고, 부분 및 완전 억제 또는 차단 둘 다를 포함한다.  억제 및 차단

은 또한 항-TFPI 항체와 접촉한 TFPI를 항-TFPI 항체와 접촉하지 않은 TFPI와 비교한 경우에 생리학적 기질에

대한 TFPI의 결합 친화도의 임의의 측정가능한 감소, 예를 들어 TFPI와 인자 Xa의 상호작용 또는 TFPI-인자 Xa

복합체와 조직 인자, 인자 VIIa 또는 조직 인자/인자 VIIa의 복합체의 상호작용의 적어도 약 10%, 20%, 30%,

40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 차단을 포함한다.

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "모노클로날 항체" 또는 "모노클로날 항체 조성물"은 단일 분자 조성물의 항체[0024]

분자의 제제를 지칭한다.  모노클로날 항체 조성물은 특정 에피토프에 대해 단일 결합 특이성 및 친화도를 나타

낸다.  따라서, 용어 "인간 모노클로날 항체"는 인간 배선 이뮤노글로불린 서열로부터 유래된 가변 및 불변 영

역을 갖는, 단일 결합 특이성을 나타내는 항체를 지칭한다.  본 발명의 인간 항체는 인간 배선 이뮤노글로불린

서열에 의해 코딩되지 않는 아미노산 잔기 (예를 들어, 시험관내 무작위 또는 부위-특이적 돌연변이유발, 또는

생체내 체세포 돌연변이에 의해 도입된 돌연변이)를 포함할 수 있다.

본원에 사용된 바와 같이, "단리된 항체"는 상이한 항원 특이성을 갖는 다른 항체를 실질적으로 함유하지 않는[0025]

항체 (예를 들어, TFPI 이외의 항원에 결합하는 항체를 실질적으로 함유하지 않는, TFPI에 결합하는 단리된 항

체)를 지칭한다.  그러나, 인간 TFPI의 에피토프, 이소형 또는 변이체에 결합하는 단리된 항체는 예를 들어 다

른 종으로부터의 다른 관련 항원 (예를 들어, TFPI 종 상동체)과의 교차 반응성을 가질 수 있다.  또한, 단리된

항체는 다른 세포성 물질 및/또는 화학물질을 실질적으로 함유하지 않을 수 있다.

본원에 사용된 바와 같이, "특이적 결합"은 소정의 항원에 대한 항체 결합을 지칭한다.  전형적으로, 항체는 적[0026]

어도 약 10
5
M
-1
의 친화도로 결합하고, 소정의 항원 또는 밀접하게 관련된 항원 이외의 무관한 항원 (예를 들어,

BSA, 카세인)에 대한 결합에 대한 친화도보다 더 높은, 예를 들어 적어도 2배 더 높은 친화도로 상기 소정의 항

원에 결합한다.  "항원을 인식하는 항체" 및 "항원에 특이적인 항체"란 어구는 본원에서 "항원에 특이적으로 결

합하는 항체"라는 용어와 교환가능하게 사용된다.

본원에 사용된 바와 같이, IgG 항체에 대한 용어 "고 친화도"는 적어도 약 10
7
M
-1
, 일부 실시양태에서는 적어도[0027]

약 10
8
M
-1
, 일부 실시양태에서 적어도 약 10

9
M
-1
, 10

10
M
-1
, 10

11
M
-1
 또는 그 초과, 예를 들어 10

13
M
-1
까지 또는 그 초

과의 결합 친화도를 지칭한다.  그러나, "고 친화도" 결합은 다른 항체 이소형에 대해 달라질 수 있다.  예를

들어, IgM 이소형에 대한 "고 친화도" 결합은 적어도 약 1.0 x 10
7
M
-1
의 결합 친화도를 지칭한다.  본원에 사용

된 바와 같이, "이소형"은 중쇄 불변 영역 유전자에 의해 코딩되는 항체 클래스 (예를 들어, IgM 또는 IgG1)를

지칭한다.

"상보성-결정 영역" 또는 "CDR"은 결합된 항원의 3차원 구조에 상보적인 N-말단 항원-결합 표면을 형성하는, 항[0028]

체 분자의 중쇄 가변 영역 또는 경쇄 가변 영역 내의 3개의 초가변 영역 중 하나를 지칭한다.  중쇄 또는 경쇄

의 N-말단으로부터의 순서대로, 이들 상보성-결정 영역은 각각 "CDR1", "CDR2" 및 "CDR3"으로 표시된다.  CDR은

항원-항체 결합에 관여하고, CDR3은 항원-항체 결합에 특이적인 고유 영역을 포함한다.  따라서, 항원-결합 부

위는 중쇄 및 경쇄 V 영역 각각으로부터의 CDR 영역을 포함하는 6개의 CDR을 포함할 수 있다.
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본원에 사용된 바와 같이, "보존적 치환"은 1개 이상의 아미노산을 해당 폴리펩티드의 생물학적 또는 생화학적[0029]

기능의 손실을 야기하지 않는 유사한 생화학적 특성을 갖는 아미노산으로 치환하는 것을 포함하는 폴리펩티드의

변형을 지칭한다.  "보존적 아미노산 치환"은 아미노산 잔기를 유사한 측쇄를 갖는 아미노산 잔기로 대체시키는

치환이다.  유사한 측쇄를 갖는 아미노산 잔기 패밀리는 당업계에 규정되어 있다.  이들 패밀리는 염기성 측쇄

를 갖는 아미노산 (예를 들어, 리신, 아르기닌, 히스티딘), 산성 측쇄를 갖는 아미노산 (예를 들어, 아스파르트

산, 글루탐산), 비하전된 극성 측쇄를 갖는 아미노산 (예를 들어, 글리신, 아스파라긴, 글루타민, 세린, 트레오

닌, 티로신, 시스테인), 비극성 측쇄를 갖는 아미노산 (예를 들어, 알라닌, 발린, 류신, 이소류신, 프롤린, 페

닐알라닌, 메티오닌, 트립토판), 베타-분지형 측쇄를 갖는 아미노산 (예를 들어, 트레오닌, 발린, 이소류신) 및

방향족 측쇄를 갖는 아미노산 (예를 들어, 티로신, 페닐알라닌, 트립토판, 히스티딘)을 포함한다.  본 발명의

항체가 보존적 아미노산 치환을 갖고 여전히 활성을 보유할 수 있음이 예상된다.

핵산 및 폴리펩티드의 경우, 용어 "실질적 상동성"은 2개의 핵산 또는 2개의 폴리펩티드 또는 이들의 지정된 서[0030]

열이 최적으로 정렬 및 비교되는 경우에 적절한 뉴클레오티드 또는 아미노산 삽입 또는 결실을 가지면 뉴클레오

티드 또는 아미노산의 적어도 약 80%, 통상적으로는 뉴클레오티드 또는 아미노산의 적어도 약 85%, 바람직하게

는 약 90%, 91%, 92%, 93%, 94% 또는 95%, 보다 바람직하게는 적어도 약 96%, 97%, 98%, 99%, 99.1%, 99.2%,

99.3%, 99.4%, 또는 99.5%에서 동일한 것을 나타낸다.  대안적으로, 절편이 선택적인 혼성화 조건 하에 그 가닥

의 상보체와 혼성화되는 경우, 핵산에 대한 실질적 상동성이 존재한다.  본 발명은 본원에서 언급된 특정 핵산

서열 및 아미노산 서열에 대해 실질적 상동성을 갖는 핵산 서열 및 폴리펩티드 서열을 포함한다.

2개의 서열 사이의 동일성 퍼센트는 그 서열들이 공유하는 동일한 위치의 수에 관한 함수 (즉, 상동성 % = 동일[0031]

한 위치의 #/위치의 총 # x 100)로서, 2개의 서열의 최적 정렬을 위해 도입될 필요가 있는 갭의 수 및 각각의

갭의 길이를 고려한다.  2개의 서열 사이의 서열 비교 및 동일성 퍼센트의 결정은 수학적 알고리즘, 예컨대 (이

에  제한되지  않음)  벡터NTI(VectorNTI)
TM
의  얼라인엑스(AlignX)

TM
 모듈  (인비트로젠  코포레이션(Invitrogen

Corp.), 캘리포니아주 칼스배드)을 이용하여 달성될 수 있다.  얼라인엑스
TM
의 경우, 다중 정렬의 디폴트 파라미

터는 다음과 같다: 갭 개방 패널티: 10; 갭 연장 패널티: 0.05; 갭 분리 패널티 범위: 8; 정렬 지연에 대한 동

일성  퍼센트:  40.   (추가의  상세한  내용은  하기에서  찾아볼  수  있다:

http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/LINNEA-Online-Guides/LINNEA-Communities/Vector-NTI-

Community/Sequence-analysis-and-data-management-software-for-PCs/AlignX-Module-for-Vector-NTI-

Advance.reg.us.html).

쿼리 서열 (본 발명의 서열) 및 대상 서열 사이의 최상의 전반적인 매치를 결정하는 또 다른 방법은 글로벌 서[0032]

열 정렬이라고도 지칭되며, 히긴스(Higgins) 등의 알고리즘 (문헌 [Computer Applications in the Biosciences

(CABIOS),  1992,  8(2):  189-191])을  기반으로  하는  CLUSTALW  컴퓨터  프로그램  (문헌  [Thompson  et  al.,

Nucleic Acids Research, 1994, 2(22): 4673-4680])을 이용하여 결정할 수 있다.  서열 정렬시에 쿼리 및 대상

서열은 둘 다 DNA 서열이다.  상기 글로벌 서열 정렬의 결과는 동일성 퍼센트로 나타낸다.  쌍 형성 정렬을 통

한 동일성 퍼센트 계산을 위해서 DNA 서열의 CLUSTALW 정렬에 사용되는 바람직한 파라미터는 다음과 같다: 매트

릭스 = IUB, k-튜플 = 1, 탑 디아고날(Top Diagonal)의 수 = 5, 갭 패널티 = 3, 갭 개방 패널티 = 10, 갭 연장

패널티 = 0.1.  다중 정렬의 경우, 하기 CLUSTALW 파라미터가 바람직하다: 갭 개방 패널티 = 10, 갭 연장 파라

미터 = 0.05, 갭 분리 패널티 범위 = 8, 정렬 지연에 대한 동일성 % = 40.

핵산은 온전한 세포 중에, 세포 용해물 중에, 또는 부분적으로 정제되거나 실질적으로 순수한 형태로 존재할 수[0033]

있다.  핵산은 천연 환경에서는 통상적으로 결합된 다른 세포 성분을 정제해 낸 경우에 "단리된" 또는 "실질적

으로 순수"해진 것이다.  핵산을 단리하기 위해, 하기와 같은 표준 기술을 이용할 수 있다: 알칼리/SDS 처리,

CsCl 밴딩, 칼럼 크로마토그래피, 아가로스 겔 전기영동 및 당업계 공지의 기타 기술.

고 친화도 및 기능적 활성을 위해 최적화된 모노클로날 항체 [0034]

여러 항-TFPI 항체가 이전 연구에서 확인되었고, 2009년 8월 4일에 출원된 PCT 출원 번호 PCT/US2009/052702[0035]

(모든 목적을 위해 본원에 참고로 포함됨)에 기재되었다.  이러한 항-TFPI 항체는 예를 들어 TFPI에 대한 그의

친화도 및 차단 활성을 개선시킴으로써 추가로 최적화될 수 있다.  이러한 최적화는 예를 들어 상보성 결정 영

역 (CDR) 또는 항체의 CDR과 매우 근접한 잔기, 즉 CDR과 인접한 약 3 또는 4개의 잔기의 부위 포화 돌연변이유

발을 이용함으로써 수행할 수 있다.

