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명 세 서

청구범위

청구항 1 

표적에 결합하는 항체를 포함하는 항체 컨쥬게이트로서, 상기 항체가 용해 도메인에 연결되어 있고, 상기 용해

도메인이 KFAKFAKKFAKFAKK, KFAKFAKKFAKFAKKF, KFAKFAKKFAKFAKKFA, KFAKFAKKFAKFAKKFAK, KFAKFAKKFAKFAKKFAKF

및 KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA로부터 선택된 펩티드, 또는 K 잔기 중 하나 이상이 F 또는 L 잔기 중 임의의 것으로

치환되거나, F 잔기 중 하나 이상이 K, A 또는 L 잔기 중 임의의 것으로 치환되거나, A 잔기 중 하나 이상이 K,

F  또는  L  잔기  중  임의의  것으로  치환된  KFAKFAKKFAKFAKK,  KFAKFAKKFAKFAKKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFA,

KFAKFAKKFAKFAKKFAK, KFAKFAKKFAKFAKKFAKF 및 KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA로부터 선택된 펩티드를 포함하거나 이들로

구성되고, 상기 용해 도메인이 항체의 중쇄(H) 또는 항체의 경쇄(L)에 연결된, 항체 컨쥬게이트.

청구항 2 

표적에 결합하는 항체의 중쇄(H) 또는 경쇄(L)를 포함하는 폴리펩티드 컨쥬게이트로서, 상기 중쇄(H) 또는 경쇄

(L)가  용해  도메인에  연결되어  있고,  상기  용해  도메인이  KFAKFAKKFAKFAKK,  KFAKFAKKFAKFAKKF,

KFAKFAKKFAKFAKKFA,  KFAKFAKKFAKFAKKFAK,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKF  및  KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA로부터  선택된

펩티드, 또는 K 잔기 중 하나 이상이 F 또는 L 잔기 중 임의의 것으로 치환되거나, F 잔기 중 하나 이상이 K, A

또는 L 잔기 중 임의의 것으로 치환되거나, A 잔기 중 하나 이상이 K, F 또는 L 잔기 중 임의의 것으로 치환된

KFAKFAKKFAKFAKK,  KFAKFAKKFAKFAKKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFA,  KFAKFAKKFAKFAKKFAK,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKF  및

KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA로부터 선택된 펩티드를 포함하거나 이들로 구성되는, 폴리펩티드 컨쥬게이트.

청구항 3 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 용해 도메인이 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단에 연결되거나, 중쇄(H)의 카르복시

(C)-말단에 연결된 컨쥬게이트.

청구항 4 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 용해 도메인이 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단에 연결되거나, 경쇄(L)의 카르복시

(C)-말단에 연결된 컨쥬게이트.

청구항 5 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 컨쥬게이트가 중쇄(H) 또는 경쇄(L)에 연결된 복수의 용해 도메인을 포함하고,

상기 용해 도메인 중 적어도 하나가 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단에 연결되거나, 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단에

연결된 컨쥬게이트.

청구항 6 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 컨쥬게이트가 중쇄(H) 또는 경쇄(L)에 연결된 복수의 용해 도메인을 포함하고,

상기 용해 도메인 중 적어도 하나가 중쇄(H)의 카르복시(C)-말단에 연결되거나, 경쇄(L)의 카르복시(C)-말단에

연결된 컨쥬게이트.

청구항 7 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 컨쥬게이트가 중쇄(H) 또는 경쇄(L)에 연결된 복수의 용해 도메인을 포함하고,

상기 용해 도메인 중 적어도 하나가 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단에 연결되고, 상기 용해 도메인 중 적어도 하나

가 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단에 연결된 컨쥬게이트.

청구항 8 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 컨쥬게이트가 중쇄(H) 또는 경쇄(L)에 연결된 복수의 용해 도메인을 포함하고,
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상기 용해 도메인 중 적어도 하나가 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단에 연결되고, 상기 용해 도메인 중 적어도 하나

가 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단에 연결되고, 상기 용해 도메인 중 적어도 하나가 중쇄(H)의 카르복시(C)-말단에

연결되거나, 경쇄(L)의 카르복시(C)-말단에 연결된 컨쥬게이트.

청구항 9 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 컨쥬게이트가 중쇄(H) 또는 경쇄(L)에 연결된 복수의 용해 도메인을 포함하고,

상기 용해 도메인 중 적어도 하나가 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단에 연결되고, 상기 용해 도메인 중 적어도 하나

가 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단에 연결되고, 상기 용해 도메인 중 적어도 하나가 중쇄(H)의 카르복시(C)-말단에

연결되고, 상기 용해 도메인 중 적어도 하나가 경쇄(L)의 카르복시(C)-말단에 연결된 컨쥬게이트.

청구항 10 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 중쇄(H) 또는 경쇄(L)에 연결된 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 또는 8개의 용해 도메인을

포함하는 컨쥬게이트.

청구항 11 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 중쇄(H) 및/또는 경쇄(L)에 연결된 2, 4, 6, 또는 8개의 용해 도메인을 포함하는

컨쥬게이트.

청구항 12 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 중쇄 또는 경쇄 당 적어도 하나의 용해 도메인을 복수로 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 13 

제 12항에 있어서, 중쇄(H) 또는 경쇄(L)에 연결된 용해 도메인이 동일한 아미노산 서열 또는 상이한 아미노산

서열을 갖는 컨쥬게이트.

청구항 14 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 용해 도메인이 중쇄(H) 또는 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단 또는 카르복시

(C)-말단의 마지막 아미노산 바로 뒤에서 중쇄(H) 또는 경쇄(L)에 연결됨으로써, 용해 도메인과 중쇄(H) 또는

경쇄(L) 사이에 연속적 아미노산 서열을 형성하는 컨쥬게이트.

청구항 15 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 중쇄(H) 또는 경쇄(L) 및 상기 용해 도메인이 공유 결합에 의해 연결된 컨

쥬게이트.

청구항 16 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 중쇄(H) 또는 경쇄(L) 및 상기 용해 도메인이 펩티드 서열 또는 비-펩티드

링커 또는 스페이서(spacer)에 의해 연결된 컨쥬게이트.

청구항 17 

제 16항에 있어서, 상기 링커 또는 스페이서가 선형 탄소 사슬을 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 18 

제 16항에 있어서, 상기 펩티드 링커 또는 스페이서 서열이 하나 이상의 A, S 또는 G 아미노산 잔기를 포함하고

/하거나, 1 내지 25개의 아미노산 잔기를 갖는 서열을 포함하는 항체 컨쥬게이트.

청구항 19 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 용해 도메인이 약 10 내지 약 15개의 L-아미노산 또는 D-아미노산, 약 15

내지 약 20개의 L-아미노산 또는 D-아미노산, 약 10 내지 약 28개의 L-아미노산 또는 D-아미노산, 약 10 내지

공개특허 10-2021-0090298

- 4 -



약 50개의 L-아미노산 또는 D-아미노산, 또는 약 15 내지 약 100개의 L-아미노산 또는 D-아미노산으로부터의 서

열로 구성되는 컨쥬게이트.

청구항 20 

제  1항  또는  제  2항에  있어서,  상기  중쇄(H)  또는  경쇄(L)가  약  20  내지  약  50개의  L-아미노산  또는

D-아미노산, 약 50 내지 약 100개의 L-아미노산 또는 D-아미노산, 또는 약 50 내지 약 150개의 L-아미노산 또는

D-아미노산으로부터의 서열을 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 21 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 용해 도메인이 양이온성 용해 도메인인 컨쥬게이트.

청구항 22 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 용해 도메인이 양친매성 알파 헬리칼 구조를 형성하는 컨쥬게이트.

청구항 23 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 용해 도메인이 연속적 또는 불연속 PNNPNNP 반복 모티프를 형성하고, 여기서 P가

양성으로 하전된 아미노산이고, N이 중성 아미노산인 컨쥬게이트.

청구항 24 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 표적이 단백질 또는 다당류를 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 25 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 표적이 수용체 또는 항원을 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 26 

제 25항에 있어서, 수용체가 Her2/neu(인간 표피 성장 인자 수용체 2, ErbB-2), 황체형성 호르몬 분비 호르몬

수용체(LHRH-R), 표피 성장 인자 수용체(EGF-R), 또는 폴레이트 또는 성장호르몬-(GH) 수용체를 포함하는 컨쥬

게이트.

청구항 27 

제  25항에  있어서,  수용체가  종양  괴사  인자(TNF)  패밀리  일원  수용체(예를  들어,  TNF-알파,

TNF-베타(림프독소, LT), TRAIL, Fas, LIGHT, 또는 4-1BB) 또는 온코페토프로테인(oncofetoprotein) 또는 포스

파티딜세린 함유 막을 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 28 

제 25항에 있어서, 수용체가 면역글로불린-유사 수용체, 호르몬 수용체, 사이토카인 수용체, 성장 인자 수용체,

또는 케모카인 수용체를 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 29 

제  28항에  있어서,  면역글로불린-유사 수용체가 CD19,  CD20,  CD23,  CD27,  CD28,  CD30,  CD33,  CD40,  CD52,

CD56, CD70, CD123, CD138, 또는 CD154를 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 30 

제 25항에 있어서, 항원이 바이러스, 박테리아, 진균 또는 기생충 항원을 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 31 

제 25항에 있어서, 항원이 종양 관련 항원(TAA)을 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 32 
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제 31항에 있어서, TAA가 암배아 항원(CEA), 알파-태아단백질(AFP), 전립선 특이적 항원(PSA), 전립선 특이적

막 항원(PSMA), CA-125(상피성 난소암), 가용성 인터루킨-2(IL-2) 수용체, RAGE-1, 티로시나제, MAGE-1, MAGE-

2,  NY-ESO-1,  Melan-A/MART-1,  당단백질(gp)  75,  gp100,  베타-카테닌, PRAME,  MUM-1,  ZFP161,  유비퀼린-1,

HOX-B6, YB-1, 오스테오넥틴(Osteonectin), ILF3, 또는 IGF-1을 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 33 

제 1항에 있어서, 항체가 표적에 결합하는 항체 단편 또는 부분서열(subsequence)을 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 34 

제 33항에 있어서, 상기 항체 단편 또는 부분서열이 Fab, Fab', F(ab')2, Fv, Fd, 단일쇄 Fv(scFv), 이황화-결

합된 Fvs(sdFv), VL, VH, 낙타 Ig, V-NAR, VHH, 삼중특이적 (Fab3), 이중특이적 (Fab2), 디아바디(diabody)((VL-

VH)2  또는  (VH-VL)2),  트리아바디(triabody)(3가),  테트라바디(tetrabody)(4가),  미니바디(minibody)((scFV-

CH3)2),  이중특이적  단일쇄  Fv(비스-scFv),  IgG델타CH2,  scFv-Fc,  (scFv)2-Fc,  어피바디(affibody),  앱타머

(aptamer), 아비머(avimer) 또는 나노바디(nanobody)를 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 35 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 항체 또는 상기 중쇄(H) 또는 경쇄(L)가 모노클로날 항체를 포함하는 컨쥬

게이트.

청구항 36 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 항체 또는 상기 중쇄(H) 또는 경쇄(L)가 포유동물 항체를 포함하는 컨쥬게

이트.

청구항 37 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 항체 또는 상기 중쇄(H) 또는 경쇄(L)가 인간, 인간화, 영장류화, 또는 키

메라 항체를 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 38 

제 1항에 있어서, 상기 항체가 트라스투주맙(trastuzumab) 또는 퍼투주맙(pertuzumab)을 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 39 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 중쇄(H) 또는 경쇄(L) 또는 항체가 표 A, B, C, D, 4, 5, 또는 실시예 14,

15, 18, 20 또는 21 중 임의의 곳에 기재된 임의의 중쇄(H) 또는 경쇄(L) 또는 항체 또는 어느 하나 이상의 CDR

서열로부터 선택되는 컨쥬게이트.

청구항 40 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 컨쥬게이트가 표 3, 4, 5 또는 실시예 14, 15, 18, 20 또는 21 중 임의의

곳에 기재된 임의의 중쇄(H) 컨쥬게이트, 임의의 경쇄(L) 컨쥬게이트, 임의의 전체 항체 컨쥬게이트 서열을 포

함하는 컨쥬게이트.

청구항 41 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 표적이 실시예 23에 기재된 임의의 표적 서열 중 전부 또는 일부를 포함하

는 컨쥬게이트.

청구항 42 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 표적이 세포에 의해 발현되거나, 세포 상에서 발현되는 컨쥬게이트.

청구항 43 
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제 42항에 있어서, 상기 세포가 과증식 세포인 컨쥬게이트.

청구항 44 

제 42항에 있어서, 상기 세포가 유방, 난소, 자궁, 자궁경부, 복부, 폐, 위, 결장, 방광, 아교, 피부, 혈액 또

는 자궁내막 세포인 컨쥬게이트.

청구항 45 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 상기 항체 또는 폴리펩티드 컨쥬게이트가 분리되거나 정제된 것인 컨쥬게이트.

청구항 46 

제 1항 또는 제 2항의 컨쥬게이트를 포함하는 조성물.

청구항 47 

제 43항에 있어서, 제형 또는 혼합물을 포함하는 조성물.

청구항 48 

제 1항 또는 제 2항의 항체 또는 폴리펩티드 컨쥬게이트를 포함하는 약학적 조성물.

청구항 49 

제 1항 또는 제 2항의 컨쥬게이트, 및 세포 증식 억제제(anti-cell proliferative agent) 또는 면역자극제를

포함하는 조성물.

청구항 50 

제 1항 또는 제 2항의 컨쥬게이트를 발현하는 형질전환된 숙주 세포.

청구항 51 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 컨쥬게이트가 요망되지 않는 세포 증식 또는 과증식 장애를 치료하는데 효과적인

양으로 존재하는, 단위 투여량을 포함하는 컨쥬게이트.

청구항 52 

제 1항 또는 제 2항에 있어서, 신생물, 종양 또는 암을 치료하는데 효과적인 양의 단위 투여량을 포함하는 컨쥬

게이트.

청구항 53 

제 1항 또는 제 2항의 컨쥬게이트, 및 세포의 증식을 감소시키거나 억제하거나, 과증식 세포의 증식을 감소시키

거나 억제하거나, 신생물, 종양 또는 암 세포의 증식을 감소시키거나 억제하거나, 과증식 장애를 갖는 대상체를

치료하거나, 신생물, 종양 또는 암을 갖는 대상체를 치료하기 위한 설명서를 포함하는 키트.

청구항 54 

1) 항체 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단에 연결된 용해 도메인; 2) 항체 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단에 연결된 용해

도메인; 3) 항체 중쇄(H)의 카르복시(C)-말단에 연결된 용해 도메인; 또는 4) 항체 경쇄(L)의 카르복시(C)-말단

에 연결된 용해 도메인을 포함하는, 폴리펩티드.

청구항 55 

1) 항체 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단에 연결된 용해 도메인; 2) 항체 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단에 연결된 용해

도메인; 3) 항체 중쇄(H)의 카르복시(C)-말단에 연결된 용해 도메인; 또는 4) 항체 경쇄(L)의 카르복시(C)-말단

에 연결된 용해 도메인을 포함하는 폴리펩티드로서, 상기 중쇄(H) 또는 경쇄(L) 또는 항체가 표 A, B, C, D, 4,

5, 또는 실시예 14, 15, 18, 20 또는 21 중 임의의 곳에 기재된 임의의 중쇄(H), 임의의 경쇄(L), 임의의 항체
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또는 어느 하나 이상의 CDR 서열로부터 선택되는, 폴리펩티드.

청구항 56 

제 1항 또는 제 2항의 컨쥬게이트 또는 제 54항 또는 제 55항의 폴리펩티드를 인코딩하는 핵산 분자.

청구항 57 

제 1항 또는 제 2항의 항체 또는 폴리펩티드 컨쥬게이트의 1) 항체 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단에 연결된 용해

도메인; 2) 항체 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단에 연결된 용해 도메인; 3) 항체 중쇄(H)의 카르복시(C)-말단에 연

결된 용해 도메인; 또는 4) 항체 경쇄(L)의 카르복시(C)-말단에 연결된 용해 도메인을 인코딩하는 핵산 분자.

청구항 58 

제 56항 또는 제 57항의 핵산 분자를 포함하는 벡터.

청구항 59 

제 56항 또는 제 57항의 핵산, 또는 제 58항의 벡터로 형질전환된 숙주 세포.

청구항 60 

세포의 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 제 1항 또는 제 2항의 컨쥬게이트 또는 제 51항의 폴리펩

티드와 세포를 접촉시키는 것을 포함하는, 세포의 증식을 감소시키거나 억제하는 방법.

청구항 61 

세포 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 제 1항 또는 제 2항의 컨쥬게이트 또는 제 51항의 폴리펩티

드와 세포를 접촉시키는 것을 포함하는, 세포 증식을 감소시키거나 억제하는 방법.

청구항 62 

제 1항의 항체 컨쥬게이트가 결합하는 표적을 발현하는 세포의 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 제

1항 또는 제 2항의 컨쥬게이트 또는 제 54항 또는 제 55항의 폴리펩티드와 세포를 접촉시키는 것을 포함하는,

제 1항의 항체 컨쥬게이트가 결합하는 표적을 발현하는 세포의 증식을 선택적으로 감소시키거나 억제하는 방법.

청구항 63 

과증식하는 세포의 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 제 1항 또는 제 2항의 컨쥬게이트 또는 제 54

항 또는 제 55항의 폴리펩티드와 세포를 접촉시키는 것을 포함하는, 과증식하는 세포의 증식을 감소시키거나 억

제하는 방법.

청구항 64 

신생물, 종양, 암 또는 악성종양 세포의 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 제 1항 또는 제 2항의 컨

쥬게이트 또는 제 54항 또는 제 55항의 폴리펩티드와 세포를 접촉시키는 것을 포함하는, 신생물, 종양, 암 또는

악성종양 세포의 증식을 감소시키거나 억제하는 방법.

청구항 65 

제 60항 내지 제 64항 중 어느 한 항에 있어서, 세포가 Her2/neu를 발현하는 방법.

청구항 66 

과증식 장애를 치료하기에 충분한 양의 제 1항 또는 제 2항의 컨쥬게이트 또는 제 54항 또는 제 55항의 폴리펩

티드를 대상체에 투여하는 것을 포함하는, 과증식 장애를 갖는 대상체를 치료하는 방법.

청구항 67 

신생물, 종양, 암 또는 악성종양의 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 제 1항 또는 제 2항의 컨쥬게

이트 또는 제 51항의 폴리펩티드를 대상체에 투여하는 것을 포함하는, 신생물, 종양, 암 또는 악성종양을 갖는
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대상체를 치료하는 방법.

청구항 68 

제 64항, 제 66항 또는 제 67항에 있어서, 신생물, 종양, 암 또는 악성종양이 전이성, 비-전이성 또는 양성 신

생물, 종양, 암 또는 악성종양인 방법.

청구항 69 

제 64항, 제 66항 또는 제 67항에 있어서, 신생물, 종양, 암 또는 악성종양이 고형 세포 덩어리를 포함하는 방

법.

청구항 70 

제 64항, 제 66항 또는 제 67항에 있어서, 신생물, 종양, 암 또는 악성종양이 조혈 세포를 포함하는 방법.

청구항 71 

제 64항, 제 66항 또는 제 67항에 있어서, 신생물, 종양, 암 또는 악성종양이 암종, 육종, 림프종, 백혈병, 샘

종, 샘암종, 흑색종, 신경아교종, 아교모세포종, 수막종, 신경모세포종, 망막모세포종, 별아교세포종, 핍지세포

종, 중피종, 그물내피, 림프 또는 조혈 신생물, 종양, 암 또는 악성종양을 포함하는 방법.

청구항 72 

제 71항에 있어서, 육종이 림프육종, 지방육종, 뼈육종, 연골육종, 평활근육종, 횡문근육종 또는 섬유육종을 포

함하는 방법.

청구항 73 

제 71항에 있어서, 조혈 신생물, 종양, 암 또는 악성종양이 골수종, 림프종 또는 백혈병을 포함하는 방법.

청구항 74 

제 64항, 제 66항 또는 제 67항에 있어서, 신생물, 종양, 암 또는 악성종양이 폐, 갑상샘, 두경부, 코인두, 인

후, 코 또는 굴, 뇌, 척추, 유방, 부신, 뇌하수체, 갑상샘, 림프, 위장(구강, 식도, 위, 십이지장, 회장, 공장

(소장), 결장, 직장), 비뇨생식관(자궁, 난소, 자궁경부, 자궁내막, 방광, 고환, 음경, 전립선), 신장, 췌장,

간, 뼈, 골수, 림프, 혈액, 근육, 또는 피부, 윌름즈 종양, 담관, B-ALL(B-세포 림프모구 백혈병), 또는 혈액

신생물, 종양, 또는 암을 포함하는 방법.

청구항 75 

제 74항에 있어서, 폐 신생물, 종양, 암 또는 악성종양이 소세포폐암 또는 비소세포폐암을 포함하는 방법.

청구항 76 

제 64항, 제 66항 또는 제 67항에 있어서, 신생물, 종양, 암 또는 악성종양이 줄기세포 신생물, 종양, 암 또는

악성종양을 포함하는 방법.

청구항 77 

제 64항, 제 66항 또는 제 67항에 있어서, 상기 방법이 신생물, 종양, 암 또는 악성종양의 재발 또는 진행을 억

제하거나 감소시키는 방법.

청구항 78 

제 64항, 제 66항 또는 제 67항에 있어서, 항-세포 증식, 항-신생물, 항-종양, 항-암 또는 면역-증강 치료 또는

요법을 제공하는 것을 추가로 포함하는 방법.

청구항 79 

제 78항에 있어서, 치료 또는 요법이 외과적 절제, 방사선요법, 이온화 또는 화학적 방사선 요법, 화학요법, 면
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역요법, 국소 또는 국부 열(고열) 요법, 또는 예방접종을 포함하는 방법.

청구항 80 

제 78항에 있어서, 컨쥬게이트가 항-세포 증식, 항-신생물, 항-종양, 항-암 또는 면역-증강 치료 또는 요법의

제공 전, 이들의 제공과 동시에 또는 이들의 제공 후에 투여되는 방법.

청구항 81 

제 64항, 제 66항 또는 제 67항에 있어서, 대상체가 외과적 절제, 화학요법, 면역요법, 이온화 또는 화학적 방

사선요법, 국소 또는 국부 열(고열) 요법, 또는 예방접종을 받은 적이 있는 방법.

청구항 82 

제 64항, 제 66항 또는 제 67항에 있어서, 대상체가 외과적 절제, 화학요법, 면역요법, 이온화 또는 화학적 방

사선요법, 국소 또는 국부 열(고열) 요법, 또는 예방접종에 대한 후보인 방법.

청구항 83 

제 64항, 제 66항 또는 제 67항에 있어서, 대상체가 외과적 절제, 화학요법, 면역요법, 이온화 또는 화학적 방

사선요법, 국소 또는 국부 열(고열) 요법, 또는 예방접종에 대한 후보가 아닌 방법.

청구항 84 

제 64항, 제 66항 또는 제 67항에 있어서, 치료가 신생물, 종양, 암 또는 악성종양 세포 질량, 부피, 크기 또는

세포의 수의 부분적 또는 완전한 파괴를 발생시키거나, 신생물, 종양, 암 또는 악성종양 세포 괴사, 용해 또는

아폽토시스를 자극하거나, 유도하거나, 증가시키거나, 신생물, 종양, 암 또는 악성종양 부피 크기, 세포 질량을

감소시키거나, 신생물, 종양, 암 또는 악성종양 부피, 질량, 크기 또는 세포 수의 진행 또는 증가를 억제하거나

예방하거나, 수명을 연장시키는 방법.

청구항 85 

제 64항, 제 66항 또는 제 67항에 있어서, 치료가 신생물, 종양, 암 또는 악성종양과 관련되거나 이에 의해 야

기된 유해 증상 또는 합병증의 중증도, 기간 또는 빈도를 감소시키거나 저하시키는 방법.

청구항 86 

제 64항, 제 66항 또는 제 67항에 있어서, 치료가 동통, 불쾌, 구역, 쇠약 또는 기면을 감소시키거나 저하시키

거나, 증가된 에너지, 식욕, 개선된 움직임 또는 심리적 웰빙(well being)을 발생시키는 방법.

청구항 87 

제 66항 또는 제 67항에 있어서, 대상체가 포유동물인 방법.

청구항 88 

제 66항 또는 제 67항에 있어서, 대상체가 인간인 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원[0001]

본 출원은 전체내용이 참조로서 본원에 명백히 포함되는 2012년 10월 30일에 출원된 출원 일련 번호 61/720,257[0002]

호에 대한 우선권을 주장한다.

기술 분야[0003]

본 발명은 약물, 예를 들어, 용해 펩티드 컨쥬게이트에 융합되거나 컨쥬게이션된 항체, 및 항체의 중쇄(H) 및/[0004]

또는 경쇄(L), 예를 들어, 요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식 또는 과증식 장애, 예를 들어, 상기 항체, 및
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항체의 중쇄(H) 및/또는 경쇄(L)에 결합하는 표적을 발현하는 비-전이성 및 전이성 신생물, 암, 종양 및 악성종

양을 치료하는 방법에서 컨쥬게이트를 사용하는 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

서론[0005]

암 환자의 5년 생존률을 고려하는 경우 원발성 종양 및 전이의 치료를 위한 새로운 치료법을 개발할 필요가 의[0006]

심할 여지 없이 명백하며, 원격 전이 질병으로 진단되는 경우에 폐암, 결장직장암, 유방암 및 전립선암을 갖는

환자의 단지 10-40%가 생존한다.