또한, TFPI에 대해 증가된 또는 높은 친화도를 갖는 모노클로날 항체가 제공된다.  일부 실시양태에서, 항-TFPI[0036]
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 또는 그 초과, 예를 들어 10
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M
-1
까지 또는 그 초과의 결합 친화도를 갖는다.

2개의 항-TFPI 모 항체 (본원에서 2A8 및 4B7로 지정됨)의 CDR 내의 및 이에 인접한 부위 포화 돌연변이유발을[0037]

이용하여  친화도  및  기능적  활성에  대해  항체를  최적화시켰다.   또한,  동일한  최적화를  이전에

PCT/US2009/052702에 기재된 임의의 항체에 대해 수행할 수 있을 것으로 고려된다.

일부 실시양태에서, CDR의 부위 포화 돌연변이유발을 항-TFPI 항체에 대해 수행할 수 있다.  2A8의 경우, 서열[0038]

1에  제시된  중쇄의  CDR은  잔기  FTFRSYGMS  (잔기  27  내지  35),  SIRGSSSSTYYADSVKG  (잔기  50  내지  66)  및

KYRYWFDY (잔기 99 내지 106)에 해당한다.  서열 2에 제시된 2A8 경쇄의 경우, CDR은 잔기 SGDNLRNYYAH (잔기

23 내지 33), YYDNNRPS (잔기 48 내지 55) 및 QSWDDGVPV (잔기 88 내지 96)에 해당한다.  4B7의 경우, 서열 3

에 제시된 중쇄의 CDR은 잔기 DSVSSNSAAWS  (잔기 27  내지 37),  IIYKRSKWYNDYAVSVKS  (잔기 52  내지 70)  및

WHSDKHWGFDY  (잔기  102  내지  112)에  해당한다.   서열  4에  제시된 4B7  경쇄의 경우,  CDR은  서열 4의  잔기

RSSQSLVFSDGNTYLN (잔기 24 내지 39), KGSNRAS (잔기 55 내지 61) 및 QQYDSYPLT (잔기 94 내지 102)에 해당한

다.   변형은 6개의 CDR  중 어느 하나에서 개별적으로 만들어질 수 있거나 또는 변형이 조합이 만들어질 수

있다.  또한, 2개 이상의 변형이 단일 CDR에서 만들어질 수 있다.  다른 실시양태에서, 변형은 또한 CDR과 매우

근접한 부위에, 예를 들어 각각의 CDR의 어느 한 측면 상의 약 3 또는 4개의 잔기에 도입될 수 있다.

간략하게, 단일 및/또는 다중 아미노산 변형은 모 항체 2A8 및 4B7의 최적화 (예를 들어, 친화도 개선)를 위해[0039]

도입 및 분석되었다.  첫째로, 단일 아미노산 변형을 6개의 CDR 내로 또는 각각의 항체의 CDR에 인접한 부위에

도입한 후에 TFPI-결합 특성을 분석하였다.  TFPI에 대한 결합 신호를 증가시키는 변형을 하나 이상의 다른 변

형과의 조합을 위해 선택하고, 결합 신호의 추가의 증가에 대해 분석하였다.  각각의 분석 후에, 선택된 항체

변이체를 사용하여 TFPI에 대한 이들의 친화도 및 TFPI 활성의 차단 및 응고 시간의 단축에서의 활성을 측정하

였다.  따라서, 일부 실시양태에서, 변형되지 않은 모 항체와 비교하여 TFPI에 대해 증가된 친화도를 갖는, 인

간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체가 제공된다.  또한, 일부 실시양태에서, 변형되

지 않은 모 항체와 비교하여 TFPI의 증가된 차단 활성을 갖는, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된

모노클로날 항체가 제공된다.   일부  실시양태에서,  변형되지 않은 모  항체와 비교하여 단축된 응고 시간을

갖는, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체가 제공된다.

일부 실시양태에서, 추가의 아미노산 변형은 배선 서열로부터의 다양성을 감소시키기 위해 도입되었다.  다른[0040]

실시양태에서, 아미노산 변형은 큰 규모의 생산 공정을 위한 항체 생산을 용이하게 하기 위해 도입되었다.

항체는 종 특이적일 수 있거나, 다중 종과 교차 반응할 수 있다.  일부 실시양태에서, 항체는 특히 인간, 마우[0041]

스, 래트, 토끼, 기니아 피그, 원숭이, 돼지, 개, 고양이 또는 다른 포유동물 종의 TFPI와 특이적으로 반응하거

나 교차 반응할 수 있다.

항체는 다양한 클래스의 항체, 예컨대 (이에 제한되지 않음) IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1, IgA2, 분비[0042]

성 IgA, IgD 및 IgE 항체 중 임의의 것일 수 있다.

한 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 대한 단리된 완전 인간 모노클로날 항체가 제공된다.[0043]

또 다른 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제의 쿠니츠 도메인 2에 대한 단리된 완전 인간 모노클로날 항[0044]

체가 제공된다.

2A8 변이체[0045]

따라서, 일부 실시양태에서, 서열 1에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄를 포함하며, 여기서 상기 아미노[0046]

산 서열은 하나 이상의 아미노산 변형을 포함하는 것인, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클

로날 항체가 제공된다.  일부 실시양태에서, 2A8의 중쇄의 변형은 치환, 삽입 또는 결실이다.

일부 실시양태에서, 치환은 2A8의 중쇄의 CDR 내에 위치한다.  다른 실시양태에서, 치환은 2A8의 중쇄의 CDR 외[0047]

부에 위치한다.

일부 실시양태에서, 2A8의 중쇄의 치환은 S31, G33, S35, I51, S54, S55, K99 및 F104로부터 선택된 위치에 존[0048]

재한다.  일부 실시양태에서, 2A8의 중쇄의 치환은 또한 Q1, R30, M34, S50, R52 및 S56으로부터 선택된 위치를

포함할 수 있다.  예를 들어, 치환은 Q1E, R30S, S31P, S31V, G33A, G33K, G33P, M34I, M34K, S35L, S35D,

S50A, I51D, I51E, R52S, S54F, S54D, S55A, S55G, S55R, S56G, K99V, K99L 및 F104Y로부터 선택될 수 있다.
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또한, 일부 실시양태에서, 항체는 Q1E, R30S, S31P, S31V, G33A, G33K, G33P, M34I, M34K,S35L, S35D, S50A,

I51D, I51E, R52S, S54F, S54D, S55A, S55G, S55R, S56G, K99V, K99L 및 F104Y로부터 선택된 2개 이상의 치환

을 포함할 수 있다.

일부 실시양태에서, 2A8의 중쇄는 서열 1과 관련하여 하기 치환을 갖는다: [0049]

[0050]

일부 실시양태에서, 2A8의 중쇄는 서열 1과 관련하여 하기 치환을 갖는다:[0051]

[0052]

일부 실시양태에서, 2A8의 중쇄는 하나 이상의 결실을 갖는다.  일부 실시양태에서, 결실은 2A8의 중쇄의 CDR[0053]

내에 위치한다.  다른 실시양태에서, 결실은 2A8의 중쇄의 CDR 외부에 위치한다.  일부 실시양태에서, 예를 들

어, 결실은 I51, S56 및 S57로부터 선택된 위치에 존재한다.

서열 2에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함하며, 여기서 상기 아미노산 서열은 하나 이상의 아미노[0054]

산 변형을 포함하는 것인, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체가 또한 제공된다.

일부 실시양태에서, 변형은 치환, 삽입 또는 결실이다.

일부 실시양태에서, 치환은 2A8의 경쇄의 CDR 내에 위치한다.  다른 실시양태에서, 치환은 2A8의 경쇄의 CDR 외[0055]

부에 위치한다.

일부 실시양태에서, 2A8의 경쇄의 치환은 A32, Y48, N51, N52, P54, D91, D92 및 V96으로부터 선택된 위치에[0056]

존재한다.  일부 실시양태에서, 2A8의 경쇄의 치환은 또한 D1, I2, A13, S21, N26, R28, N29, H33, Y49, G56,

E80, S89, G93, V94 및 P95로부터 선택된 위치를 포함할 수 있다.  예를 들어, 치환은 D1S, I2Y, A13S, S21T,

N26A, R28P, N29K, A32N, H33Y, Y48F, Y49R, N51S, N51V, N52G, P54L,G56D, E80M, S89A, D91L, D91R, D91W,

D91K, D92S, D92T, G93S, V94T, P95V, P95A, V96G, V96M 및 V96W로부터 선택될 수 있다.  또한, 일부 실시양태

에서, 항체는 D1S, I2Y, A13S, S21T, N26A, R28P, N29K, A32N, H33Y, Y48F, Y49R, N51S, N51V, N52G, P54L,

G56D, E80M, S89A, D91L, D91R, D91W, D91K, D92S, D92T, G93S, V94T, P95V, P95A, V96G, V96M 및 V96W로부터

선택된 2개 이상의 치환을 포함할 수 있다.
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일부 실시양태에서, 2A8의 경쇄는 서열 2와 관련하여 하기 치환을 갖는다:[0057]

[0058]

일부 실시양태에서, 2A8의 경쇄는 서열 2와 관련하여 하기 치환을 갖는다:[0059]

[0060]

a) 서열 1에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 (여기서, 상기 중쇄 아미노산 서열은 하나 이상의 아미노산[0061]

변형을 포함함); 및 b) 서열 2에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄 (여기서, 상기 경쇄 아미노산 서열은

하나 이상의 아미노산 변형을 포함함)를 포함하는, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날

항체가 또한 제공된다.  만들어질 수 있는 변형의 예는 상기에 제공된다.

일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체는 서열 5, 6, 7, 8, 9, 10[0062]

및 11로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄를 포함한다.

일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체는 서열 12, 13, 14, 15,[0063]

16, 17 및 18로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다.

일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체는 a) 서열 5, 6, 7, 8, 9,[0064]

10 및 11로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 12, 13, 14, 15, 16, 17 및 18로부터 선택

된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는

단리된 모노클로날 항체는 a) 서열 5에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 12에 제시된 아미노

산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모

노클로날 항체는 a) 서열 6에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 13에 제시된 아미노산 서열을

포함하는 경쇄를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항

체는 a) 서열 7에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 14에 제시된 아미노산 서열을 포함하는

경쇄를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체는 a)

서열 8에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 15에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포

함한다.  일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체는 a) 서열 9에

제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 16에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다.

일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체는 a) 서열 10에 제시된 아
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미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 17에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다.  일부 실시

양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체는 a) 서열 11에 제시된 아미노산 서

열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 18에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다.

4B7 변이체[0065]

하나 이상의 아미노산 변형을 포함하는 서열 3에 제시된 아미노산 서열을 포함하는, 인간 조직 인자 경로 억제[0066]

제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체가 또한 제공된다.  일부 실시양태에서, 4B7의 중쇄의 변형은 치환, 삽입

또는 결실이다.

일부 실시양태에서, 치환은 4B7의 중쇄의 CDR 내에 위치한다.  다른 실시양태에서, 치환은 4B7의 중쇄의 CDR 외[0067]

부에 위치한다.

일부 실시양태에서, 4B7의 중쇄의 치환은 S30, N32, S57, K58, N61, D62, H103, H107, G109 및 Y112로부터 선[0068]

택된 위치에 존재한다.  일부 실시양태에서, 4B7의 중쇄의 치환은 또한 Q1, S37, G44, I53 및 K55로부터 선택된

위치를 포함할 수 있다.  예를 들어, 치환은 Q1E, S30R, N32D, N32E, S33G, S37N, G44S, I53T, K55Y, S57K,

S57R, K58M, N61G, N61T, D62I, D62R, D62Q, D62L, D62S, D62V, D62N, D62K, H103D, H103G, H107M, G109A 및

Y112D로부터 선택될 수 있다.  또한, 일부 실시양태에서, 항체는 Q1E, S30R, N32D, N32E, S33G, S37N, G44S,

I53T,  K55Y,  S57K,  S57R,  K58M,  N61G,  N61T,  D62I,  D62R,  D62Q,  D62L,  D62S,  D62V,  D62N,  D62K,  H103D,

H103G, H107M, G109A 및 Y112D로부터 선택된 2개 이상의 치환을 포함할 수 있다.

일부 실시양태에서, 4B7의 중쇄는 서열 3과 관련하여 하기 치환을 갖는다:[0069]

[0070]

일부 실시양태에서, 4B7의 중쇄는 서열 3과 관련하여 하기 치환을 갖는다:[0071]

[0072]

또한, 하나 이상의 아미노산 변형을 포함하는 서열 4에 제시된 아미노산 서열을 포함하는, 인간 조직 인자 경로[0073]

억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체가 제공된다.  일부 실시양태에서, 4B7의 경쇄의 변형은 치환, 삽입

또는 결실로부터 선택된다.

일부 실시양태에서, 치환은 4B7의 경쇄의 CDR 내에 위치한다.  다른 실시양태에서, 치환은 4B7의 경쇄의 CDR 외[0074]

부에 위치한다.

일부 실시양태에서, 4B7의 경쇄의 치환은 F31, S32, D33, N35, Y37, Y54, G56, S57, S61 및 D97로부터 선택된[0075]

위치에 존재한다.  일부 실시양태에서, 4B7의 경쇄의 치환은 또한 M4, V30, T36, N39, L42, K44, Q50, L51,

K55,  A60  및 S98로부터 선택된 위치를 포함할 수 있다.  예를 들어, 치환은 M4I,  M4L,  V30L,  F31I,  F31M,

F31Y, F31H, S32L, S32R, S32Y, D33F, D33R, N35I, N35L, N35T, N35V, T36N, Y37F, N39D, L42Q, K44R, Q50R,

L51R, Y54F, K55L, G56D, G56A, G56V, S57Y, A60D, S61C, D97M, D97T 및 S98H로부터 선택될 수 있다.  또한,

일부 실시양태에서, 항체는 M4I, M4L, V30L, F31I, F31M, F31Y, S32L, S32R, S32Y, D33F, D33R, N35I, N35L,

N35T, N35V, T36N, Y37F, N39D, L42Q, K44R, Q50R, Y54F, K55L, G56D, G56A, G56V, S57Y, A60D, S61C, D97M,

D97T 및 S98H로부터 선택된 2개 이상의 치환을 포함할 수 있다.
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일부 실시양태에서, 4B7의 경쇄는 서열 4와 관련하여 하기 치환을 갖는다: [0076]

[0077]

일부 실시양태에서, 4B7의 경쇄는 서열 4와 관련하여 하기 치환을 갖는다:[0078]

[0079]

a) 서열 3에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 (여기서, 상기 중쇄 아미노산 서열은 하나 이상의 아미노산[0080]

변형을 포함함); 및 b) 서열 4에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄 (여기서, 상기 경쇄 아미노산 서열은

하나 이상의 아미노산 변형을 포함함)를 포함하는, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날

항체가 또한 제공된다.  만들어질 수 있는 변형의 예는 상기에 제공된다.

일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체는 서열 19, 20, 21, 22,[0081]

23, 24, 25 및 26으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄를 포함한다.

일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체는 서열 27, 28, 29, 30,[0082]

31, 32, 33 및 34로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다.

일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체는 a) 서열 19, 20, 21,[0083]

22, 23, 24, 25 및 26으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 27, 28, 29, 30, 31, 32,

33 및 34로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로
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억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체는 a) 서열 19에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열

27에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에

결합하는 단리된 모노클로날 항체는 a) 서열 20에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 28에 제

시된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는

단리된 모노클로날 항체는 a) 서열 21에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 29에 제시된 아미

노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된

모노클로날 항체는 a) 서열 22에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 30에 제시된 아미노산 서

열을 포함하는 경쇄를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로

날 항체는 a) 서열 23에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 31에 제시된 아미노산 서열을 포함

하는 경쇄를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체는

a) 서열 24에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 32에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄

를 포함한다.  일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체는 a) 서열

25에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 33에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한

다.  일부 실시양태에서, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체는 a) 서열 26에 제시

된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 34에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다.

2A8/4B7 변이체 조합[0084]

또한, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체가 2A8 및 4B7의 중쇄 및 경쇄의 조합을[0085]

포함할 수 있을 것으로 고려된다.

따라서, a) 서열 1에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 2A8의 중쇄 (여기서, 상기 중쇄 아미노산 서열은 하나[0086]

이상의 아미노산 변형을 포함함); 및 b) 서열 4에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 4B7의 경쇄 (여기서, 상기

경쇄 아미노산 서열은 하나 이상의 아미노산 변형을 포함함)를 포함하는, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하

는 단리된 모노클로날 항체가 제공된다.  만들어질 수 있는 변형의 예는 상기에 제공된다.

a) 서열 3에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 4B7의 중쇄 (여기서, 상기 중쇄 아미노산 서열은 하나 이상의 아[0087]

미노산 변형을 포함함); 및 b) 서열 2에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 2A8의 경쇄 (여기서, 상기 경쇄 아미

노산 서열은 하나 이상의 아미노산 변형을 포함함)를 포함하는, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 단리된

모노클로날 항체가 또한 제공된다.  만들어질 수 있는 변형의 예는 상기에 제공된다.

일부 실시양태에서, a) 서열 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 및 26으로 이루어진 군으로[0088]

부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄; 및 b) 서열 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 27, 28, 29, 30, 31,

32, 33 및 34로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함하는, 인간 조직 인자 경로

억제제에 결합하는 단리된 모노클로날 항체가 제공된다.

핵산, 벡터 및 숙주 세포[0089]

또한, 상기 기재된 임의의 모노클로날 항체를 코딩하는 단리된 핵산 분자가 제공된다.[0090]

따라서, 서열 1에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄를 포함하며, 여기서 상기 중쇄 아미노산 서열은 하나[0091]

이상의 아미노산 변형을 포함하는 것인, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 항체를 코딩하는 단리된 핵산

분자가 제공된다.  이러한 변형의 예는 상기 기재된다.

서열 2에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함하며, 여기서 상기 경쇄 아미노산 서열은 하나 이상의[0092]

아미노산 변형을 포함하는 것인, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 항체를 코딩하는 단리된 핵산 분자가

또한 제공된다.  이러한 변형의 예는 상기 기재된다.

서열 3에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄를 포함하며, 여기서 상기 중쇄 아미노산 서열은 하나 이상의[0093]

아미노산 변형을 포함하는 것인, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 항체를 코딩하는 단리된 핵산 분자가

또한 제공된다.  이러한 변형의 예는 상기 기재된다.

서열 4에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함하며, 여기서 상기 경쇄 아미노산 서열은 하나 이상의[0094]

아미노산 변형을 포함하는 것인, 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는 항체를 코딩하는 단리된 핵산 분자가

또한 제공된다.  이러한 변형의 예는 상기 기재된다.

또한, 상기 기재된 임의의 모노클로날 항체를 코딩하는 단리된 핵산 분자를 포함하는 벡터 및 이러한 벡터를 포[0095]
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함하는 숙주 세포도 제공된다.

TFPI에 대한 항체의 제조 방법[0096]

모노클로날 항체는 숙주 세포에서 본 발명의 실시양태에 따른 모노클로날 항체의 가변 영역을 코딩하는 뉴클레[0097]

오티드 서열을 발현시켜 재조합 방식으로 생산될 수 있다.  뉴클레오티드 서열을 함유하는 핵산은 발현 벡터의

도움을 받아 이러한 생산에 적합한 숙주 세포로 형질감염되고 발현될 수 있다.  따라서, 또한

(a) 본 발명의 모노클로날 항체를 코딩하는 핵산 분자를 숙주 세포에 형질감염시키는 것,[0098]

(b) 숙주 세포에서 모노클로날 항체가 발현되도록 숙주 세포를 배양하는 것, 및 임의로[0099]

(c) 생산된 모노클로날 항체를 단리 및 정제하는 것을 포함하며, 여기서 핵산 분자는 본 발명의 모노클로날 항[0100]

체를 코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것인, 

인간 TFPI에 결합하는 모노클로날 항체의 생산 방법이 제공된다.[0101]

한 예에서, 항체 또는 그의 항체 단편을 발현시키기 위해, 표준 분자 생물학 기술로 수득된, 부분 또는 전장 경[0102]

쇄 및 중쇄를 코딩하는 DNA를 발현 벡터 내로 삽입하여 상기 유전자가 전사 및 번역 제어 서열에 작동가능하게

연결되게 한다.  이와 관련하여, 용어 "작동가능하게 연결된"은 벡터 내의 전사 및 번역 제어 서열이 항체 유전

자의 전사 및 번역을 조절하는 이들의 의도된 기능을 수행하도록, 항체 유전자가 벡터 내로 라이게이션되는 것

을 의미한다.  발현 벡터 및 발현 제어 서열은 사용된 발현 숙주 세포와 상용가능한 것을 선택한다.  항체 경쇄

유전자 및 항체 중쇄 유전자를 별도의 벡터 내로 삽입할 수도 있고, 또는 보다 전형적으로는 이들 유전자 둘 다

를 동일 발현 벡터 내로 삽입한다.  항체 유전자를 표준 방법 (예를 들어, 항체 유전자 단편 및 벡터 상의 상보

적 제한 부위의 라이게이션, 또는 제한 부위가 존재하지 않는 경우에는 평활 말단 라이게이션)에 의해 발현 벡

터 내로 삽입한다.  본원에 기재된 항체의 경쇄 및 중쇄 가변 영역을 사용하여, 이들을 바람직한 이소형의 중쇄

불변 및 경쇄 불변 영역을 이미 코딩하는 발현 벡터로 삽입하여 VH 절편이 벡터 내 CH 절편(들)에 작동가능하게

연결되게 하고 VL 절편이 벡터 내 CL 절편에 작동가능하게 연결되게 함으로써 임의의 항체 이소형의 전장 항체

유전자를 생성할 수 있다.  추가로 또는 대안적으로, 재조합 발현 벡터는 숙주 세포로부터의 항체 쇄 분비를 용

이하게 하는 신호 펩티드를 코딩할 수 있다.  항체 쇄 유전자를 벡터 내로 클로닝하여 신호 펩티드가 항체 쇄

유전자의 아미노 말단에 인 프레임 연결되도록 할 수 있다.  신호 펩티드는 이뮤노글로불린 신호 펩티드 또는

이종 신호 펩티드 (즉, 비-이뮤노글로불린 단백질로부터의 신호 펩티드)일 수 있다.