발명의 내용

개요[0007]

본 발명은 표적(예를 들어, Her2/neu, ErbB-2로도 공지된 인간 표피 성장 인자 수용체 2, CD20)에 결합하는 항[0008]

체에 융합된 용해 도메인, 항체의 중쇄(H) 및/또는 경쇄(L)에 융합되거나 컨쥬게이션된 용해 도메인, 및 항체

단편에 융합되거나 컨쥬게이션된 용해 도메인을 적어도 부분적으로 기초로 한다.  상기 융합체는 또한 항체 또

는 폴리펩티드 컨쥬게이트 또는 융합 작제물로 본원에서 언급될 수 있다.  세포와 용해 도메인의 접촉은 세포

사멸을 발생시키는 세포막의 파열을 야기시키는 것으로 생각된다.  표적에 결합하는 항체, 또는 항체의 중쇄(H)

및/또는 경쇄(L)는 용해 도메인이 항체 또는 중쇄(H) 및/또는 경쇄(L)가 결합하는 표적을 발현하는 요망되지 않

거나 비정상적인 증식 세포 도는 과증식 세포, 예를 들어, 비-전이성 및 전이성 신생물, 암, 종양 및 악성종양

을 포함하는 표적 발현 세포를 파괴하는 것을 가능케 한다.  다수의 비-전이성 및 전이성 신생물, 암, 종양 및

악성종양 세포는 표적, 예를 들어, 수용체 또는 리간드를 과발현한다.  예를 들어, 많은 비-전이성 및 전이성

신생물, 암, 종양 및 악성종양은 항체 또는 폴리펩티드 컨쥬게이트 또는 융합 작제물의 표적으로 사용될 수 있

는 수용체 표적(예를 들어, Her2/neu 또는 CD20)을 발현한다.

컨쥬게이트는 관심 표적을 발현하는 임의의 세포 또는 세포 집단에 결합하도록 설계될 수 있다.  결합하는 표적[0009]

을 기초로 하여 선택된 항체, 이의 단편, 또는 항체 또는 이의 단편의 중쇄(H) 및/또는 경쇄(L)는 용해 도메인

에 연결될 수 있다.  생성된 항체 또는 폴리펩티드 컨쥬게이트 또는 융합 작제물은 차례로 표적을 발현하는 세

포의 증식을 감소시키거나 억제함으로써 표적 발현 세포의 증식 또는 성장을 감소시키거나 억제할 수 있다.

컨쥬게이트는 표적 세포를 사멸시키기 위해 분열하는 세포를 필요로 하지 않는다.  따라서, 컨쥬게이트는 분열[0010]

및 비-분열 세포에 대해 유용하다.

본 발명에 따르면, 용해 도메인을 포함하는 항체 및 폴리펩티드 컨쥬게이트가 제공된다.  한 구체예에서, 항체[0011]

컨쥬게이트는,  예를  들어,  KFAKFAKKFAKFAKK,  KFAKFAKKFAKFAKKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFA,  KFAKFAKKFAKFAKKFAK,

KFAKFAKKFAKFAKKFAKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA  및 KFAKFAKKFAKFAKKFAKFAKKFAKFAK(SEQ  ID  NOs.:1-7)로부터 선택

된 펩티드 서열을 포함하는 L-아미노산 또는 D-아미노산 서열, 또는 K 잔기 중 하나 이상이 F 또는 L 잔기 중

임의의 것으로 치환되거나, F 잔기 중 하나 이상이 K, A 또는 L 잔기 중 임의의 것으로 치환되거나, A 잔기 중

하나  이상이  K,  F  또는  L  잔기  중  임의의  것으로  치환된  KFAKFAKKFAKFAKK,  KFAKFAKKFAKFAKKF,

KFAKFAKKFAKFAKKFA,  KFAKFAKKFAKFAKKFAK,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKF  및 KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA(SEQ ID NOs.:1-6)로

부터 선택된 펩티드를 포함하는 L-아미노산 또는 D-아미노산 서열을 포함하거나 이들로 구성된 용해 도메인에

연결된, 표적에 결합하는 항체(또는 이의 단편)을 포함하거나 이로 구성된다.  또 다른 구체예에서, 폴리펩티드

컨쥬게이트는,  예를  들어,  KFAKFAKKFAKFAKK,  KFAKFAKKFAKFAKKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFA,  KFAKFAKKFAKFAKKFAK,

KFAKFAKKFAKFAKKFAKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA  및 KFAKFAKKFAKFAKKFAKFAKKFAKFAK(SEQ  ID  NOs.:1-7)로부터 선택

된  L-아미노산  또는  D-아미노산  서열,  또는  K  잔기  중  하나  이상이  F  또는  L  잔기  중  임의의  것으로

치환되거나, F 잔기 중 하나 이상이 K, A 또는 L 잔기 중 임의의 것으로 치환되거나, A 잔기 중 하나 이상이 K,

F  또는  L  잔기  중  임의의  것으로  치환된  KFAKFAKKFAKFAKK,  KFAKFAKKFAKFAKKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFA,

KFAKFAKKFAKFAKKFAK, KFAKFAKKFAKFAKKFAKF 및 KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA(SEQ ID NOs.:1-6)로부터 선택된 펩티드를

포함하는 서열을 포함하거나 이들로 구성된 용해 도메인에 연결된, 표적에 결합하는 항체 또는 이의 단편의 중

쇄(H) 및/또는 경쇄(L)를 포함하거나 이로 구성된다.

더욱  특정한  구체예에서,  항체  또는  폴리펩티드  컨쥬게이트는  KFAKFAKKFAKFAKK,  KFAKFAKKFAKFAKKF,[0012]

KFAKFAKKFAKFAKKFA,  KFAKFAKKFAKFAKKFAK,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA  및

KFAKFAKKFAKFAKKFAKFAKKFAKFAK(SEQ ID NOs.:1-7)로부터 선택된 L-아미노산 또는 D-아미노산 서열, 또는 K 잔기
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중 하나 이상이 F 또는 L 잔기 중 임의의 것으로 치환되거나, F 잔기 중 하나 이상이 K, A 또는 L 잔기 중 임의

의 것으로 치환되거나, A 잔기 중 하나 이상이 K, F 또는 L 잔기 중 임의의 것으로 치환된 KFAKFAKKFAKFAKK,

KFAKFAKKFAKFAKKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFA,  KFAKFAKKFAKFAKKFAK,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKF  및

KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA(SEQ ID NOs.:1-6)로부터 선택된 펩티드를 포함하는 서열을 포함하거나 이들로 구성된 용

해  도메인에  연결된,  Her2/neu에  결합하는  항체(또는  이의  단편)  또는  항체(예를  들어,  트라스투주맙

(trastuzumab) 또는 퍼투주맙(pertuzumab)) 또는 이의 단편(트라스투주맙 또는 퍼투주맙 단편)의 중쇄(H) 및/또

는 경쇄(L)를 포함한다.

본 발명에 따르면, 표적에 결합하는 항체(또는 이의 단편) 또는 항체 또는 이의 단편의 중쇄(H) 및/또는 경쇄[0013]

(L), 및 제 2의 도메인을 포함하거나 이들로 구성된 분리되고 정제된 컨쥬게이트가 또한 제공된다.  다양한 구

체예에서,  제  2의  도메인은  용해  도메인  KFAKFAKKFAKFAKK,  KFAKFAKKFAKFAKKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFA,

KFAKFAKKFAKFAKKFAK, KFAKFAKKFAKFAKKFAKF 또는 KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA(SEQ ID NOs.:1-7)를 포함하거나 이들로

구성된다.  추가 구체예에서, 제 2의 도메인은 K 잔기 중 하나 이상이 F 또는 L 잔기 중 임의의 것으로 치환되

거나, F 잔기 중 하나 이상이 K, A 또는 L 잔기 중 임의의 것으로 치환되거나, A 잔기 중 하나 이상이 K, F 또

는  L  잔기  중  임의의  것으로  치환된  KFAKFAKKFAKFAKK,  KFAKFAKKFAKFAKKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFA,

KFAKFAKKFAKFAKKFAK, KFAKFAKKFAKFAKKFAKF 또는 KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA(SEQ ID NOs.:1-6)를 포함하거나 이들로

구성된다.

본 발명에 따르면, 하나 이상의 용해 도메인을 포함하는 폴리펩티드가 추가로 제공된다.  다양한 구체예에서,[0014]

폴리펩티드는 1) 항체 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단에 연결된 용해 도메인; 2) 항체 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단

에 연결된 용해 도메인; 3) 항체 중쇄(H)의 카르복시(C)-말단에 연결된 용해 도메인; 또는 4) 항체 경쇄(L)의

카르복시(C)-말단에 연결된 용해 도메인을 포함하거나 이들로 구성된다.  추가의 다양한 구체예에서, 폴리펩티

드는 1) 항체 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단에 연결된 용해 도메인 및 카르복시(C)-말단에 연결된 용해 도메인;

또는 2) 항체 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단에 연결된 용해 도메인 및 카르복시(C)-말단에 연결된 용해 도메인을

포함하거나 이들로 구성된다.

표적의 특정한 비제한적인 예는 아미노산 서열(예를 들어, 폴리펩티드, 펩티드, 단백질), 다당류, 올리고당류,[0015]

탄수화물, 및 지질을 포함한다.  표적의 특정한 비제한적인 부류는 수용체 및 항원을 포함한다.

표적은 호르몬, 성장 인자, 분화의 클러스터(집합적으로 CD 분자 또는 CD 마커로 공지됨), 호르몬 및 성장 인자[0016]

유사체, 및 호르몬, 호르몬 유사체, 성장 인자, 성장 인자 유사체의 단편, 및 성장 인자 및 유사체의 단편을 포

함하는 항원,  수용체 또는 리간드에 결합하는 수용체를 포함한다.   수용체 표적의 특정한 비제한적인 예는

Her2/neu(ErbB-2로도 공지된 인간 표피 성장 인자 수용체 2), 황체형성 호르몬 분비 호르몬 수용체(LHRH-R), 표

피 성장 인자(EGF) 수용체, 폴레이트, 및 성장 호르몬(GH) 수용체를 포함한다.  CD 도메인의 특정한 비제한적인

예는 CD19,  CD20,  CD22,  CD23,  CD27,  CD28,  CD30,  CD31,  CD33,  CD34,  CD40,  CD52,  CD56,  CD70,   CD123,

CD138, 또는 CD154, 및 기타 CD 도메인을 포함한다.

항원 표적은 바이러스, 박테리아, 진균 및 기생충 항원을 포함한다.  항원 표적은 또한 종양 관련 항원(TAA)을[0017]

포함한다.

항원은 2개의 중쇄(H) 및 2개의 경쇄(L) 뿐만 아니라 항체 단편을 포함한다.  항체의 중쇄(H) 및/또는 경쇄(L)[0018]

또는 중쇄(H) 또는 경쇄(L)의 단편을 포함하거나 이들로 구성된 폴리펩티드는 단일한 H 또는 L 사슬 또는 단일

한 H 또는 L 사슬 단편, 또는 복수(2, 3, 4개 또는 그 초과)의 중쇄(H) 및/또는 경쇄(L), 또는 복수의 중쇄(H)

및/또는 경쇄(L)의 단편을 포함할 수 있다.  항체 또는 단편의 중쇄(H) 및/또는 경쇄(L)를 포함하는 폴리펩티드

는 2개의 중쇄(H) 및 2개의 경쇄(L)를 포함할 수 있으나, 이들을 필요로 하지는 않으며, 따라서 본원에 기재된

폴리펩티드 컨쥬게이트는 2개의 중쇄(H) 및 2개의 경쇄(L)를 포함하는 자연 항체를 배제할 수 있다.

항체  또는  이의  단편은  올리고머(더  높은  차수  또는  원자가)  형태,  예를  들어,  삼합체,  사합체,  오합체,[0019]

육합체, 칠합체 등과 함께 다른 항체, 이의 단편, 중쇄(H), 경쇄(L), 또는 항체 중쇄(H) 또는 경쇄(L)와 다른

폴리펩티드 서열일 수 있다.  항체는 모노클로날 항체 및 모노클로날 항체의 단편을 포함한다.  항체는 포유동

물, 인간, 인간화, 영장류화 및 키메라 서열을 포함한다.