항체 쇄 코딩 유전자 뿐만 아니라, 본 발명의 재조합 발현 벡터는 숙주 세포에서의 항체 쇄 유전자의 발현을 제[0103]

어하는 조절 서열을 보유한다.  용어 "조절 서열"은 항체 쇄 유전자의 전사 또는 번역을 제어하는 프로모터, 인

핸서 및 기타 발현 제어 요소 (예를 들어, 폴리아데닐화 신호)를 포함하는 것으로 의도된다.  이러한 조절 서열

은 예를 들어 문헌 [Goeddel; Gene Expression Technology. Methods in Enzymology 185, Academic Press, San

Diego, Calif. (1990)]에 기재되어 있다.  당업자는 조절 서열의 선택을 비롯한 발현 벡터의 설계가 형질전환될

숙주 세포의 선택, 바람직한 단백질의 발현 수준 등과 같은 요인에 따라 달라질 수 있음을 인지할 것이다.  포

유동물 숙주 세포 발현을 위한 조절 서열의 예는 포유동물 세포에서의 높은 수준의 단백질 발현을 지시하는 바

이러스 요소, 예컨대 시토메갈로바이러스 (CMV), 원숭이 바이러스 40 (SV40), 아데노바이러스 (예를 들어, 아데

노바이러스 주요 후기 프로모터 (AdMLP)) 및 폴리오마로부터 유래된 프로모터 및/또는 인핸서를 포함한다.  대

안적으로, 비바이러스 조절 서열, 예컨대 유비퀴틴 프로모터 또는 β-글로빈 프로모터를 사용할 수 있다.

항체 쇄 유전자 및 조절 서열 뿐만 아니라, 재조합 발현 벡터는 추가의 서열, 예를 들어 숙주 세포에서의 벡터[0104]

의 복제를 조절하는 서열 (예를 들어, 복제 기점) 및 선택 마커 유전자를 보유할 수 있다.  선택 마커 유전자는

벡터가  도입된  숙주  세포의  선택을  용이하게  한다  (예를  들어,  미국  특허  번호  4,399,216,  4,634,665  및

5,179,017 (모두 Axel et al.) 참조).  예를 들어, 전형적으로, 선택 마커 유전자는 벡터가 도입된 숙주 세포에

서 G418, 히그로마이신 또는 메토트렉세이트와 같은 약물에 대한 내성을 부여한다.  선택 마커 유전자의 예는

디히드로폴레이트 리덕타제 (DHFR) 유전자 (메토트렉세이트 선택/증폭을 이용하여 dhfr- 숙주 세포에서 사용하

기 위함) 및 neo 유전자 (G418 선택을 위함)를 포함한다.

경쇄 및 중쇄의 발현을 위해, 중쇄 및 경쇄를 코딩하는 발현 벡터(들)를 표준 기술에 의해 숙주 세포로 형질감[0105]

염시킨다.  다양한 형태의 용어 "형질감염"은 원핵 또는 진핵 숙주 세포 내로 외인성 DNA를 도입하는데 통상적

으로 이용되는 광범위하게 다양한 기술, 예를 들어 전기천공, 칼슘-포스페이트 침전, DEAE-덱스트란 형질감염

등을 포함하는 것으로 의도된다.  본 발명의 항체를 원핵 또는 진핵 숙주 세포에서 발현시키는 것이 이론상 가
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능하긴 하지만, 항체를 진핵 세포, 가장 바람직하게는 포유동물 숙주 세포에서 발현시키는 것이 가장 바람직한

데, 이는 이러한 진핵 세포, 특히 포유동물 세포가 적절하게 폴딩되고 면역학적으로 활성인 항체를 조립하고 분

비하는데 있어서 원핵 세포보다 더 적합하기 때문이다.

재조합 항체를 발현시키기 위한 포유동물 숙주 세포의 예는 차이니즈 햄스터 난소 (CHO 세포) (예를 들어 문헌[0106]

[R. J. Kaufman and P. A. Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621]에 기재된 바와 같이 DHFR 선택 마커와 함께

사용되는, 문헌 [Urlaub and Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220]에 기재된 dhfr- CHO

세포를 포함함), NSO 골수종 세포, COS 세포, HKB11 세포 및 SP2 세포를 포함한다.  항체 유전자를 코딩하는 재

조합 발현 벡터가 포유동물 숙주 세포 내로 도입되는 경우, 항체는 숙주 세포에서의 항체 발현 또는 숙주 세포

가 성장하는 배양 배지로의 항체 분비를 허용하기에 충분한 시간의 기간 동안 숙주 세포를 배양함으로써 생산된

다.  항체는 표준 단백질 정제 방법, 예컨대 한외여과, 크기 배제 크로마토그래피, 이온 교환 크로마토그래피

및 원심분리를 이용하여 배양 배지로부터 회수될 수 있다.

무손상 항체를 발현하기 위한 부분 항체 서열의 사용[0107]

항체는 주로 6개의 중쇄 및 경쇄 CDR 내에 위치한 아미노산 잔기를 통해 표적 항원과 상호작용한다.  이러한 이[0108]

유로, CDR 내의 아미노산 서열은 CDR 외부의 서열보다 개별 항체 사이에서 더 다양하다.  CDR 서열이 대부분의

항체-항원 상호작용을 담당하기 때문에, 상이한 특성을 갖는 상이한 항체로부터의 프레임워크 서열로 이식된 특

정 자연 발생 항체로부터의 CDR 서열을 포함하는 발현 벡터를 구축함으로써 특정 자연 발생 항체의 특성을 모방

하는  재조합  항체를  발현시키는  것이  가능하다  (예를  들어,  문헌  [Riechmann,  L.  et  al.,  1998,  Nature

332:323-327; Jones, P. et al., 1986, Nature 321:522-525; 및 Queen, C. et al., 1989, Proc. Natl. Acad.

Sci. U.S.A. 86:10029-10033] 참조).  이러한 프레임워크 서열은 배선 항체 유전자 서열을 포함하는 공용 DNA

데이터베이스로부터 수득될 수 있다.  이들 배선 서열은, 이들이 B 세포 성숙 동안의 V(D)J 연결에 의해 형성되

는 완전하게 조립된 가변 유전자를 포함하지 않을 것이기 때문에 성숙 항체 유전자 서열과는 상이할 것이다.

원래의 항체와 유사한 결합 특성을 갖는 무손상 재조합 항체를 재생성하기 위해서 특정 항체의 전체 DNA 서열을

수득할 필요는 없다 (WO 99/45962 참조).  전형적으로, CDR 영역에 걸쳐 있는 부분 중쇄 및 경쇄 서열이 이러한

목적에 충분하다.  부분 서열을 사용하여 재조합된 항체 가변 유전자에 기여하는 배선 가변 및 연결 유전자 절

편을 결정한다.  이어서, 배선 서열을 사용하여 가변 영역의 손실 부분을 채운다.  중쇄 및 경쇄 리더 서열은

단백질 성숙 동안에 절단되고, 최종 항체의 특성에 기여하지 않는다.  이러한 이유로, 발현 구축물을 위한 상응

하는 배선 리더 서열을 이용하는 것이 필요하다.  손실된 서열을 부가하기 위해, 클로닝된 cDNA 서열을 라이게

이션 또는 PCR 증폭에 의해 합성 올리고뉴클레오티드와 조합시킬 수 있다.  대안적으로, 전체 가변 영역은 짧고

중첩되는 올리고뉴클레오티드 세트로 합성되고 PCR 증폭으로 조합되어 전체적으로 합성 가변 영역 클론을 생성

할 수 있다.  이러한 공정은 특정한 제한 부위의 제거 또는 포함, 또는 특정한 코돈의 최적화와 같은 특정 이점

을 갖는다.

중쇄 및 경쇄 전사체의 뉴클레오티드 서열은 합성 올리고뉴클레오티드의 중첩되는 세트를 설계하여 천연 서열과[0109]

동일한 아미노산 코딩 능력을 갖는 합성 V 서열을 생성하는데 사용된다.  합성 중쇄 및 경쇄 서열은 천연 서열

과 상이할 수 있다.  예를 들어, 올리고뉴클레오티드 합성 및 PCR 증폭을 용이하게 하기 위해 반복된 뉴클레오

티드 염기의 스트링이 개재되고, 코작(Kozak) 규칙 (문헌 [Kozak, 1991, J. Biol. Chem. 266:19867-19870])에

따라 최적의 번역 개시 부위가 혼입되고, 제한 부위가 번역 개시 부위의 상류 또는 하류에서 조작된다.

중쇄 및 경쇄 가변 영역 둘 다의 경우에, 최적화된 코딩 및 상응하는 비-코딩 가닥 서열은 상응하는 비-코딩 올[0110]

리고뉴클레오티드의 중간 정도에서 30-50개 뉴클레오티드 분절로 절단된다.  따라서, 각 쇄마다 올리고뉴클레오

티드는 150-400개 뉴클레오티드의 절편에 걸쳐 있는 중첩된 이중 가닥 세트로 조립될 수 있다.  이후, 상기 풀

을 주형으로 사용하여 150-400개 뉴클레오티드의 PCR 증폭 산물을 생산한다.  전형적으로, 단일 가변 영역 올리

고뉴클레오티드 세트는, 별도로 증폭되어 2개의 중첩된 PCR 산물을 생산하는 2개의 풀로 나뉠 것이다.  이어서,

이들 중첩 산물은 PCR 증폭에 의해 조합되어 완전 가변 영역을 형성한다.  또한, PCR 증폭시에 중쇄 또는 경쇄

불변 영역의 중첩된 단편을 포함시켜서 발현 벡터 구축물로 용이하게 클로닝될 수 있는 단편을 생성하는 것이

바람직할 수 있다.

이어서, 재구축된 중쇄 및 경쇄 가변 영역을 클로닝된 프로모터, 번역 개시, 불변 영역, 3' 비번역, 폴리아데닐[0111]

화, 및 전사 종결 서열과 조합하여 발현 벡터 구축물을 형성한다.  중쇄 및 경쇄 발현 구축물을 단일 벡터 내로

조합하여 숙주 세포로 동시-형질감염시키거나 연속 형질감염시키거나 별도로 형질감염시킬 수 있고, 이어서 이

는 융합되어 쇄를 둘 다 발현하는 숙주 세포를 형성한다.
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따라서, 또 다른 측면에서, 인간 항-TFPI 항체의 구조적 특징을 사용하여 TFPI에 대한 결합 기능을 보유하는,[0112]

구조적으로 관련이 있는 인간 항-TFPI 항체를 생성한다.  보다 구체적으로, 본 발명의 모노클로날 항체의 구체

적으로 확인된 중쇄 및 경쇄 영역의 1개 이상의 CDR은 공지의 인간 프레임워크 영역 및 CDR과 재조합 방식으로

조합되어 재조합 방식으로 조작된 본 발명의 추가의 인간 항-TFPI 항체를 생성할 수 있다.

제약 조성물[0113]

또한, 치료 유효량의 항-TFPI 모노클로날 항체 및 제약상 허용되는 담체를 포함하는 제약 조성물이 제공된다.[0114]

"제약상 허용되는 담체"는 제제를 제제화하거나 또는 안정화시키는 것을 돕기 위해서 활성 성분에 추가될 수 있

는 물질이고, 환자에게 유의한 해로운 독성 효과를 야기하지 않는다.  이러한 담체의 예는 당업자에게 공지되어

있으며, 물, 당, 예컨대 말토스 또는 수크로스, 알부민, 염, 예컨대 염화나트륨 등을 포함한다.  다른 담체는

예를 들어 문헌 [Remington's Pharmaceutical Sciences by E. W. Martin]에 기재되어 있다.  이러한 조성물은

치료 유효량의 적어도 하나의 항-TFPI 모노클로날 항체를 함유할 것이다.

제약상 허용되는 담체는 멸균 수용액 또는 분산액, 및 멸균 주사가능한 용액 또는 분산액의 즉석 제조를 위한[0115]

멸균 분말을 포함한다.  제약 활성 물질을 위한 이러한 매질 및 작용제의 사용은 당업계에 공지되어 있다.  조

성물은 바람직하게는 비경구 주사용으로 제제화된다.  조성물은 용액, 마이크로에멀젼, 리포솜, 또는 높은 약물

농도에 적합한 다른 정렬된 구조로서 제제화될 수 있다.  담체는, 예를 들어 물, 에탄올, 폴리올 (예를 들어,

글리세롤, 프로필렌 글리콜 및 액체 폴리에틸렌 글리콜 등), 및 이들의 적합한 혼합물을 함유하는 용매 또는 분

산 매질일 수 있다.  일부 경우에, 조성물 중에 등장화제, 예를 들어 당, 폴리알콜, 예컨대 만니톨, 소르비톨

또는 염화나트륨을 포함시킬 것이다.