아미노산 서열(예를 들어, 폴리펩티드, 펩티드, 단백질, 항체, 중쇄(H), 경쇄(L), 용해 도메인 등)은 자연(L-)[0020]

또는 비-자연(예를 들어, L-) 아미노산을 포함하거나 이들로 구성된다.  특정 양태에서, 아미노산 서열은 약 2

내지 10개, 10 내지 14개, 15 내지 20개(즉, 15, 16, 17, 18, 19 또는 20개의 아미노산), 10 내지 20개, 20 내
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지 30개, 30 내지 40개, 40 내지 50개, 60 내지 70개, 70 내지 80개, 80 내지 90개, 90 내지 100개, 100 내지

125개, 125 내지 150개, 150 내지 175개, 175 내지 200개, 200 내지 250개, 250 내지 300개, 또는 그 초과의

아미노산 잔기를 갖는다.  전장 항체 중쇄(H) 및 경쇄(L)는 통상적으로 90 내지 130개의 아미노산 길이이나, 더

짧을 수 있고, 예를 들어, 프레임워크 영역을 갖거나 갖지 않는 1, 2, 또는 3개의 상보성 결정 영역(CDR)을 포

함하는 가변 중쇄(H), 또는 경쇄(L) 서열을 포함한다.  용해 도메인은 통상적으로 10 내지 14개, 15 내지 20개

(즉, 15, 16, 17, 18, 19 또는 20개의 아미노산), 10 내지 20개, 20 내지 30개, 30 내지 40개, 또는 40 내지

50개이나, 임의로 더 길거나(50개 또는 그 초과), 더 짧을(10개 미만) 수 있다.  아미노산 서열은 선형 또는 고

리형 구조를 포함할 수 있거나, 이로 구성될 수 있다.

용해 도메인을 포함하는 컨쥬게이트는 항체(또는 이의 단편) 또는 항체의 중쇄(H) 또는 경쇄(L)의 임의의 위치[0021]

에서 용해 도메인을 가질 수 있다.  따라서, 용해 도메인은 항체(또는 이의 단편) 또는 항체의 중쇄(H) 또는 경

쇄(L)의 임의의 아미노산 위치(아미노산 잔기)에 위치될 수 있다.  또한, 컨쥬게이트는 다수의 용해 도메인을

포함할 수 있다.  따라서, 중쇄(H) 또는 경쇄(L) 용해 도메인에 연결된 하나 이상(예를 들어, 2, 3, 4, 5, 6,

7, 8개 또는 그 초과)의 용해 도메인이 본 발명의 컨쥬게이트에 포함될 수 있다.

용해 도메인은 또한 폴리펩티드 서열의 C-말단, NH2-말단, 또는 C-말단 및 NH2-말단 둘 모두에 위치될 수 있다.[0022]

특정 구체예에서, 컨쥬게이트는 항체(또는 이의 단편) 중쇄(H) 또는 경쇄(L)의 NH2-말단 또는 C-말단, 또는 중

쇄(H) 또는 경쇄(L) 중 어느 하나(또는 둘 모두)에 위치된 용해 도메인을 갖는다.  특정 양태에서, 용해 도메인

은 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단에 연결되거나,  중쇄(H)의 카르복시(C)-말단에 연결되고,  용해 도메인은 경쇄

(L)의 아미노(NH2)-말단에 연결되거나, 경쇄(L)의 카르복시(C)-말단에 연결된다.  복수의 용해 도메인과의 컨쥬

게이트에서, 상기 도메인은 중쇄(H) 또는 경쇄(L), 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단, 중쇄(H)의 카르복시(C)-말단,

경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단, 또는 경쇄(L)의 카르복시(C)-말단에 연결될 수 있다.  더욱 특정한 양태에서, 복

수의 용해 도메인 중 적어도 하나는 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단에 연결되고, 적어도 하나는 경쇄(L)의 아미노

(NH2)-말단에 연결되고; 용해 도메인 중 적어도 하나는 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단에 연결되고, 용해 도메인 중

적어도 하나는 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단에 연결되고, 용해 도메인 중 적어도 하나는 중쇄(H)의 카르복시(C)-

말단에 연결되거나, 경쇄(L)의 카르복시(C)-말단에 연결되고; 복수의 용해 도메인 중 적어도 하나는 중쇄(H)의

아미노(NH2)-말단에 연결되고, 용해 도메인 중 적어도 하나는 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단에 연결되고, 용해 도

메인 중 적어도 하나는 중쇄(H)의 카르복시(C)-말단에 연결되고, 용해 도메인 중 적어도 하나는 경쇄(L)의 카르

복시(C)-말단에 연결된다.

컨쥬게이트가 복수의 용해 도메인을 포함하는 구체예에서, 용해 도메인은 동일한 아미노산 서열을 갖거나, 상이[0023]

한 아미노산 서열을 갖는다.  따라서, 컨쥬게이트는 2, 3, 4, 5, 6, 7개의 용해 도메인 등을 포함할 수 있고,

이중 일부 또는 전부는 서로 동일하거나 상이할 수 있다.

특정 구체예에서, 용해 도메인은, 예를 들어, 공유(예를 들어, 펩티드 또는 비펩티드) 결합에 의해 중쇄(H) 또[0024]

는 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단 또는 카르복시(C)-말단의 마지막 아미노산 바로 뒤의 중쇄(H) 또는 경쇄(L)에

연결됨으로써 용해 도메인과 중쇄(H) 또는 경쇄(L) 사이에서 연속적 아미노산 서열을 형성한다.  추가 구체예에

서, 항체, 중쇄(H) 및 경쇄(L) 및 용해 도메인은 펩티드 또는 비-펩티드 링커 또는 스페이서에 의해 연결될 수

있다.  특정 양태에서, 항체, 중쇄(H) 및 경쇄(L) 및 용해 도메인 및 용해 도메인은 약 1 내지 25개의 아미노산

잔기를 갖는 펩티드 서열에 의해 연결되거나, 선형 탄소 사슬, 예를 들어, CN (여기서, N=1-100개의 탄소 원자,

예를 들어, C, CC, CCC, CCCC, CCCCC, CCCCCC, CCCCCCC, CCCCCCCC 등)에 의해 연결된다.  더욱 특정한 양태에

서, 항체, 중쇄(H) 및 경쇄(L) 및 용해 도메인 및 용해 도메인은 하나 이상의 A, S 또는 G 아미노산 잔기를 포

함하거나 이로 구성되는 펩티드 서열(예를 들어, GSGGS(SEQ ID No.:8), ASAAS(SEQ ID No.:9), GS, AF, FK, VK,

FFK,  FA,  GSGRSA(SEQ  ID  NO.:10),  RVRRSV(SEQ  ID  NO.:11),  SS,  Cit-V(Cit  =  시트룰린

(H2NC(O)NH(CH2)3CH(NH2)CO2H); Val = 발린), F-Cit(F=페닐알라닌, Cit = 시트룰린)을 포함하거나 이로 구성되는

펩티드 서열)에 의해 연결된다.

컨쥬게이트는  추가(예를  들어,  비-용해)  도메인을  추가로  포함하거나  이로  구성된다.   따라서,  다양한[0025]

양태에서, 컨쥬게이트는 컨쥬게이트에 포함된 하나 이상(또는 전부)의 용해 도메인과 다를 수 있는 제 2, 제 3,

제 4, 제 5, 제 6, 제 7의 도메인 등을 포함한다.
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컨쥬게이트는 분리된 형태 및/또는 정제된 형태를 포함하거나 이로 구성된다.  컨쥬게이트는 또한 제형 또는 혼[0026]

합물을 포함하거나 이로 구성된다.  이러한 제형 및 혼합물은 컨쥬게이트 및 대상체에서 사용하거나, 대상체로

투여하거나, 대상체와 생체내 접촉시키기에 적절한 약학적으로 허용되는 담체 또는 부형제의 혼합물 또는 컨쥬

게이트 및 항-세포 증식 또는 면역자극제의 혼합물과 같은 조성물을 포함한다.

컨쥬게이트는 단위 투여 형태, 예를 들어, 대상체에 사용하거나 대상체에 투여하기 위한 단위 투여 형태를 포함[0027]

하거나 이로 구성된다.  일 구체예에서, 컨쥬게이트는 요망되지 않는 세포 증식 또는 과증식 장애를 갖는 대상

체에 투여하거나 상기 대상체를 치료하기에 효과적인 양의 단위 투여 형태이다.  또 다른 구체예에서, 컨쥬게이

트는 신생물, 종양 또는 암을 갖는 대상체에 투여하거나 상기 대상체를 치료하기에 효과적인 양의 단위 투여 형

태이다.  추가의 구체예에서, 컨쥬게이트는 대상체에 투여하거나 상기 대상체의 생식능력을 감소시키기에 효과

적인 양의 단위 투여 형태이다.

컨쥬게이트는 임의로 본 발명의 방법을 실시하거나 본 발명에서 사용하기 위한 설명서와 함께 키트 내에 포함될[0028]

수 있다.  일 구체예에서, 키트는 세포의 증식을 감소시키거나 억제하거나, 과증식 세포의 증식을 감소시키거나

억제하거나, 신생물, 종양 또는 암 세포의 증식을 감소시키거나 억제하거나, 과증식 장애를 갖는 대상체를 치료

하거나, 신생물, 종양 또는 암을 갖는 대상체를 치료하거나, 동물의 생식능력을 감소시키기 위한 컨쥬게이트 및

설명서를 포함한다.

컨쥬게이트를 인코딩하는 핵산이 또한 제공된다.  다양한 구체예에서, 핵산 서열은 항체 또는 폴리펩티드 컨쥬[0029]

게이트의 1) 항체 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단에 연결된 용해 도메인; 2) 항체 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단에 연

결된 용해 도메인; 3) 항체 중쇄(H)의 카르복시(C)-말단에 연결된 용해 도메인; 또는 4) 항체 경쇄(L)의 카르복

시(C)-말단에 연결된 용해 도메인을 인코딩한다.  또 다른 구체예에서, 핵산 서열은 항체 또는 폴리펩티드 컨쥬

게이트의 1) 항체 중쇄(H)의 아미노(NH2)-말단에 연결된 용해 도메인 및 카르복시(C)-말단에 연결된 용해 도메

인; 2) 항체 경쇄(L)의 아미노(NH2)-말단에 연결된 용해 도메인 및 카르복시(C)-말단에 연결된 용해 도메인을

인코딩한다.

핵산은 벡터, 예를 들어, 세포 내에서 발현되는 경우 컨쥬게이트를 인코딩하는 발현 벡터에 포함될 수 있다.[0030]

숙주 세포는 벡터 내의 핵산(예를 들어, 컨쥬게이트의 전부 또는 일부, 예를 들어, 용해 도메인에 연결된 중쇄

(H) 및/또는 경쇄(L) 서열)으로 형질전환될 수 있어, 상기 세포는 상기 핵산에 의해 인코딩된 컨쥬게이트를 발

현한다.

본원에 개시된 바와 같이, 표적은 세포 내 또는 세포 상에서 발현될 수 있다.  컨쥬게이트가 결합하는 표적을[0031]

발현하는 세포가 본 발명의 컨쥬게이트에 의한 결합에 대해 표적화될 수 있다.  따라서, 상기 세포는 상기 세포

에 의해 발현된 표적에 결합하는 컨쥬게이트를 선택함으로써 선택적으로 표적화될 수 있다.

비제한적 표적 발현 세포는, 예를 들어, 과증식 세포를 포함한다.  표적을 발현하는 추가 세포는, 예를 들어,[0032]

유방, 난소, 자궁, 자궁경부, 복부, 폐, 위, 결장, 방광, 아교, 피부(예를 들어, 멜라닌세포), 혈액 및 자궁내

막 세포를 포함한다.

컨쥬게이트는 특히 세포의 증식을 감소시키거나 억제하고, 세포 증식을 감소시키거나 억제하고, 과증식 세포의[0033]

증식을 감소시키거나 억제하고, 신생물, 종양, 암 또는 악성종양 세포의 증식을 감소시키거나 억제하고, 과증식

세포 또는 과증식 장애과 같은 요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식을 치료하는데 유용하다.  과증식 장애의

비제한적인 예는 양성 과다형성, 비-전이성 및 전이성 신생물, 암 종양 및 악성종양을 포함한다.

본 발명에 따르면, 세포의 증식을 감소시키거나 억제하는 방법; 세포 증식을 감소시키거나 억제하는 방법; 과증[0034]

식 세포의 증식을 감소시키거나 억제하는 방법; 및 신생물, 종양, 암 또는 악성종양 세포의 증식을 감소시키거

나 억제하는 방법이 추가로 제공된다.  다양한 구체예에서, 상기 방법은 세포의 증식을 감소시키거나 억제하기

에 충분한 양의 컨쥬게이트와 세포를 접촉시키고; 세포 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 컨쥬게이

트와 세포를 접촉시키고; 과증식 세포의 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 컨쥬게이트와 세포를 접

촉시키고; 신생물, 종양, 암 또는 악성종양 세포의 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 컨쥬게이트와

세포를 접촉시키는 것을 포함한다.