멸균 주사가능한 용액은 필요량의 활성 화합물을 필요에 따라 상기 기재된 성분들 중 하나 또는 이들의 조합물[0116]

과 함께 적절한 용매 중에 혼입시킨 후에 멸균 마이크로여과를 수행하여 제조될 수 있다.  일반적으로, 분산액

은 활성 화합물을 염기성 분산 매질 및 상기 열거된 것으로부터 요구되는 다른 성분을 함유하는 멸균 비히클 내

에 혼입시켜 제조한다.  멸균 주사가능한 용액를 제조하기 위한 멸균 분말의 경우, 일부 제조 방법은 활성 성분

및 임의의 추가의 바람직한 성분의 분말을 이것의 미리 멸균-여과시킨 용액으로부터 생성하는 진공 건조 및 냉

동-건조 (동결건조)이다.

제약 용도[0117]

모노클로날 항체는 응고에서의 유전적 및 후천적 결핍 또는 결함을 치료하기 위한 치료 목적으로 사용될 수 있[0118]

다.  예를 들어, 상기 기재된 실시양태에서의 모노클로날 항체는 TFPI와 FXa의 상호작용을 차단하거나 TF/FVIIa

활성의 TFPI-의존성 억제를 방지하는데 사용될 수 있다.  추가로, 모노클로날 항체는 또한 TF/FVIIa-구동된 FXa

의 생성을 복원시켜서 FXa의 FVIII- 또는 FIX-의존성 증폭의 부족을 우회시키는데 사용될 수도 있다.

모노클로날 항체는 지혈 장애, 예컨대 혈소판감소증, 혈소판 장애 및 출혈 장애 (예를 들어, 혈우병 A, 혈우병[0119]

B 및 혈우병 C)의 치료에서 치료 용도를 갖는다.  이러한 장애는 치료 유효량의 항-TFPI 모노클로날 항체를 이

러한 장애의 치료가 필요한 환자에게 투여함으로써 치료될 수 있다.  모노클로날 항체는 또한 외상 및 출혈성

뇌졸중과 같은 적응증에서의 제어되지 않는 출혈의 치료에서 치료 용도를 갖는다.  따라서, 또한, 치료 유효량

의 본 발명의 항-TFPI 모노클로날 항체를 출혈 시간의 단축을 필요로 하는 환자에게 투여하는 것을 포함하는,

출혈 시간을 단축시키는 방법이 제공된다.

항체는 지혈 장애를 해결하기 위해 단일요법으로서 또는 다른 요법과 조합되어 사용될 수 있다.  예를 들어, 본[0120]

발명의 하나 이상의 항체와 응고 인자, 예컨대 인자 VIIa, 인자 VIII 또는 인자 IX의 공동 투여는 혈우병 치료

에 유용하다고 여겨진다.  한 실시양태에서, (a) 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는, 제1 양의 모노클로날

항체, 및 (b) 제2 양의 인자 VIII 또는 인자 IX를 투여하는 것을 포함하며, 여기서 상기 제1 및 제2 양은 함께

응고에서의 유전적 및 후천적 결핍 또는 결함의 치료에 효과적인 것인, 응고에서의 유전적 및 후천적 결핍 또는

결함을 치료하는 방법이 제공된다.  또 다른 실시양태에서, (a) 인간 조직 인자 경로 억제제에 결합하는, 제1

양의 모노클로날 항체, 및 (b) 제2 양의 인자 VIII 또는 인자 IX를 투여하는 것을 포함하며, 여기서 상기 제1

및 제2 양은 함께 응고에서의 유전적 및 후천적 결핍 또는 결함의 치료에 효과적이고, 추가로 여기서 인자 VII

는 공동 투여되지 않는 것인, 응고에서의 유전적 및 후천적 결핍 또는 결함을 치료하는 방법이 제공된다.  본

발명은 또한 본 발명의 모노클로날 항체 및 인자 VIII 또는 인자 IX의 조합물의 치료 유효량을 포함하고 인자

VII는 함유하지 않는 제약 조성물을 포함한다.  "인자 VII"는 인자 VII 및 인자 VIIa를 포함한다.  이러한 조합

요법은 응고 인자의 필요한 주입 빈도를 감소시킬 수 있다.  공동-투여 또는 조합 요법은, 각각 별도로 제제화
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되거나 하나의 조성물 중에 함께 제제화된 2종의 치료 약물의 투여를 의미하고, 별도로 제제화된 경우에는 대략

동일한 시간에 또는 상이한 시간이지만 동일한 치료 기간에 걸쳐서 투여된다.

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 하나 이상의 항체는 지혈 장애를 다루기 위해 조합되어 사용될 수 있다.  예[0121]

를 들어, 본원에 기재된 항체 중 2개 이상의 공동-투여는 혈우병 또는 다른 지혈 장애를 치료하기에 유용한 것

으로 여겨진다.

제약 조성물은 혈우병 A 또는 B에 걸린 대상체에게 출혈 에피소드의 중증도에 따라 달라질 수 있거나 예방 요법[0122]

의 경우에는 환자의 응고 결핍의 중증도에 따라 달라질 수 있는 투여량 및 빈도로 비경구 투여될 수 있다.

조성물은 볼루스로서 또는 연속 주입에 의해 필요한 환자에게 투여될 수 있다.  예를 들어, Fab 단편으로 제시[0123]

되는 본 발명의 항체의 볼루스 투여는 0.0025 내지 100 mg/kg 체중, 0.025 내지 0.25 mg/kg, 0.010 내지 0.10

mg/kg 또는 0.10 내지 0.50 mg/kg의 양일 수 있다.  연속 주입의 경우, Fab 단편으로 제시되는 본 발명의 항체

는 0.001 내지 100 mg/kg 체중/분, 0.0125 내지 1.25 mg/kg/분, 0.010 내지 0.75 mg/kg/분, 0.010 내지 1.0

mg/kg/분 또는 0.10 내지 0.50 mg/kg/분으로 1-24시간, 1-12시간, 2-12시간, 6-12시간, 2-8시간, 또는 1-2시간

의 기간 동안 투여될 수 있다.  전장 항체 (완전 불변 영역을 가짐)로 제시되는 본 발명의 항체를 투여하는 경

우, 투여량은 약 1-10 mg/kg 체중, 2-8 mg/kg, 또는 5-6 mg/kg일 수 있다.  이러한 전장 항체는 전형적으로 30

분 내지 3시간의 기간 동안 지속되는 주입을 통해 투여된다.  투여 빈도는 상태의 중증도에 따라 달라진다.  빈

도는 1주마다 3회 내지 2주 내지 6개월마다 1회의 범위일 수 있다.

추가로, 조성물은 피하 주사를 통해 환자에게 투여될 수 있다.  예를 들어, 10 내지 100 mg 용량의 항-TFPI 항[0124]

체가 매주, 격주 또는 매달 피하 주사를 통해 환자에게 투여될 수 있다.

본원에 사용된 바와 같이, "치료 유효량"은 생체내 응고 시간을 효과적으로 증가시키거나 또는 필요한 환자에게[0125]

생체내 측정가능한 이점을 야기하는데 요구되는, 항-TFPI 모노클로날 항체 또는 이러한 항체 및 인자 VIII 또는

인자 IX의 조합물의 양을 의미한다.  정확한 양은 치료 조성물의 성분 및 물리적 특성, 의도된 환자 집단, 개별

환자의 고려사항 등을 포함하나 이에 제한되지 않는 수많은 요인에 따라 달라질 것이고 당업자가 용이하게 결정

할 수 있다.

실시예[0126]

실시예 1.  클로닝, 발현 및 항체 발현 수준의 정량화[0127]

중쇄의  C-말단에  c-myc-태그  및  헥사-히스티딘 태그를 보유하는 야생형 Fab  2A8  및  4B7의  중쇄  및  경쇄를[0128]

pET28a  박테리아 발현 벡터 (노바젠(Novagen)/머크 케미칼스 리미티드(Merck  Chemicals  Ltd.),  영국 노팅엄)

내로 서브클로닝하고, Top10F' 세포 (인비트로젠 게엠베하(Invitrogen GmbH), 독일 카를스루에) 내로 형질전환

시켰다.  대안적으로, 다른 박테리아 발현 벡터 (예를 들어, pQE 벡터 시스템, 퀴아젠 게엠베하(Qiagen GmbH),

독일 힐덴) 및 균주 (예를 들어, DH5α, 인비트로젠 게엠베하, 독일 카를스루에)를 사용할 수 있다.  표준 올리

고-기반 부위-지정 돌연변이유발에 의해 변이체를 생성하고, DNA 서열분석에 의해 확인하였다.  특히, 상보성

결정 영역 내의 또는 주변의 아미노산 잔기가 중쇄 및/또는 경쇄 내에서 변형되었다.

야생형 또는 돌연변이체 항체를 경쟁자로 사용할 수 있도록 하기 위해, 중쇄의 C-말단에 위치한 에피토프-태그[0129]

는 표준 PCR-기반 기술을 이용하여 제거 또는 대체하였다.  특히, 4B7의 경우에 c-myc-태그를 분석되는 모든 변

이체에 대해 헤마글루티닌 (HA) 에피토프 태그로 교환하였다.  대조적으로, 경쟁자로 사용되는 4B7 야생형 또는

변이체는 c-myc-태그를 보유하였다.  2A8의 경우에, c-myc-에피토프 태그를 HA-태그에 의해 대체하거나 또는 결

실시켜, 그의 C-말단에서 오직 6x 히스티딘 에피토프 태그를 디스플레이하는 변이체를 생성하였다.

발현을 위해, 변이체를 BL21starDE3 에스케리키아 콜라이(Escherichia coli) 균주 (인비트로젠, C6010-03) 내[0130]

로 형질전환시키고, 카나마이신 (30 ㎍/ml)을 함유하는 LB 배지에서 밤샘 배양물 내로 접종하고, 37℃에서 18시

간 동안 인큐베이션하였다.  밤샘 배양물을 카나마이신 (30 ㎍/ml)이 함유된 새로운 LB 배지 내로 1:20으로 접

종함으로써 발현 배양물을 생성하였다.  6시간 후, 1 mM 이소프로필-b-D-1-티오갈락토피라노시드 (로쓰(Roth),

2316.5)를 첨가하여 항체 발현을 유도하고, 배양물을 추가의 18시간 동안 30℃에서 인큐베이션하였다.  대안적

으로, 밤샘 배양물을 자가유도 배지 밤샘 발현 TB 배지 (머크, 71491) 내로 1:20으로 접종하고, 24시간 동안 30

℃에서 인큐베이션하였다.

발현 수준의 정량화을 위해, ELISA 접근법을 사용하였다.  간략하게, MTP 플레이트 (눈크 맥시소르프 블랙(Nunc[0131]

maxisorp black), 460518)를 코팅 완충제 (칸도르 바이오사이언스 게엠베하(Candor Bioscience GmbH), 12150
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0)에서 희석된 Fab-특이적 항체 (시그마(Sigma), I5260)와 4℃에서 밤새 인큐베이션하고, PBST (포스페이트 완

충 염수: 137mM NaCl, 머크 1.06404.5000; 2.7mM KCl, 머크 1.04936.1000; 10mM Na2HPO4, 머크 1.06586.2500,

1.8mM KH2PO4, 머크 1.04871.5000; 0.05% 트윈 20 아크로스 오가닉스(Acros Organics), 233360010 함유)로 세척

하고, PBST 중 2% 우유로 실온에서 1시간 동안 차단하고, 다시 세척하였다.  배양물을 PBS에서 0.25% 탈지유

(플루카 어낼리티컬(Fluka analytical), 70166)에 희석하고 실온에서 1시간 동안 MTP 플레이트에 결합시켰다.