본 발명에 따르면, 컨쥬게이트가 결합하는 표적을 발현하는 세포의 증식을 선택적으로 감소시키거나 억제하고;[0035]

컨쥬게이트가 결합하는 표적을 발현하는 과증식 세포의 증식을 선택적으로 감소시키거나 억제하고; 컨쥬게이트

가 결합하는 표적을 발현하는 신생물, 종양, 암 또는 악성종양의 증식을 선택적으로 감소시키거나 억제하는 방
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법이 또한 제공된다.  다양한 구체예에서, 상기 방법은 세포의 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 컨

쥬게이트와 표적 발현 세포를 접촉시키고; 과증식 세포의 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 컨쥬게

이트와 표적 발현 세포를 접촉시키고; 신생물, 종양, 암 또는 악성종양 세포의 증식을 감소시키거나 억제하기에

충분한 양의 컨쥬게이트와 표적 발현 세포를 접촉시키는 것을 포함하며, 상기 컨쥬게이트는 세포에 의해 발현된

표적에 결합한다.

본 발명의 용도 및 방법에 따라 표적화되는 예시적 세포는 임의의 요망되는 표적을 발현하는 세포를 포함한다.[0036]

따라서, 상기 비제한적인 세포는, 예를 들어, 유방, 난소, 자궁, 자궁경부, 복부, 폐, 위, 결장, 방광, 아교,

피부(예를 들어, 멜라라닌세포), 혈액 및 자궁내막 세포를 포함한다.  더욱 특정한 비제한적인 세포는 수용체,

예를 들어, Her2/neu, 항원(예를 들어, 종양 관련 항원) 또는 분화 도메인(CD)의 클러스터를 발현한다.

수행된 방법은 특히 세포, 예를 들어, 과증식 세포 또는 요망되지 않게 증식하는 세포의 증식, 생존, 분화, 사[0037]

멸, 또는 활성을 억제하거나, 감소시키거나, 예방할 필요가 있는 대상체에 투여하거나 접촉시키는 것을 포함한

다.  예시적 대상체는 요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식을 갖거나 가질 위험이 있는 대상체; 및 양성 과다

형성, 또는 비-전이성 또는 전이성 신생물, 암, 종양 또는 악성종양(예를 들어, 유방, 난소, 자궁, 자궁경부,

복부, 폐, 위, 결장, 방광, 아교, 피부(예를 들어, 멜라닌세포), 혈액 또는 자궁내막 세포 중 어느 하나에서의

고형 또는 액형 종양)을 갖거나, 가질 위험이 있는 대상체를 포함한다.

본 발명에 따르면, 과증식 장애를 갖는 대상체를 치료하는 용도 및 방법, 및 신생물, 종양, 암 또는 악성종양[0038]

(전이성, 비-전이성 또는 양성)을 갖는 대상체를 치료하는 용도 및 방법이 추가로 제공된다.  다양한 구체예에

서, 상기 용도 또는 방법은 과증식 장애를 치료하기에 충분한 컨쥬게이트의 양을 대상체에 투여하고; 신생물,

종양, 암 또는 악성종양의 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 컨쥬게이트의 양을 대상체에 투여하는 것을

포함한다.

상기 방법 및 용도는 전이를 갖거나 전이를 가질 위험이 있는 대상체를 치료하는 것을 포함한다.  컨쥬게이트의[0039]

양은 종양, 암 또는 신생물의 대상체 내의 다른 부위, 위치 또는 영역으로의 확산 또는 파종을 감소시키거나 억

제하는데 효과적이다.  다양한 구체예에서, 상기 방법 및 용도는 원발성 종양 또는 암의 하나 이상의 다른 부위

로의 전이, 하나 이상의 다른 부위, 위치 또는 영역에서 전이의 형성 또는 확립을 감소시키거나 억제함으로써

종양 또는 암의 재발 또는 종양 또는 암의 진행을 감소시키거나 억제한다.  추가의 구체예에서, 상기 방법 또는

용도는 전이를 발생시키거나 전이를 잠재적으로 발생시키는 종양 또는 암세포(예를 들어, 파종된 종양 세포)의

성장, 증식, 이동성 또는 침습성을 감소시키거나 억제하거나; 원발성 종양 또는 암으로부터 원발성 종양 또는

암과 별개인 하나 이상의 다른 부위, 위치 또는 영역으로 발생하는 전이의 형성 또는 확립을 감소시키거나 억제

하거나; 전이가 형성되거나 확립된 후 원발성 종양 또는 암과 별개인 하나 이상의 다른 부위, 위치 또는 영역에

서 전이의 성장 또는 증식을 감소시키거나 억제하거나; 전이가 형성되거나 확립된 후 추가 전이의 형성 또는 확

립을 감소시키거나 억제한다.  또 다른 구체예에서, 상기 방법 또는 용도는 신생물, 종양, 암 또는 악성종양의

재발 또는 진행을 감소시키거나 억제한다.

본 발명에 따르면, 신생물, 종양, 암 또는 악성종양의 다른 부위로의 전이를 감소시키거나 억제하는 방법 및 용[0040]

도, 또는 원발성 신생물, 종양, 암 또는 악성종양으로부터 원위에 있는 다른 부위에서 전이성 신생물, 종양, 암

또는 악성종양의 형성 또는 확립을 감소시키거나 억제하는 방법이 또한 추가로 제공된다.  다양한 구체예에서,

상기 방법은 신생물, 종양, 암 또는 악성종양의 다른 부위로의 전이, 또는 원발성 신생물, 종양, 암 또는 악성

종양으로부터 원위에 있는 다른 부위에서 전이성 신생물, 종양, 암 또는 악성종양의 형성 또는 확립을 감소시키

거나 억제하기에 충분한 양의 컨쥬게이트를 대상체에게 투여하는 것을 포함한다.

따라서, 본 발명에 따라 치료가능한 신생물, 종양, 암 및 악성종양은 전이성, 및 비-전이성 또는 양성 형태를[0041]

포함한다.  비제한적인 예로 고형 세포 덩어리, 조혈 세포, 또는 암종, 육종(예를 들어, 림프육종, 지방육종,

뼈육종, 연골육종, 평활근육종, 횡문근육종 또는 섬유육종), 림프종, 백혈병, 샘종, 샘암종, 흑색종, 신경아교

종, 아교모세포종, 수막종, 신경모세포종, 망막모세포종, 별아교세포종, 핍지세포종, 중피종, 그물내피, 림프

또는 조혈(예를 들어, 골수종, 림프종 또는 백혈병) 신생물, 종양, 암 또는 악성종양을 포함한다.

본 발명에 따라 치료가능한 신생물, 종양, 암 및 악성종양은 폐(소세포폐암 또는 비소세포폐암), 갑상샘, 두경[0042]

부, 코인두, 인후, 코 또는 굴, 뇌, 척추, 부신, 뇌하수체, 유방, 난소, 자궁, 자궁경부, 위장(구강, 식도, 위,

십이지장,  회장,  공장(소장),  결장,  직장),  폐,  비뇨생식관(자궁,  난소,  자궁경부,  자궁내막,  방광,  고환,

음경, 전립선), 아교, 혈액, 자궁내막, 림프, 혈액, 근육, 피부(예를 들어, 멜라닌세포) 또는 피부 세포, 신장,

췌장, 간, 뼈, 골수, 윌름즈 종양, 담관, B-ALL(B-세포 림프모구 백혈병), 줄기 세포, 또는 혈액 신생물, 종양,
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암, 또는 악성종양에 존재할 수 있거나, 이들에 침범할 수 있다.

상기 방법 및 용도는, 예를 들어, 다른 요법(예를 들어, 외과적 절제, 화학요법, 면역요법, 방사선요법, 열 요[0043]

법, 예방접종 등)에 대한 후보가 아닌 대상체에서 단독으로 실시될 수 있다.  상기 방법 및 용도는 또한 다른

치료 또는 요법(예를 들어, 외과적 절제, 방사선요법, 이온화 또는 화학 방사선 요법, 화학요법, 면역요법, 국

소 또는 국부 열(고열) 요법, 또는 예방접종)과 함께 실시될 수 있다.  상기 치료 또는 요법은 컨쥬게이트의 투

여 전, 투여와 동시에(별개로 또는 혼합하여), 또는 투여 후에 제공될 수 있다.  한 구체예에서, 상기 방법 또

는  용도는  항-세포  증식,  항-신생물,  항-종양,  항-암  또는  면역-증강  치료  또는  요법을  제공하는  것을

포함한다.  추가 구체예에서, 상기 방법 또는 용도는 알킬화제, 항-대사물, 식물 추출물, 식물 알칼로이드, 니

트로소우레아, 호르몬, 뉴클레오시드 또는 뉴클레오티드 유사체; 사이클로포스파미드(cyclophosphamide), 아자

티오프린(azathioprine), 사이클로스포린 A(cyclosporin A), 프레드니솔론(prednisolone), 멜팔란(melphalan),

클로람부실(chlorambucil),  메클로르에타민(mechlorethamine),  부술판(busulphan),  메토트렉세이트

(methotrexate),  6-머캅토퓨린(6-mercaptopurine),  티오구아닌(thioguanine),  5-플루오로우라실(5-

fluorouracil), 시토신 아라비노시드(cytosine arabinoside), 5-아자시티딘(5-azacytidine)(5-AZC) 및 5-아자

시티딘 관련 화합물, 블레오마이신(bleomycin), 액티노마이신 D(actinomycin D), 미트라마이신(mithramycin),

미토마이신 C(mitomycin C), 카르무스틴(carmustine), 로무스틴(lomustine), 세무스틴(semustine), 스트렙토조

토신(streptozotocin),  하이드록시우레아(hydroxyurea),  시스플라틴(cisplatin),  카르보플라틴(carboplatin),

옥시플라틴(oxiplatin),  미토탄(mitotane),  프로카르바진(procarbazine),  다카르바진(dacarbazine),  탁산

(taxane)(예를  들어,  탁솔(taxol)  또는  파클리탁셀(paclitaxel)),  빈블라스틴(vinblastine),  빈크리스틴

(vincristine), 독소루비신(doxorubicin) 또는 디브로모만니톨(dibromomannitol), 국소이성화효소 억제제(이리

노테칸(irinotecan),  토포테칸(topotecan),  에토포시드(etoposide),  테니포시드(teniposide)),  젬시타빈

(gemcitabine), 페메트렉세드(pemetrexed) 등을 투여하는 것을 포함한다.

세포 또는 면역요법은 림프구, 형질 세포, 대식세포, 수지상 세포, T-세포, NK 세포 또는 B-세포; 항체, 세포[0044]

성장 인자, 세포 생존 인자, 세포 분화 인자, 사이토카인 또는 케모카인을 포함한다.  본 발명의 조성물, 방법

또는 용도에서 컨쥬게이트와 함께 적용가능한 추가 작용제는 표적화된 약물 또는 생물학적 약제, 예를 들어, 항

체(모노클로날) 또는 수분자를 포함한다.

본 발명의 방법은 대상체에 이점을 제공하는 것을 포함한다.  특정 구체예에서, 치료 방법은 신생물, 종양, 암[0045]

또는 악성종양 세포 질량, 부피, 크기 또는 세포의 수의 부분적 또는 완전한 파괴, 신생물, 종양, 암 또는 악성

종양 세포 괴사, 용해 또는 아폽토시스의 자극, 유도 또는 증가, 신생물, 종양, 암 또는 악성종양 부피 크기,

세포 질량의 감소, 신생물, 종양, 암 또는 악성종양 부피, 질량, 크기 또는 세포 수의 진행 또는 증가의 억제

또는 예방, 또는 수명의 연장을 발생시키거나; 신생물, 종양, 암 또는 악성종양과 관련되거나 이에 의해 야기된

유해한 증상 또는 합병증의 중증도, 기간 또는 빈도를 감소시키거나 저하시키거나; 동통, 불쾌, 구역, 쇠약 또

는 기면을 감소시키거나 저하시키거나; 증가된 에너지, 식욕, 개선된 움직임 또는 심리적 웰빙을 발생시킨다.

본 발명에 방법에 따라 치료가능한 대상체는 포유동물을 포함한다.  특정 구체예에서, 대상체는 인간이다.[0046]

도면의 간단한 설명

도면의 설명[0047]

도 1A 및 1B는 48시간 후에 결정된 Her2-neu 수용체 양성 A) 유방(SKBR-3); 및 B) 난소(SKOV-3) 암 세포주에

대한 재조합 scFv-CH3(네이키드 항체), scFv-CH3 -GS-Phor18 및 scFv-CH3-GS-(KLAKLAK)2KLAK(SEQ ID NO.:74)의

세포독성을 도시한다.