PBST로 세척한 후에, 포획된 항체를 HRP-커플링된 항-Fab 항체 (시그마, A0293)와 인큐베이션하고, 플레이트를

10 μM 암플렉스 레드(amplex red) 기질 (인비트로젠, A12222)과 어두운 곳에서 10 내지 30분 동안 실온에서 인

큐베이션한 후 형광 측정에 의해 검출하였다.  발현 수준은 야생형 정제된 항체 (2A8 또는 4B7)와 관련하여 농

도를 결정한 후 정규화하였다.

실시예 2.  생성된 항체 변이체의 활성 및 종간 교차 반응성의 결정[0132]

인간 또는 마우스 TFPI 상의 돌연변이된 항체 변이체 (각각 아메리칸 다이아그노스티카(American Diagnostica),[0133]

4900B 및 R&D 시스템즈(R&D Systems), 2975-P1)의 활성을 결정하기 위해, 평형 또는 경쟁적 ELISA 검정 포맷을

이용하였다.  간략하게, MTP 플레이트 (메조스케일 디스커버리(Mesoscale Discovery), L21XA-4 또는 눈크 맥시

소르프 블랙, 460518)를 각각 포스페이트 완충 염수 (PBS) 또는 코팅 완충제 (칸도르 바이오사이언스 게엠베하,

121500)에 희석된 0.04-2 ㎍/ml의 인간 또는 마우스 TFPI로 코팅하고, 밤새 4℃에서 인큐베이션하였다.  세척

후에, 플레이트를 실온에서 1시간 동안 PBST 중 3% 소 혈청 알부민 (시그마, A4503)으로 차단하고, 세척 단계를

반복하였다.  항체의 결합을 위해, (달리 나타내지 않는 한) 그의 각각의 항체 발현 수준에 대해 정규화된 배양

상청액 10-25 ㎕를 RT에서 1시간 동안 플레이트에 첨가한 후에 PBST로 세척하였다.  이어서, 결합된 야생형 및

변이체를 에피토프 태그 특이적 항체에 의해 검출하거나 또는 경쟁 단계에 포함시켰다.  경쟁을 위해, 50-300

nM 경쟁자 또는 유리 항원을 첨가하고, 실온에서 20분 내지 24시간 동안 인큐베이션하였다.  세척 후에, 잔류

변이체를 양고추냉이 퍼옥시다제에 커플링된 에피토프 태그 특이적 항체 (바이오몰(Biomol), 2A8 변이체의 경우

항-c-myc A190-105P 및 4B7 변이체의 경우 항-HA A190-108P)로 또는 이전에 전기화학발광 검출에 대한 제조업체

의 지시에 따라 술포-NHS 시약 (메조스케일 디스커버리, R91AN-1)으로 표지된 항-myc (시그마, C3956) 또는 항-

HA 항체 (시그마, H6908)에 의해 검출하였다.  맥시소르프 플레이트에서의 신호 검출을 위해 10μM 암플렉스 레

드 기질 (인비트로젠, A12222)을 첨가하고, 어두운 곳에서 10 내지 30분 동안 실온에서 인큐베이션한 후에 형광

측정하였다.  MSD 플레이트에서의 검출을 위해, MSD 판독 완충제 T를 H2O 중에서 2x로 희석하고 (메조스케일 디

스커버리, R92TC-1), 플레이트에 첨가하고, 전기화학발광 신호를 메조스케일 디스커버리 섹터 영상화기 6000을

이용하는 620 nm에서 검출하였다.

실시예 3.  단일 및 다중 아미노산 치환[0134]

2A8의 중쇄 또는 경쇄에 도입된 단일 아미노산 치환의 여러 예가 표 1에 제공된다.  변이체의 발현 수준은 정량[0135]

화 ELISA에서 4중으로 분석하였다.  각각의 발현 수준에 대한 정규화 후에, 성능을 인간 및 뮤린 TFPI 상에서의

경쟁적 ELISA에서 4중으로 분석하고, 변이체 대 야생형 (wt) 비를 결정하였다.  오차는 표준 편차로부터의 오차

전파에 의해 계산하였다.
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표 1

[0136]

[0137]

2A8 TFPI 항체 내의 조합된 아미노산 치환의 일부 예가 표 2에 제공된다.  모든 조합이 표 2에 제공된 것은 아[0138]
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니지만, TFPI 항체가 제공된 변형의 임의의 조합을 포함할 수 있을 것으로 고려된다.  변이체의 발현 수준은 정

량화 ELISA에서 4중으로 분석하였다.  달리 나타내지 않는 한, 변이체를 각각의 발현 수준에 대해 정규화하고,

성능을 인간 및 뮤린 TFPI 상에서의 경쟁적 ELISA에서 4중으로 분석한 후에 변이체 대 참조물 (HC_K99L) 비를

계산하였다.  값은 변이체 성능을 사전 정규화하지 않고 분석한 경우에 "#"으로 표시하였고, 검정 신호를 발현

수준으로 나누어 변이체 대 참조물 비를 발현 수준에 대해 정규화하였다.  상이한 참조물이 경쟁적 ELISA에 사

용되고, 변이체를 사전 정규화하지 않고 분석한 경우에, 값은 "*"로 표시하였다.  이러한 변이체의 경우, 변이

체/대안적 참조물 비를 대안적 참조물/HC_K99L 비와 곱하여 표에 열거된 값을 계산하였다.  오차는 표준 편차로

부터의 오차 전파에 의해 계산하였다.

표 2

[0139]
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[0140]
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[0141]

4B7의 중쇄 및/또는 경쇄에 도입된 단일 및/또는 이중 아미노산 치환의 여러 예가 표 3에 제공된다.  변이체의[0142]

발현 수준은 정량화 ELISA에서 4중으로 분석하였다.  각각의 발현 수준에 대해 정규화한 후에, 성능을 인간

TFPI 상에서의 경쟁적 ELISA 및 뮤린 TFPI 상에서의 평형 ELISA에서 4중으로 분석한 후에 변이체 대 야생형 비

를 결정하였다.  오차는 표준 편차로부터의 오차 전파에 의해 계산하였다.

등록특허 10-1903931

- 22 -



표 3

[0143]

4B7 TFPI 항체 내의 아미노산 치환의 조합의 일부 예가 표 4에 제공된다.  모든 조합이 표 4에 제공된 것은 아[0144]

니지만, TFPI 항체가 제공된 변형의 임의의 조합을 포함할 수 있을 것으로 고려된다.  변이체의 발현 수준은 정

량화 ELISA에서 4중으로 분석하였다.  달리 나타내지 않는 한, 변이체를 각각의 발현 수준에 대해 정규화하고,

성능을 인간 및 뮤린 TFPI 상에서의 경쟁적 ELISA에서 4중으로 분석한 후에 변이체 대 참조물 (HC_D62R) 비를

계산하였다.  상이한 참조물을 사용하고, 변이체를 사전 정규화하지 않고 분석한 경우에, 값은 "*"로 표시하였

다.  이러한 변이체의 경우, 변이체/대안적 참조물 비를 대안적 참조물/HC_D62R 비와 곱하여 표에 열거된 값을

계산하였다.  오차는 표준 편차로부터의 오차 전파에 의해 계산하였다.  nb: 사용된 검정 조건 하에 결합이 검

출되지 않음.
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표 4

[0145]
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[0146]

[0147]

실시예 4.  항체의 정제[0148]

세포를 4℃에서 30분 동안 9000 rpm에서 원심분리에 의해 수확하고, -20℃에 저장하였다.  상청액을 완충제 A[0149]

(50 mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 10 mM 이미다졸 pH8.0)로 완충제-교환하고, 농축시키고, 2-단계 정제 절차를 이용

등록특허 10-1903931

- 25 -



하여 정제하였다.  간략하게, 100 ml 농축된 상청액을 5 ml Ni-NTA 슈퍼플로우 칼럼 (퀴아젠, 1018142) 상에 로

딩하고, 우선 5x 칼럼 부피의 완충제 A로 세척한 후에 5x 칼럼 부피의 4.3% 완충제 B (50 mM NaH2PO4, 300 mM

NaCl, 250 mM 이미다졸 pH8.0)로 세척하고, 7 부피의 완충제 B로 용리하였다.  분획을 합하고, PBS에서 투석시

켰다.  제2 정제 단계에서, Ni-NTA 정제된 항체를 경쇄-특이적 친화성 매트릭스, 즉 각각 2A8 및 4B7에 대해 포

획 선택 람다 또는 카파 (각각 BAC 0849.010 및 BAC 0833.10)와 인큐베이션하였다.  4℃에서 밤새 인큐베이션한

후에, 매트릭스를 칼럼에 로딩하고, 5 부피의 PBS,  5  부피의 500 mM  아르기닌 100 mM  NaH2PO4,  100  mM  NaCl

pH6.0, 다시 5 부피의 PBS로 세척하였다.  항체를 6 부피의 100 mM 글리신 (pH3.0)에 이어 3 부피의 100 mM 글

리신 (pH2.0)으로 용리하고, 용리액의 중화를 위해 총 부피의 1/10의 1M HEPES (pH 7.5)로 용리하였다.  최종적

으로, 용리액을 4℃에서 밤새 PBS에서 투석시켰다.  정제된 항체를 SDS-PAGE 및 질량 분광측정법에 의해 분석하

였다.

실시예 5.  표면 플라즈몬 공명 (비아코어(Biacore))를 이용하는 TFPI에 대한 항체 결합의 친화도의 측정[0150]

인간 또는 마우스 TFPI를 분석을 위해 표면 상에 고정시켰다.  CM5-칩 및 아민 커플링 키트 (지이 헬쓰케어(GE[0151]

HealthCare))를 사용하여 제조업체로부터의 지시에 따라 리간드를 고정시켰다.  고정된 TFPI의 양은 100 RU의

RMax를 생성할 수 있는 항체의 질량에 적합한 대략 70 RU였다.  모 및 친화도 성숙 항-TFPI 항체는 이동상에 있

었다.  친화도 결정은 적어도 5가지 상이한 농도 (0.1, 0.4, 1.6, 6.4 및 25 nM)의 정제된 항체로 수행하였다.

CDR 영역에 단일 돌연변이를 함유하는 항체 변이체를 분석함으로써, 본 발명자들은 ELISA 결합 검정에서 더 높[0152]

은 신호를 갖는 다수의 클론을 확인하였다.  선택된 클론을 정제하고, 인간 또는 마우스 TFPI에 대한 그의 친화

도를 비아코어를 이용하여 분석하였다.  표 5 및 표 6에 나타낸 바와 같이, 이러한 클론은 모 항체 2A8 또는

4B7 보다 TFPI에 대해 더 높은 친화도를 갖는다.  2A8 돌연변이체의 일부가 모 항체 2A8 보다 더 느린 회합 속

도 (ka)를 갖더라도, 모든 이러한 돌연변이체는 2A8 보다 훨씬 더 느린 해리 속도 (kd)를 갖는다.  전반적으로,

이러한 단일 돌연변이는 인간 TFPI에 대해 1.47 내지 7.22배의 범위 및 마우스 TFPI에 대해 1.71 내지 7.20배

범위로 2A8의 친화도를 증가시켰다.  본 발명자들이 4B7 변이체를 분석하였을 때, 중쇄 CDR2 도메인 내의 D62R

돌연변이는 신호를 현저하게 증가시켰다.  이 클론을 친화도 측정을 위해 선택하였다.  표 5 및 표 6에 나타낸

바와 같이, 이 단일 돌연변이는 인간 TFPI에 대한 4B7의 친화도를 11.1 nM에서 58.2 pM으로 증가시켰다 (191배

개선).   4B7HcD62R의  느린  해리  속도  (kd)는  주로  그의  친화도  개선  (4B7의  8.40x10
-3
/s에서  4B7HcD62R의

1.65x10
-4
로, 대략 50배 개선)에 기여한다.  유사하게, 이 돌연변이는 마우스 TFPI에 대한 4B7의 친화도를 58.6

nM에서 427 pM으로 증가시켰다 (137배 개선).
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표 5

[0153]

표 6

[0154]

다음에, 2A8  및 4B7  내의 다중 돌연변이의 결합 친화도를 연구하였다.  표 7(a)  및 표 8(a)에 나타낸 바와[0155]

같이, CDR 도메인에 다중 돌연변이를 함유하는 2A8의 돌연변이체는 인간 TFPI 및 마우스 TFPI 결합 둘 다에 대

해 단일 돌연변이된 2A8보다 더 높은 친화도를 갖는다.  예를 들어, 2A8-200은 인간 TFPI 결합에 대해 2A8보다

53.7배 더 높은 친화도를 갖고, 마우스 TFPI 결합에 대해 55.4배 더 높은 친화도를 갖는다.  표 7(b) 및 표

8(b)에 나타낸 바와 같이, CDR 도메인에 다중 돌연변이를 함유하는 4B7의 돌연변이체는 인간 TFPI 및 마우스

TFPI 결합 둘 다에 대해 단일 돌연변이된 4B7보다 더 높은 친화도를 갖는다.  표 7 및 8에 제공된 모 2A8 및

4B7 서열로부터의 이들 변이체가 또한 서열 목록에 제공되었다.  서열 5-11은 표 7 및 8에 열거된 2A8의 중쇄

변이체에 해당한다.  서열 12-18은 2A8의 경쇄 변이체에 해당한다.  서열 19-26은 표 7 및 8에 열거된 4B7의 중
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쇄 변이체에 해당한다.  서열 27-34는 4B7의 경쇄 변이체에 해당한다.

[표 7(a)][0156]

[0157]

[표 7(b)][0158]

[0159]

[표 8(a)][0160]

[0161]
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[표 8(b)][0162]

[0163]

실시예 6.  친화도-개선된 항체는 FXa 활성의 복원에서 더 높은 효능을 보여주었다[0164]

친화도-개선된 항-TFPI 항체가 또한 TFPI 단백질의 억제 효과를 차단함으로써 FXa 활성의 복원에서 그의 효능을[0165]

개선시키는지 결정하기 위해, 본 발명자들은 FXa 복원 검정을 수행했다.  본 검정에서, 다양한 지정량의 개별

친화도-개선된 항체 (30 ㎕)를 실온에서 30분 동안 50 ㎕의 전체 반응 혼합물 중에서 고정량의 인간, 마우스 또

는 래트 재조합 TFPI (20 ㎕, 6.6 nM)와 인큐베이션하였다.  인큐베이션 후에, 50 ㎕의 FXa (3.39 nM)를 반응

혼합물에 첨가하고, 30분 동안 37℃에서 인큐베이션하였다.  이어서, 20 ㎕의 스펙트로자임 FXa 기질을 반응 혼

합물에  첨가하였다.   12분의  인큐베이션  후에,  각각의  웰의  흡광도는  플레이트  판독기  (몰레큘라  디바이스

(Molecular Device))를 이용하여 405 nm에서 판독하였다.  각각의 실험을 위해, 공지된 양의 TFPI에 의해 억제

된 동일량의 FXa (3.39 nM)의 선형 표준 곡선을 수득하였다.  100% 복원된 FXa 활성을 어떠한 양의 TFPI도 첨가

하지 않은 FXa 활성으로 규정하고, 0% 활성을 TFPI 단백질 (6.6 nM)의 존재 하의 FXa 활성으로 규정하였다.  이

에 따라, 절반 최대 억제 농도 (IC50)를 각각의 개별 항-TFPI 항체에 대해 계산하고, 이들 중 일부를 표 9에 제

공하였다.  절반 최대 유효 농도 (EC50)를 또한 선택된 2A8 제2-라운드 변이체에 대해 계산하고, 표 10에 제공

하였다.

표 9

[0166]
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표 10

[0167]

실시예 7.  친화도-개선된 항체는 dPT 검정에서 응고 시간 단축에서 더 높은 효능을 보여주었다 [0168]

이러한 친화도-개선된 항체가 또한 응고 시간 단축에서 효능을 개선시키는지 확인하기 위해, 인간 혈우병 A 혈[0169]

장을 이용하여 응고 시간에 대한 선택된 친화도-성숙 항체의 효과를 결정하는 dPT를 수행하였다.  dPT 검정은

본질적으로 문헌 [Welsch et al. (Thrombosis Res., 1991, 64(2): 213-222)]에 기재된 바와 같이 하여 수행하

였다.  간략하게, 인간 혈우병 A 혈장 (조지 킹 바이오메디칼(George King Biomedical))은 혈장을 0.1 부피의

대조군 완충제 (음성 대조군으로서) 또는 지정된 항-TFPI 항체와 혼합함으로써 제조하였다.  30분 동안 25℃에

서 인큐베이션한 후에, 각각의 제조된 혈장 샘플 (100 ㎕)을 트롬보플라스틴 공급원으로서의 적절하게 희석된

(1:500 희석) 심플라스틴(Simplastin) (바이오메티에욱스(Biometieux)) 100 ㎕ 및 25 mM 염화칼슘 100 ㎕와 합

하였다.  응고 시간은 염화칼슘을 첨가한 직후에 섬유측정기 STA4 (스타고(Stago))를 이용하여 결정하였다.

실시예 8.  친화도-개선된 항체는 항-인자 VIII 항체-유도된 인간 혈우병 A 혈액을 이용하는 전혈 응고 시간 단[0170]

축에서 더 높은 효능을 보여주었다 

친화도-개선된 항체가 응고 시간 단축에서 더  높은  효능을 나타내는지 확인하기 위해,  본  발명자들은 로템[0171]

(ROTEM) 시스템을 이용하여 억제제가 있는 혈우병 A 환자로부터의 혈액을 모방하는 인간 FVIII-중화 항체-유도

된 혈우병 A 혈액에서의 응고 시간에 대한 이들 항체의 효과를 시험하였다.  로템 시스템 (펜타팜 게엠베하

(Pentapharm GmbH))은 4-채널 기기, 컴퓨터, 혈장 표준물, 활성화제 및 1회용 컵 및 핀을 포함한다.  로템 지혈

시스템의 혈전탄성검사 파라미터는 다음을 포함한다: 응고 시간 (CT)  (혈액 응고를 개시하기 위한 반응 시간

(데이터 수집 개시 후에 2 mm 크기를 수득하는데 필요한 시간)을 반영), 혈병 형성 시간 (CFT) 및 알파 각 (혈

액 응고 전파를 반영), 및 최대 크기 및 최대 탄성 계수 (혈병 견고성을 반영).  로템 검정에서, FVIII 활성을

FVIII에 대한 폴리클로날 항체의 첨가에 의해 중화시킨, 새로 추가된 시트레이트화 전혈 300 ㎕를 사용하여 모

항-TFPI 항체와 비교한 친화도-개선된 항-TFPI 항체의 효과를 시험하였다.  모든 구성성분을 제조업체의 지시에

따라 재구성하고 혼합하여, 각각의 시스템에 필요한 시간의 기간 동안 데이터를 수집하였다.  간략하게, 자동화

피펫으로 혈액 또는 혈장 300 ㎕를 꺼내어 CaCl2 (200 mmol) 20 ㎕가 첨가된 로템 컵에 분배한 직후에 샘플을

혼합하는 방식으로 샘플을 혼합하고, 데이터 수집을 개시하였다.  컴퓨터-제어된 (소프트웨어 버전 2.96) 로템

시스템을 이용하여 2시간 동안 데이터를 수집하였다.

혈액 응고 시간 단축에서 친화도-개선된 항-TFPI 항체의 효과를 검출하는 로템 검정의 예시적인 결과를 도 2 및[0172]

3에 제시하였다.  도 2는 인간 항체-유도된 혈우병 혈액의 응고 시간에 대한 선택된 제1 라운드 친화도-성숙 항

-TFPI 항체의 효과를 보여준다.  많이 친화도-개선된 항체, 2A8-9 및 2A8-17은 인간 항체-유도된 혈우병 A 혈액

에서의 응고 시간 단축에서 훨씬 더 높은 효능을 나타낸 반면, TFPI에 대한 그의 결합 친화도가 개선되지 않은

2A8-10은 모 2A8 항체와 비교하여 유사한 응고 효능을 유지하였다.

실시예 9.  친화도-개선된 항체는 혈우병 A 마우스의 꼬리-정맥-횡절단 모델에서 더 우수한 생존율을 보여준다[0173]

친화도-개선된 항체가 출혈 중인 마우스에 대한 보호 효과에서 보다 높은 효능을 나타내는지 결정하기 위해, 혈[0174]

우병 A 마우스의 꼬리-정맥-횡절단 모델을 이용하였다.  마우스에게 다양한 지정량의 모 항-TFPI 항체 2A8 또는

다양한 지정량의 A200을 손상 24시간 전에 꼬리 정맥 주입을 통해 투여하였다.  투여 24시간 후에, 꼬리의 왼쪽

정맥을 첨단부로부터의 2.7 mm (직경)에서 횡절단하였다.  횡절단 후 24시간에 걸쳐 생존을 관찰하였다.  생존
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율은 재조합 FVIII (10 IU/kg 내지 30 IU/kg)와 함께 투여된 경우 용량-의존성인 것으로 입증되었다.

도 4는 선택된 친화도-개선된 항체 A200이 대조군 마우스 IgG1 (CTX IgG1)과 비교하여 용량-의존성 방식으로 혈[0175]

우병 A 마우스의 생존을 현저하게 연장시켰으며, 각각의 동등한 용량에서 모 항체 2A8보다 더 우수한 생존율을

나타내었음을 보여준다.

실시예 10.  친화도-개선된 항체는 인간 혈우병 C (FXI-결핍) 혈장을 이용하여 증진된 응고를 보여주었다[0176]

또한, 로템 검정을 이용하여 혈우병 C 환자를 모방하는 인간 인자 XI 결핍 (FXI-결핍) 혈장에서의 응고 시간에[0177]

대한 항체의 효과를 시험하였다.  혈장 응고 시간의 단축에서 친화도-개선된 항-TFPI 항체의 효과를 검출하는

이러한 로템 검정의 결과를 도 5에 제시하였다.  도 5는 2A8 변이체, 2A8-200이 용량-의존성 방식으로 인간 혈

우병 C 혈장에서의 응고를 증진시켰으며, 그의 효과가 재조합 FVIIa의 효과와 대등하다는 것을 보여준다.

본 발명을 구체적 실시양태 및 실시예를 언급하며 기재하였지만, 본 발명의 실질적인 사상 및 범위에서 벗어나[0178]

지 않고도 다양한 변형 및 변화가 가해질 수 있고 등가물이 대체될 수 있음을 이해해야 한다.  따라서, 명세서

및 실시예는 제한적인 의미가 아니라 예시적인 것으로서 간주되어야 한다.   추가로,  본원에서 언급된 모든

논문, 서적, 특허 출원 및 특허는 그 전문이 본원에 참고로 포함된다.