도 2A 및 2B는 염수 주사된 마우스와 비교한 SKOV-3 이종이식 마우스에서의 64일의 연구 기간 동안 네이키드 모

노클로날 항체(MAb), A) MAb-Phor18 및 B) 재조합 scFv-CH3 네이키드 항체 및 scFv-CH3-Phor18 컨쥬게이트로 처

리된 마우스로부터의 중간 종양 부피를 도시한다.

도 3은 염수 주사된 마우스와 비교한 SKOV-3 이종이식 마우스에서 64일에서 MAb(네이키드), MAb-Phor18 및 재조

합  scFv-CH3  네이키드  항체  및  scFv-CH3-Phor18  컨쥬게이트로  처리된  마우스로부터의  평균  종양  중량을

도시한다.

도 4는 염수 주사된 마우스와 비교한 SKOV-3  이종이식 마우스에서 64일의 연구 기간 동안의 MAb(네이키드),
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MAb-Phor18 및 재조합 scFv-CH3 네이키드 항체 및 scFv-CH3-Phor18 컨쥬게이트로 처리된 마우스로부터의 평균

체중을 도시한다.

도 5는 ADC 중쇄(H) 및 경쇄(L) 발현에 사용된 pCMVTnT 발현 벡터(Promega)를 도시한다.

도 6은 생성된 ADC의 항-Phor18  면역블롯을 도시한다: H1L1(IgG1),  H3L1(CH3-Phor18-IgG1),  H1L3(CL-Phor18-

IgG1), H2L2(Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1) 및 H1L2(Phor18-VL-Phor18-IgG).

도 7A 및 7B는 생성된 ADC의 품질 분석을 도시한다: 환원된 단백질의 A) 항-Phor18 프로브; 및 B) 항-카파 경쇄

(L) 프로브를 이용한 항 Her2-항체, H1L1(네이키드), H1L3(CL-Phor18-IgG1) 및 H3L1(CH3-Phor18-IgG1).

도  8은  생성된  ADC의  항  IgG  및  항-Phor18  면역블롯을  도시한다:  H1L3(CL-Phor18-IgG1),  H1L2(Phor18-VL-

Phor18-IgG1 및 H2L2(Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1).

도 9는 Daudi 세포에서의 카스파제 3/7 활성에 대한 화학적으로 연결된 전체 항체 CD20 및 항체 CD20-Phor18 컨

쥬게이트의 효과를 도시한다.

도 10A 및 10B는 CD20 발현 Daudi 세포에서의 네이키드 scFv에 비한 재조합적으로 생성된 scFv-Phor18의 시험관

내 활성을 도시한다.  A) 세포막 온전성은 2시간 후에 결정되었고, B) 세포 생활력은 각각의 네이키드 및 컨쥬

게이션된 AB와의 인큐베이션 24시간 후에 결정되었다.  네이키드 scFv는 세포막을 분해시키지 않았거나, 표적

세포를 사멸시키지 않은 반면, scFv-Phor18 컨쥬게이트는 막 분해 및 세포 사멸을 나타내었다.

도 11은 네이키드 scFv 및 scFv-Phor18 컨쥬게이트에 대해 측정된 시험관내 카스파제 3/7 활성화를 도시한다.

scFv-Phor 18은 농도 의존 방식으로 카스파제 3/7 활성을 증가시켰다.  스타우로스포린을 카스파제 활성화에 대

한 대조군으로 제공하였다.  네이키드 scFv는 카스파제를 검출가능하게 활성화시키지 않았다.

도 12는 효모 시스템에서의 트랜스펙션에 사용된 항-CD20 ADC 및 네이키드 항체 발현을 위한 발현 벡터를 예시

한다.

도 13A-13D는 A) 4시간 및 B) 24시간 후의 CD20 양성 Daudi 세포주, 및 C) 4시간 및 D) 24시간 후의 CD20 음성

U937 세포에서의 scFvFc 및 Phor18-VL-scFvFc-CH3-Phor18의 시험관내 활성을 도시한다.

도 14는 항-CD20 ADC 및 네이키드 항체 발현을 위한 발현 벡터를 예시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

상세한 설명[0048]

본 발명은 제 2 용해 도메인에 연결되거나 융합된 표적에 결합하는 부분을 포함하는 컨쥬게이트를 적어도 부분[0049]

적으로 기초로 한다.  통상적인 형태에서, 컨쥬게이트는 제 1 표적 결합 도메인(예를 들어, 항체, 또는 항체의

중쇄(H) 및/또는 경쇄(L)) 및 세포에 직접적 또는 간접적으로 독성이어서 세포 증식 또는 생존을 감소시킬 수

있거나, 세포 죽음, 사멸 또는 아폽토시스를 자극하거나, 유도하거나, 증가시키거나, 향상시킬 수 있는 용해 부

분을 포함하는 제 2 도메인을 포함한다.

본 발명에 따르면, 표적에 결합하는 항체, 또는 항체의 중쇄(H) 및/또는 경쇄(L), 및 제 2 용해 또는 독성 도메[0050]

인을 포함하거나 이들로 구성되는 컨쥬게이트가 제공된다.  한 구체예에서, 컨쥬게이트는 항체 또는 이의 단편

및  펩티드  서열(리신 =  K,  페닐알라닌  =  F  및  알라닌  =  A과  같은  아미노산으로부터 선택됨),  예를  들어,

KFAKFAKKFAKFAKK,  KFAKFAKKFAKFAKKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFA,  KFAKFAKKFAKFAKKFAK,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKF,

KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA 및 KFAKFAKKFAKFAKKFAKFAKKFAKFAK(SEQ ID NO.:1-7)를 포함하는 10-100개의 잔기 L-아미

노산 또는 D-아미노산 서열을 포함하거나 이들로 구성된 용해 도메인을 포함한다.  또 다른 구체예에서, 컨쥬게

이트는  항체의  중쇄(H)  및/또는  경쇄(L)  및  KFAKFAKKFAKFAKK,  KFAKFAKKFAKFAKKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFA,

KFAKFAKKFAKFAKKFAK,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA  및  KFAKFAKKFAKFAKKFAKFAKKFAKFAK(SEQ  ID

NOs.:1-7)로부터 선택된 10-100개의 잔기 L-아미노산 또는 D-아미노산 서열을 포함하거나 이들로 구성된 용해

도메인을 포함한다.

본원에서 사용되는 용어 "컨쥬게이트" 또는 "융합 작제물" 및 이들의 문법적 변형은 작제물이 서로 다르고 통상[0051]

적으로 자연에서 함께 존재하지 않는 2개의 상이한 분자 존재물로부터 유래되거나, 수득되거나, 분리되거나, 이
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들을 기초로 하거나 이후에 모델링되는 부분 또는 구획을 함유하는 것을 의미한다.  즉, 예를 들어, 컨쥬게이트

의 제 1 부분은 항체 또는 항체 단편, 또는 항체의 중쇄(H) 및/또는 경쇄(L)를 포함하거나 이들로 구성되고, 컨

쥬게이트의 제 2 부분은 용해 부분 또는 도메인을 포함하거나 이들로 구성되며, 제 1 및 제 2 부분/도메인 각각

은 구조적으로 다르다.  컨쥬게이트는 "융합 작제물"로 언급될 수 있으며, 상기 컨쥬게이트는 표적에 결합하는

항체 또는 항체 단편, 또는 항체의 중쇄(H) 및/또는 경쇄(L), 및 제 2의 용해 도메인 또는 부분을 포함하거나

이들로 구성된다.

컨쥬게이트의 제 1 도메인 및/또는 제 2 (용해) 도메인은 아미노산 서열(펩티드, 폴리펩티드, 단백질, 렉틴),[0052]

핵산(DNA, RNA) 및 탄수화물(당류, 시알산, 갈락토스, 만노스, 푸코스, 아세틸뉴리민산 등)을 포함하거나 이들

로 구성된다.  용어 "아미노산 서열", "단백질", "폴리펩티드" 및 "펩티드"는 아미드 결합 또는 동등물에 의해

공유적으로 연결된 2개 이상의 아미노산, 또는 "잔기"를 나타내기 위해 본원에서 상호교환적으로 사용된다.  아

미노산 서열은, 예를 들어, 글루타르알데하이드, N-하이드록시숙신이미드 에스테르, 이기능성 말레이미드, 또는

N,N'-디사이클로헥실카르보디이미드(DCC)와 함께 형성된 것을 포함하는 비-자연 및 비-아미드 화학 결합에 의해

연결될 수 있다.  비-아미드 결합은, 예를 들어, 케토메틸렌, 아미노메틸렌, 올레핀, 에테르, 티오에티르 등을

포함한다(예를 들어, 문헌[Spatola in Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides and Proteins,

Vol. 7, pp 267-357 (1983), "Peptide and Backbone Modifications," Marcel Decker, NY] 참조).

컨쥬게이트 또는 융합 작제물의 제 1 및 제 2 (용해) 도메인은 L-아미노산 서열, D-아미노산 서열 및 L-아미노[0053]

산 및 D-아미노산의 혼합물을 갖는 아미노산 서열을 포함한다.  제 1 및 제 2 도메인의 아미노산 서열의 컨쥬게

이트는 선형 또는 고리형 구조일 수 있고, 또 다른 별개의 모이어티(예를 들어, 제 3, 제 4, 제 5, 제 6, 제 7

등의 도메인)에 추가로 컨쥬게이션될 수 있고, 분자내 또는 분자간 이황화 결합을 형성할 수 있고, 또한 동일하

거나 상이한 항체, 중쇄(H), 경쇄(L) 또는 용해 서열을 갖는 다른 컨쥬게이트, 또는 다른 전적으로 다른 분자와

함께 더 높은 차수의 다합체 또는 올리고머(삼합체, 사합체, 오합체, 육합체, 칠합체 등)을 형성할 수 있다.

컨쥬게이트의 예시적 길이는 약 10 내지 15개, 15 내지 20개, 20 내지 25개, 25 내지 50개, 50 내지 100개,[0054]

100 내지 150개, 150 내지 200개, 또는 200 내지 300개 또는 그 초과의 아미노산 잔기 길이이다.  특정 구체예

에서, 제 1 또는 제 2 도메인은 약 1 내지 10개, 10 내지 20개, 15 내지 20개, 20 내지 30개, 30 내지 40개,

40 내지 50개, 60 내지 70개, 70 내지 80개, 80 내지 90개, 90 내지 100개 또는 그 초과의 잔기의 아미노산 서

열을 포함하거나 이들로 구성된다.  더욱 특정한 구체예에서, 용해 도메인은 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,

18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28개, 또는 그 초과의 잔기의 아미노산 서열, 또는 10, 11, 12, 13,

15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 또는 그 초과의 잔기의 아미노산 서열을 포함하거나 이

들로 구성된다.

컨쥬게이트는 표적(예를 들어, 수용체)에 결합하는 제 1 부분의 항체 또는 항체 단편, 또는 항체의 중쇄(H) 및/[0055]

또는 경쇄(L), 및 용해 도메인을 포함하거나 이로 구성되는 제 2 부분을 포함하며, 상기 용해 도메인은 양친매

성 알파-헬릭스를 형성할 수 있다.  양친매성 알파-헬릭스는 알파-헬릭스의 한 측면에 대부분 친수성 아미노산

을 함유하고, 나머지 측면은 대부분 소수성 아미노산을 함유한다.  알파 헬릭스는 3.6개의 잔기마다 완전한 턴

(turn)을 만드므로, 양친매성 알파 헬릭스의 아미노산 서열은 3 내지 4개의 잔기마다 친수성 잔기와 소수성 잔

기가 번갈아 나타난다.  PNNPNNP 반복 패턴 또는 모티프는 양친매성 알파-헬릭스를 형성하는 것으로 예측되며,

여기서 P는 양성으로 하전된 아미노산 잔기이고, N은 중성 아미노산 잔기이다.  PNNPNNP 반복 패턴은 음성으로

하전된 세포막과 상호작용하는 용해 펩티드에 대한 양이온성 결합 부위 및 막 상호작용/침투를 위한 소수성 부

위를 제공한다.  따라서, 컨쥬게이트는 양친매성 알파-헬릭스를 형성할 수 있는 하나 이상의 연속된 PNNPNNP 반

복 패턴 또는 모티프, 또는 하나 이상의 불연속 PNNPNNP 반복 패턴 또는 모티프를 갖는 용해 도메인을 갖는 것

을 포함한다.  예를 들어, 15 또는 18개의 잔기의 아미노산 서열, 예를 들어, KFAKFAKKFAKFAKK(SEQ ID NO.:1)

및 KFAKFAKKFAKFAKKFAK(SEQ ID NO.:4)가 연속 및 불연속 PNNPNNP 반복 모티프를 갖는다.

본원에 개시된 바와 같이, 컨쥬게이트는 표적에 결합하는 항체 및 항체 단편을 포함한다.  "항체"는 임의의 모[0056]

노클로날 또는 폴리클로날 면역글로불린 분자, 예를 들어, IgM, IgG, IgA, IgE, IgD, 및 이의 임의의 서브클래

스를 나타낸다.  IgG에 대한 예시적 서브클래스는 IgG1, IgG2, IgG3 및 IgG4, 예를 들어, 조작된 항체 서브클래

스 및 다양한 당화 패턴을 갖는 재조합 항체이다.

컨쥬게이트는 또한 표적에 결합하는 항체의 중쇄(H) 또는 경쇄(L), 또는 항체의 중쇄(H) 또는 경쇄(L)의 단편을[0057]

포함한다.  상기 컨쥬게이트는 표적에 결합하는 항체의 복수의 중쇄(H) 및/또는 경쇄(L), 또는 항체의 중쇄(H)

및/또는 경쇄(L)의 단편을 가질 수 있다.
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항체 단편, 항체의 중쇄(H) 및/또는 경쇄(L)의 단편은 과가변(표적 결합) 영역, 또는 표적 결합을 제공하기에[0058]

충분한 항체의 중쇄(H) 및/또는 경쇄(L) 내의 상보성 결정 영역(CDR) 또는 프레임워크 영역(FR) 중 어느 하나

또는 전부를 포함한다.  항체 단편의 특정한 비제한적인 예는 Fab, Fab',  F(ab')2, Fv, Fd, 단일쇄 Fv(scFv),

이황화-결합된  Fvs(sdFv),  VL,  VH,  낙타  Ig,  V-NAR,  VHH,  삼중특이적(Fab3),  이중특이적(Fab2),  디아바디

(diabody)((VL-VH)2  또는  (VH-VL)2),  트리아바디(triabody)(3가),  테트라바디(tetrabody)(4가),  미니바디

(minibody)((scFV-CH3)2),  이중특이적  단일쇄  Fv(Bis-scFv),  IgGdeltaCH2,  scFv-Fc,  (scFv)2-Fc,  어피바디

(affibody)(예를  들어,  ZHer2-neu:2,  ZHer2-neu:4  ZHer2-neu:7  ZHer2-neu:8),  앱타머(aptamer),  아비머

(avimer) 또는 나노바디(nanobody)를 포함한다.

항체, 항체의 중쇄(H) 및 경쇄(L), 및 이들의 단편은 세포, 예를 들어, B 세포에 의해 생성되거나 세포, 예를[0059]

들어, B 세포에서 발현되거나, 다른 세포, 예를 들어, CHO 세포에 의해 생성되도록 합성되거나 조작된 것을 포

함한다.  상기 항체, 항체의 중쇄(H) 및 경쇄(L), 및 이들의 단편은 개선된 특징, 예를 들어, 증가된 혈청 안정

성  및/또는  생체내  반감기,  PK  등을  갖는  것을  포함한다(예를  들어,  문헌[Antibody  Engineering  Vol  1,

Konterman R and Duebel S, eds., 2010, Springer, WO 2006/130834 and Horton et al., Cancer Res 68:8049

(2008)]에 기재된 바와 같음).  Fc에서의 비제한적인 돌연변이는, 예를 들어, I253A,  H310A,  H435R,  H435Q,

G236R, L328R, S239D, I332E를 포함한다.  IgG1에서의 비제한적인 돌연변이는 Fc 영역의 잔기 238, 252, 253,

254, 255, 256, 265, 272, 289, 288, 303, 305, 307, 309, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378,

380, 382, 386, 388, 400, 413, 415, 424, 433, 434, 435, 439 및/또는 477에 존재할 수 있다.

항체, 항체의 중쇄(H) 및 경쇄(L), 및 이들의 단편은 표적에 결합한다.  표적의 특정한 비제한적인 예는 아미노[0060]

산 서열(예를 들어, 폴리펩티드, 펩티드, 단백질), 다당류, 올리고당류, 탄수화물, 및 지질을 포함한다.  표적

의 특정한 비제한적인 부류는 수용체 및 항원을 포함한다.  상기 표적은 세포에 의해 또는 세포 상(예를 들어,

세포막 상)에서 발현될 수 있다.

표적은 호르몬, 성장 인자, 호르몬 및 성장 인자 유사체, 및 호르몬, 호르몬 유사체, 성장 인자, 성장 인자 유[0061]

사체의 단편, 및 성장 인자 및 유사체의 단편에 결합하는 수용체를 포함한다.  수용체 표적의 특정한 비제한적

인 예는 Her2/neu(ErbB-2로도 공지된 인간 표피 성장 인자 수용체 2),  황체형성 호르몬 분비 호르몬 수용체

(LHRH-R), 표피 성장 인자 수용체(EGF-R), 폴레이트-, 및 성장 호르몬(GH) 수용체를 포함한다.  수용체 표적의

추가의 특정한 비제한적인 예는 종양 괴사 인자(TNF) 패밀리 일원 수용체(예를 들어, TNF-알파, TNF-베타(림프

독소, LT), TRAIL, Fas, LIGHT, 또는 4-1BB) 또는 온코페토프로테인(oncofetoprotein)(5T4)을 포함한다.  수용

체 표적의 추가의 특정한 비제한적인 예는 면역글로불린-유사 수용체(예를 들어,  CD19,  CD20,  CD22,  CD23,

CD27, CD28, CD30, CD31, CD33, CD34, CD40, CD52, CD56, CD70, CD123, CD138, CD123, CD138, 또는 CD154),

또는 다른 수용체(예를 들어, 호르몬 수용체, 사이토카인 수용체, 성장 인자 수용체, 또는 케모카인 수용체)를

포함한다.

항원 표적은 바이러스, 박테리아, 진균 및 기생충 항원을 포함한다.  항원 표적은 또한 종양 관련 항원(TAA)을[0062]

포함한다.  TAA 표적의 특정한 비제한적인 예는 암배아 항원(CEA), 알파-태아단백질(AFP), 전립선 특이적 항원

(PSA), 전립선 특이적 막 항원(PSMA), CA-125(상피성 난소암), 가용성 인터루킨-2(IL-2) 수용체, RAGE-1, 티로

시나제, MAGE-1,  MAGE-2,  NY-ESO-1,  Melan-A/MART-1,  당단백질(gp) 75,  gp100,  베타-카테닌, PRAME,  MUM-1,

ZFP161, 유비퀼린-1, HOX-B6, YB-1, 오스테오넥틴(Osteonectin), ILF3, IGF-1, 온코페토프로테인, 황체형성 호

르몬 분비 호르몬 수용체(LHRH-R), 성장 호르몬 수용체, 포스파티딜세린, 소포 자극 호르몬 수용체, VGEF 수용

체, 폴레이트 수용체, CD19,  CD20,  CD22,  CD23,  CD27,  CD28,  CD30,  CD31,  CD33,  CD34,  CD40,  CD52,  CD56,

CD70, CD123, CD138, 또는 CD154를 포함한다.

본원에 개시된 바와 같은 수용체, 예를 들어, Her2/neu 또는 CD20은 통상적으로 세포에 의해 발현되거나, 세포[0063]

상(예를 들어, 막 수용체) 또는 세포 내에 존재한다.  수용체, 예를 들어, Her2/neu는 세포막 표면과 회합될 수

있거나, 세포막을 가로지를 수 있다.  CD20은 통상적으로 내재화되지 않고, B 세포 및 B-세포 악성종양의 표면

에서 발현된다.  따라서, 수용체는 세포외, 막횡단 또는 세포질 부분을 함유하는 전장의 온전한 자연 수용체,

뿐만 아니라 이의 트렁케이션된 형태 또는 단편(예를 들어, 수용체의 세포외, 막횡단 또는 세포질 부분 또는 하

위서열,  예를  들어,  단독이거나  조합된  Her2/neu)을  포함한다.   예를  들어,  가용성  수용체,  예를  들어,

Her2/neu에는 통상적으로 막횡단 영역이 결핍되어 있으며, 임의로 또한 자연 세포외 또는 세포질 영역의 전부

또는 일부(자연 수용체에 존재시, 예를 들어, Her2/neu)가 결핍되어 있을 수 있다.  상기 트렁케이션된 형태 및
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단편은 컨쥬게이트에 대한 적어도 부분적인 결합을 보유할 수 있다.

예시적 항체, 중쇄(H), 경쇄(L), 및 이들의 단편은 수용체에 존재하는 에피토프에 결합하는 것을 포함한다.  항[0064]

체, 항체의 중쇄(H) 또는 경쇄(L), 또는 이들의 단편이 결합하는 예시적 Her2/neu 에피토프는 HER-2 (p5-13)

A2, HER-2 (p8-16) A24, HER-2 (p48-56) A2, HER-2 (p63-71) A24, HER-2 (p106-114) A2, HER-2 (p369-377)

A2, A3, A26, HER-2 (p435-443) A2, HER-2 (p654-662) A2, HER-2 (p665-673) A2, HER-2 (p689-697) A2, HER-2

(p754-762) A3, A11, A33, HER-2 (p773-782) A2, HER-2 (p780-788) A24, HER-2 (p785-794) A2, HER-2 (p789-

797) A2, HER-2 (p799-807) A2, HER-2 (p952-961) A2 및 HER-2 (p1023-1032) A2 (Her2/neu 에피토프의 아미노

산 위치 번호는 "p" 뒤에 아라비아 숫자에 의해 언급됨)를 포함한다.

Her2/neu에 결합하는 예시적 항체는 미국 특허 번호 5,821,337호에 기재된 바와 같은 인간화 항-ErbB2 항체[0065]

huMAb4D1-1,  huMAb4D5-1,  huMAb4D5-2,  huMAb4D5-3,  huMAb4D5-4,  huMAb4D5-5,  huMAb4D5-6,  huMAb4D5-7  및

huMAb4D5-8(HERCEPTIN
TM
); 미국 특허 번호 7,097,840호에 기재된 바와 같은 인간화 520C9(WO 93/21319) 및 인간

화 2C4(퍼투주맙) 및 US2009/0285837A1호에 기재된 바와 같은 퍼투주맙 변이체를 포함한다.  Her2/neu에 결합하

는 비제한적인 대표적 항체, 중쇄(H), 경쇄(L), 및 이들의 단편은 표 A에 기재되어 있다.

표 A (SEQ ID NOs.:12-39)[0066]

huMAb4D5-1:[0067]

VL (경쇄):[0068]

[0069]

VH (중쇄):[0070]

[0071]

huMAb4D5-2:[0072]

VL (경쇄):[0073]

[0074]

VH (중쇄): [0075]

[0076]

huMAb4D5-3:[0077]
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VL (경쇄):[0078]

[0079]

VH (중쇄): [0080]

[0081]

huMAb4D5-4:[0082]

VL (경쇄):[0083]

[0084]

VH (중쇄): [0085]

[0086]

huMAb4D5-5:[0087]

VL (경쇄):[0088]

[0089]

VH (중쇄): [0090]

[0091]

huMAb4D5-6:[0092]

공개특허 10-2021-0090298

- 21 -



VL (경쇄):[0093]

[0094]

VH (중쇄):[0095]

[0096]

huMAb4D5-7:[0097]

VL (경쇄):[0098]

[0099]

VH (중쇄): [0100]

[0101]

huMAb4D5-8:[0102]

VL (경쇄):[0103]

[0104]

VH (중쇄): [0105]

[0106]

huMAb4D5:[0107]
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VL (경쇄):[0108]

[0109]

VH (중쇄): [0110]

[0111]

항체 서열 과돌연변이(permutation)(미국 특허 번호 7,435,797호 SQ 1 및 2))[0112]

huMAb4D5:[0113]

VL (경쇄):[0114]

[0115]

VH (중쇄): [0116]

[0117]

huMAb4D5-8 [0118]

(VL에 대해: Q27,  D28,  N30,  T31,  A32,  Y49,  F53,  Y55,  R66  H91,  Y92,  T94;  VH에 대해: W95,  D98,  F100,[0119]

Y100, Y102):

VL (경쇄): 청구항 1 돌연변이[0120]

[0121]

VH (중쇄): [0122]

[0123]

퍼투주맙 서열(US 2010/0015157A1)[0124]
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VL (경쇄):[0125]

[0126]

VH (중쇄): [0127]

[0128]

퍼투주맙 변이체(US2009/0285837 A1)[0129]

VL (경쇄):[0130]

[0131]
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VH (중쇄):[0132]

[0133]

퍼투주맙 서열: 인간화 2C4, 7C2, 7F3, 7D3, 3E8, 4D5, 2H11, 3H4 (미국 특허 번호 7,097,840호)[0134]

VL (경쇄):[0135]

[0136]

VH (중쇄):[0137]

[0138]

다양한  특성을  갖는  추가  항-ErbB2  항체가  문헌[Tagliabue  et  al.  Int.  J.  Cancer  47:933-937  (1991);[0139]

McKenzie et al. Oncogene 4:543 (1989); Maier et al. Cancer Res. 51:5361 (1991); Bacus et al. Molecular
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Carcinogenesis 3:350 (1990); Stancovski et al. PNAS (USA) 88:8691 (1991); Bacus et al. Cancer Research

52:2580  (1992);  Xu  et  al.  Int.  J  Cancer  53:401-408  (1993);  WO  94/00136;  Kasprzyk  et  al.  Cancer

Research 52:2771 (1992); Hancock et al. Cancer Res. 51:4575 (1991); Shawver et al. Cancer Res. 54:1367

(1994); Arteaga et al. Cancer Res. 54:3758 (1994); Harwerth et al. J Biol Chem. 267:15160 (1992); U.S.