도면

도면1
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도면2
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도면3

도면4
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도면5

서 열 목 록

                         SEQUENCE LISTING

<110>  Bayer HealthCare LLC

 

<120>  Optimized Monoclonal Antibodies against Tissue Factor Pathway 

       Inhibitor (TFPI)

<130>  BHC 10 5 001 PCT

<160>  34    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  117

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  1

Gln 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 Arg Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Ser Ile Arg Gly Ser Ser Ser Ser Thr Tyr 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  
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Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Lys Tyr Arg Tyr Trp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu 

            100                 105                 110         

Val Thr Val Ser Ser 

        115         

<210>  2

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  2

Asp Ile Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Asn Leu Arg Asn Tyr Tyr Ala 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Trp Asp Asp Gly Val Pro Val 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln 

            100                 105             

<210>  3

<211>  123

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  3

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      
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Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Asn 

            20                  25                  30          

Ser Ala Ala Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Arg Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Leu Gly Ile Ile Tyr Lys Arg Ser Lys Trp Tyr Asn Asp Tyr Ala 

    50                  55                  60                  

Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr Ile Asn Pro Asp Thr Ser Lys Asn 

65                  70                  75                  80  

Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val 

                85                  90                  95      

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Ser Asp Lys His Trp Gly Phe Asp Tyr 

            100                 105                 110         

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120             

<210>  4

<211>  114

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  4

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Phe Ser 

            20                  25                  30          

Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr 

                85                  90                  95      
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Asp Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg Thr 

        

<210>  5

<211>  117

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  5

Gln 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 Arg Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Ser Ile Arg Gly Ser Ser Ser Ser Thr Tyr 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 Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Leu Tyr Arg Tyr Trp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu 

            100                 105                 110         

Val Thr Val Ser Ser 

        115         

<210>  6

<211>  117

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  6
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Gln 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 Arg Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Ser Ile Arg Gly Ser Arg Ser Ser Thr Tyr 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 Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Leu Tyr Arg Tyr Trp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu 

            100                 105                 110         

Val Thr Val Ser Ser 

        115         

<210>  7

<211>  117

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  7

Gln 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 Arg Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Ser Ile Arg Gly Ser Arg Ser Ser Thr Tyr 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  
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Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Leu Tyr Arg Tyr Trp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu 

            100                 105                 110         

Val Thr Val Ser Ser 

        115         

<210>  8

<211>  117

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  8

Gln 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 Arg Val Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Ser Asp Arg Gly Ser Arg Ser Ser Thr Tyr 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 Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Val Tyr Arg Tyr Trp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu 

            100                 105                 110         

Val Thr Val Ser Ser 

        115         

<210>  9

<211>  117

<212>  PRT

<213>  Artificial
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<220><223>  Variant

<400>  9

Gln 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 Arg Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Ser Ile Arg Gly Ser Ser Ser Ser Thr Tyr 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 Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Leu Tyr Arg Tyr Trp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu 

            100                 105                 110         

Val Thr Val Ser Ser 

        115         

<210>  10

<211>  117

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  10

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 Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Ser Ile Arg Gly Ser Arg Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  
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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 Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Leu Tyr Arg Tyr Trp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu 

            100                 105                 110         

Val Thr Val Ser Ser 

        115         

<210>  11

<211>  117

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  11

Gln 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 Arg Val Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Ser Asp Arg Gly Ser Arg Ser Ser Thr Tyr 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 Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Val Tyr Arg Tyr Trp Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu 

            100                 105                 110         

Val Thr Val Ser Ser 

        115         

<210>  12

<211>  108
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<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  12

Asp Ile Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Asn Leu Arg Asn Tyr Tyr Ala 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Val Val Ile Phe 

        35                  40                  45              

Tyr Asp Val Asn Arg Pro Ser Asp Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Trp Asp Asp Gly Val Pro Trp 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln 

            100                 105             

<210>  13

<

211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  13

Asp Ile Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Asn Leu Arg Asn Tyr Tyr Ala 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Val Val Ile Phe 

        35                  40                  45              

Tyr Asp Val Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

등록특허 10-1903931

- 42 -



Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Trp Leu Asp Gly Val Pro Trp 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln 

            100                 105             

<210>  14

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  14

Asp Ile Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Asn Leu Arg Asn Tyr Tyr Ala 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Val Val Ile Phe 

        35                  40                  45              

Tyr Asp Val Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Trp Trp Asp Gly Val Pro Val 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln 

            100                 105             

<210>  15

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  15
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Asp Ile Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Asn Leu Arg Asn Tyr Tyr Ala 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Val Val Ile Phe 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Trp Leu Asp Gly Val Pro Trp 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln 

            100                 105             

<210>  16

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  16

Asp Ile Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Asn Leu Arg Asn Tyr Tyr Ala 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Val Val Ile Phe 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Trp Leu Asp Gly Val Pro Trp 
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                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln 

            100                 105             

<210>  17

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  17

Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ser Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Ser Gly Asp Asn Leu Pro Lys Tyr Tyr Ala 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Val Val Ile Phe 

        35                  40                  45              

Tyr Asp Val Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Met 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ala Trp Trp Ser Ser Thr Pro Val 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln 

            100                 105             

<210>  18

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  18

Ser Tyr Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ser Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Ser Gly Asp Asn Leu Pro Lys Tyr Tyr Ala 
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            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Val Val Ile Phe 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Met 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Trp Leu Ser Gly Thr Pro Trp 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Gln 

            100                 105             

<210>  19

<211>  123

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  19

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Asp 

            20                  25                  30          

Ser Ala Ala Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Arg Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Leu Gly Ile Ile Tyr Lys Arg Ser Lys Trp Tyr Asn Gln Tyr Ala 

    50                  55                  60                  

Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr Ile Asn Pro Asp Thr Ser Lys Asn 

65                  70                  75                  80  

Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val 

                85                  90                  95      

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Ser Asp Lys His Trp Gly Phe Asp Asp 

            100                 105                 110         
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Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120             

<210>  20

<211>  123

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  20

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Asp 

            20                  25                  30          

Ser Ala Ala Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Arg Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Leu Gly Ile Ile Tyr Lys Arg Ser Lys Trp Tyr Asn Arg Tyr Ala 

    50                  55                  60                  

Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr Ile Asn Pro Asp Thr Ser Lys Asn 

65                  70                  75                  80  

Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val 

                85                  90                  95      

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Ser Asp Lys His Trp Gly Phe Asp Asp 

            100                 105                 110         

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120             

<210>  21

<211>  123

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  21

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      
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Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Asp 

            20                  25                  30          

Ser Ala Ala Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Arg Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Leu Gly Ile Ile Tyr Lys Arg Ser Lys Trp Tyr Asn Arg Tyr Ala 

    50                  55                  60                  

Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr Ile Asn Pro Asp Thr Ser Lys Asn 

65                  70                  75                  80  

Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val 

                85                  90                  95      

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Ser Asp Lys His Trp Gly Phe Asp Asp 

            100                 105                 110         

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120             

<210>  22

<211>  123

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  22

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Asn 

            20                  25                  30          

Ser Ala Ala Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Arg Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Leu Gly Ile Ile Tyr Lys Arg Ser Lys Trp Tyr Asn Arg Tyr Ala 

    50                  55                  60                  

Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr Ile Asn Pro Asp Thr Ser Lys Asn 

65                  70                  75                  80  

Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val 
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                85                  90                  95      

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Ser Asp Lys His Trp Gly Phe Asp Asp 

            100                 105                 110         

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120             

<210>  23

<211>  123

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  23

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Asp 

            20                  25                  30          

Ser Ala Ala Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Arg Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Leu Gly Ile Ile Tyr Lys Arg Ser Lys Trp Tyr Asn Arg Tyr Ala 

    50                  55                  60                  

Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr Ile Asn Pro Asp Thr Ser Lys Asn 

65                  70                  75                  80  

Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val 

                85                  90                  95      

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Ser Asp Lys His Trp Gly Phe Asp Asp 

            100                 105                 110         

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120             

<210>  24

<211>  123

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

등록특허 10-1903931

- 49 -



<400>  24

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Asp 

            20                  25                  30          

Ser Ala Ala Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ser Pro Gly Arg Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Leu Gly Ile Ile Tyr Lys Arg Ser Lys Trp Tyr Asn Arg Tyr Ala 

    50                  55                  60                  

Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr Ile Asn Pro Asp Thr Ser Lys Asn 

65                  70                  75                  80  

Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val 

                85                  90                  95      

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Ser Asp Lys His Trp Gly Phe Asp Asp 

            100                 105                 110         

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120             

<210>  25

<211>  123

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  25

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 Asp 

            20                  25                  30          

Ser Ala Ala Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ser Pro Ser Arg Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Leu Gly Ile Ile Tyr Tyr Arg Ser Lys Trp Tyr Asn Arg Tyr Ala 

    50                  55                  60                  
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Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr Ile Asn Pro Asp Thr Ser Lys Asn 

65                  70                  75                  80  

Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val 

                85                  90                  95      

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Ser Asp Lys His Trp Gly Phe Asp Asp 

            100                 105                 110         

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120             

<210>  26

<211>  123

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  26

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ala Ile Ser Gly Asp Ser Val Ser Ser Asp 

            20                  25                  30          

Ser Ala Ala Trp Ser Trp Ile Arg Gln Ser Pro Ser Arg Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

Trp Leu Gly Ile Ile Tyr Tyr Arg Ser Lys Trp Tyr Asn Arg Tyr Ala 

    50                  55                  60                  

Val Ser Val Lys Ser Arg Ile Thr Ile Asn Pro Asp Thr Ser Lys Asn 

65                  70                  75                  80  

Gln Phe Ser Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Pro Glu Asp Thr Ala Val 

                85                  90                  95      

Tyr Tyr Cys Ala Arg Trp His Ser Asp Lys His Trp Gly Phe Asp Asp 

            100                 105                 110         

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120             

<210>  27

<211>  114
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<212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  27

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Ile Ser 

            20                  25                  30          

Phe Gly Ile Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr 

                85                  90                  95      

Asp Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg Thr 

        

<210>  28

<211>  114

<

212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  28

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Phe Arg 

            20                  25                  30          

Phe Gly Ile Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              
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Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr 

                85                  90                  95      

Thr Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg Thr 

        

<210>  29

<211>  114

<

212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  29

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Phe Ser 

            20                  25                  30          

Asp Gly Thr Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr 

                85                  90                  95      

Thr Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg Thr 
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<210>  30

<211>  114

<

212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  30

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Phe Ser 

            20                  25                  30          

Phe Gly Ile Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr 

                85                  90                  95      

Asp Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg Thr 

        

<210>  31

<211>  114

<

212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  31

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Phe Arg 

            20                  25                  30          
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Phe Gly Ile Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr 

                85                  90                  95      

Asp Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg Thr 

        

<210>  32

<211>  114

<

212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  32

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Phe Arg 

            20                  25                  30          

Asp Gly Ile Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr 

                85                  90                  95      

Asp Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

등록특허 10-1903931
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Arg Thr 

        

<210>  33

<211>  114

<

212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  33

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Phe Arg 

            20                  25                  30          

Asp Gly Ile Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr 

                85                  90                  95      

Asp Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg Thr 

        

<210>  34

<211>  114

<

212>  PRT

<213>  Artificial

<220><223>  Variant

<400>  34

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly 

1               5                   10                  15      

등록특허 10-1903931
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Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val Phe Arg 

            20                  25                  30          

Asp Gly Ile Thr Tyr Leu Asn Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser 

        35                  40                  45              

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile 

65                  70                  75                  80  

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr 

                85                  90                  95      

Asp Ser Tyr Pro Leu Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105                 110         

Arg Thr 
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