Patent No. 5,783,186; 및 Klapper et al. Oncogene 14:2099 (1997)]에 기재되어 있다.  상기 항체, 항체의 중

쇄(H) 및/또는 경쇄(L), 및 이들의 단편을 기초로 한 컨쥬게이트가 본 발명에 포함된다.

본원에 개시된 바와 같이, 표적(예를 들어, 수용체)에 결합하는 다른 스캐폴드 유사 구조가 본 발명의 컨쥬게이[0140]

트에 포함될 수 있다.  상기 구조는 어피바디, 앱타머, 아비머 및 나노바디를 포함한다.  상기 어피바디, 앱타

머, 아비머 및 나노바디를 포함하는 컨쥬게이트가 또한 본 발명에 포함된다.

예시적 Her2/neu 결합 어피바디는 ZHer2-neu:2, ZHer2-neu:4 ZHer2-neu:7 ZHer2-neu:8 및 Fab63을 포함하며,[0141]

상기 어피바디 서열은 표 B에 기재된다.

표 B (SEQ ID NOs.:40-47) [0142]

[0143]

CD20 표적화 항체는 문헌[Teeling et al. (US 2004/0167919)]에 기재된 바와 같은 리툭시맙(Rituximab), 오파[0144]

투무맙(Ofatumumab)(Arzerra®),  토시투무맙(Tositumumab)(GSK),  이브리투모맙(Ibritumomab)(IDEC)(참고문헌

[Ivanov 2008]), 2F2(HuMax-CD20), 7D8, IgM2C6, IgG1 2C6, 11B8, B1, 2H7, LT20, 1F5 및 AT80을 포함한다.

예시적 항-CD20 VL 및 VH 사슬 및 완전한 항체가 하기 표 C에 기재되어 있다(굵은 글자체는 각각의 상보성 결정

영역, CDR, 각각의 사슬에 대해, CDR1, CDR2 및 CDR3를 나타낸다):

표 C (SEQ ID NOs.:48-69)[0145]

VL (경쇄):[0146]

[0147]

VH (중쇄):[0148]

[0149]

Rituxan® VL 및 VH 사슬:[0150]

VL (경쇄):[0151]

[0152]

VH (중쇄):[0153]

[0154]
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이브리투모맙(Ibritumomab)(IDEC)[0155]

VL (경쇄):[0156]

[0157]

VH (중쇄):[0158]

[0159]

토시투모맙(Tositumomab): >마우스-인간 키메라 항-CD20(이브리투모맙과 동일한 V 도메인 - 이들은 불변 영역만[0160]

상이하다)

VL (경쇄):[0161]

[0162]

VH (중쇄):[0163]

[0164]

2C6  US7850962 B2 (Teeling et al)[0165]

VH (중쇄):[0166]

[0167]

VL (경쇄):[0168]

[0169]

2F2 US2004/0167319A1 (Teeling et al)[0170]

VH (중쇄):[0171]

[0172]

VL (경쇄):[0173]

[0174]

11B8 US2004/0167319A1 (Teeling, et al.)[0175]

VH (중쇄):[0176]

[0177]
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VL (경쇄):[0178]

[0179]

7D8 US2004/0167319A1 (Teeling et al)[0180]

VH (중쇄):[0181]

[0182]

VL (경쇄):[0183]

[0184]

전체 항체 약물 서열:[0185]

이브리투모맙(IDEC)(참고문헌[Ivanov 2008])[0186]

마우스 항-CD20 중쇄 1:[0187]

[0188]

마우스 항-CD20 경쇄 1:[0189]

[0190]

리툭시맙[0191]

중쇄 키메라:[0192]

[0193]

경쇄 키메라:[0194]

[0195]
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토시투무맙[0196]

마우스-인간 키메라 항-CD20 중쇄 1:[0197]

[0198]

마우스-인간 키메라 항-CD20 경쇄 1:[0199]

[0200]

비제한적인 예시적 항-황체형성 호르몬 분비 호르몬 수용체(LHRH-R) 항체 경쇄(VL) 및 중쇄(VH) 서열이 표 D에[0201]

기재되어 있다:

표 D (SEQ ID NOs.:70-73)[0202]

(A) GHR-106의 면역글로불린 경쇄(κ)[0203]

[0204]

도 1A[0205]
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(B) GHR-106의 면역글로불린 중쇄[0206]

[0207]

도 1B[0208]

본 발명은 항체, 중쇄(H), 경쇄(L), 또는 이들의 단편 부분, 용해 도메인, 또는 컨쥬게이트의 임의의 다른 도메[0209]

인 내에 컨쥬게이트의 아미노산 변형(예를 들어, 보존성 또는 비-보존성 치환, 첨가 또는 결실)과 같은 변형 또

는 변화를 포함한다.  따라서, 항체, 항체 중쇄(H), 항체 경쇄(L), 이들의 단편, 또는 용해 도메인의 하나 이상

의 잔기의 변형을 포함하는 컨쥬게이트는 변형 또는 변화가 표적 결합 및/또는 용해 활성을 파괴하지 않는 한

임의의 수의 변형 또는 변화를 포함할 수 있다.  따라서, 예를 들어, 표적, 예를 들어, 수용체(예를 들어,

Her2/neu 또는 CD20)에 결합하는 변형된 항체, 중쇄(H), 경쇄(L), 또는 이들의 단편은 적어도 부분적 표적(수용

체) 결합을 보유할 수 있거나, 변형된 용해 도메인은 적어도 부분적 용해 활성, 예를 들어, 세포 사멸 또는 아

폽토시스를 보유할 수 있다.

"보존성 치환"은 하나의 아미노산의 생물학적, 화학적 또는 구조적으로 유사한 잔기에 의한 대체이다.  생물학[0210]

적으로 유사하다는 것은 치환이 생물학적 활성, 예를 들어, 용해 활성과 양립되는 것을 의미한다.  구조적으로

유사하다는 것은 아미노산이 알라닌, 글리신 및 세린과 같이 유사한 길이를 갖거나, 유사한 크기를 갖는 측쇄를

갖거나, 제 1, 제 2 또는 추가 도메인의 구조가 양친매성 알파 헬릭스과 같이 유지됨을 의미한다.  화학적 유사

성은 잔기가 동일한 전하를 갖거나 친수성 또는 소수성 둘 모두임을 의미한다.  특정 예로는 이소류신, 발린,

류신 또는 메티오닌과 같은 하나의 소수성 잔기의 다른 소수성 잔기로의 치환, 또는 하나의 극성 잔기의 다른

극성 잔기로의 치환, 예를 들어, 리신 대신 아르기닌, 아스파르트산 대신 글루탐산, 또는 아스파라긴 대신 글루

타민, 트레오닌 대신 세린의 치환 등을 포함한다.  통상적인 검정을 이용하여 컨쥬게이트 변이체가 활성, 예를

들어, 표적 결합 활성 또는 용해 활성을 갖는 지를 결정할 수 있다.

따라서, 변형 및 변화는 본원에 기재된 다양한 서열, 예를 들어, 항체, 항체의 중쇄(H) 및 경쇄(L), 및 이들의[0211]

단편, 뿐만 아니라 용해 도메인(또는 존재시 추가 도메인)의 다양한 서열의 변형 및 변화를 포함한다.  용해 도

메인의  비제한적인  변형은  KFAKFAKKFAKFAKK,  KFAKFAKKFAKFAKKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFA,  KFAKFAKKFAKFAKKFAK,

KFAKFAKKFAKFAKKFAKF, KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA 및 KFAKFAKKFAKFAKKFAKFAKKFAKFAK(SEQ ID NOs.:1-7), 또는 상기

용해 도메인을 포함하거나 이로 구성되는 서열이다.

특정 구체예에서, 항체, 중쇄(H), 경쇄(L), 이들의 단편, 또는 용해 도메인의 하위서열은 참조 서열과 동일한[0212]

적어도 1 내지 5개, 5 내지 10개, 10 내지 15개, 15 내지 20개, 20 내지 25개, 25 내지 30개, 30 내지 35개,

35 내지 40개, 40 내지 50개, 50 내지 60개, 60 내지 70개, 70 내지 80개, 80 내지 90개, 90 내지 100개, 또는

그 초과의 아미노산 잔기를 갖는다.  추가의 특정 구체예에서, 항체, 중쇄(H), 경쇄(L), 이들의 단편, 및/또는

용해 도메인의 하나 이상의 아미노산(예를 들어, 1-3개, 3-5개, 5-10개, 10-20개, 20-30개, 또는 그 초과)의 치

환 또는 결실은 참조 서열(예를 들어, 항체, 중쇄(H), 경쇄(L), 이들의 단편, 또는 용해 도메인, 예를 들어,

KFAKFAKKFAKFAKK,  KFAKFAKKFAKFAKKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFA,  KFAKFAKKFAKFAKKFAK,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKF,

KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA  또는 KFAKFAKKFAKFAKKFAKFAKKFAKFAK(SEQ  ID  NOs.:1-7))과  50%,  60%,  70%,  75%,  80%,

85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 또는 그 초과의 동일성을 갖는 서열을 가질 수 있다.

특정 구체예에서, 컨쥬게이트는 표적(예를 들어, 수용체, 예를 들어, Her2/neu 또는 CD20)에 결합하는 항체, 중[0213]
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쇄(H), 경쇄(L), 또는 이들의 단편, 및 K 잔기 중 하나 이상이 F 또는 L 잔기로 치환되거나, F 잔기 중 하나 이

상이 K, A 또는 L 잔기로 치환되거나, A 잔기 중 하나 이상이 K, F 또는 L 잔기로 치환된 KFAKFAKKFAKFAKK,

KFAKFAKKFAKFAKKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFA,  KFAKFAKKFAKFAKKFAK,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA  또

는 KFAKFAKKFAKFAKKFAKFAKKFAKFAK(SEQ ID NOs.:1-7)와 같이 기재된 L-아미노산 또는 D-아미노산 서열을 포함하

거나 이들로 구성된 제 2 용해 도메인을 포함한다.  또 다른 특정 구체예에서, 컨쥬게이트는 표적(예를 들어,

수용체, 예를 들어, Her2/neu 또는 CD20)에 결합하는 항체, 중쇄(H), 경쇄(L), 또는 이들의 단편, 및 K 잔기 중

하나 이상이 F 또는 L 잔기로 치환되거나, F 잔기 중 하나 이상이 K, A 또는 L 잔기로 치환되거나, A 잔기 중

하나  이상이  K,  F  또는  L  잔기로  치환된  KFAKFAKKFAKFAKK,  KFAKFAKKFAKFAKKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFA,

KFAKFAKKFAKFAKKFAK,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKF,  KFAKFAKKFAKFAKKFAKFA  및  KFAKFAKKFAKFAKKFAKFAKKFAKFAK(SEQ  ID

NOs.:1-7)(예를 들어, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 또는 28개의 잔기 길

이)로부터 선택된 L-아미노산 또는 D-아미노산 서열로부터 선택된 L-아미노산 또는 D-아미노산 서열로 구성되는

제 2 도메인을 포함한다.

용어 "동일성" 및 "상동성" 및 이의 문법상의 변형은 2개 이상의 언급된 존재물이 동일함을 의미한다.  따라서,[0214]

두 아미노산 서열이 동일한 경우, 이들은 동일한 아미노산 서열을 지닌다.  "동일성 구역, 영역 또는 도메인"은

2개 이상의 언급된 존재물의 부분이 동일함을 의미한다.  따라서, 2개의 아미노산 서열이 하나 이상의 서열 영

역에 걸쳐 동일하거나 상동인 경우, 이들은 이러한 영역에서 동일성을 공유한다.  핵산 서열에 관하여 사용될

때 용어 "상보적인"은 언급된 영역이 100% 상보적이고, 즉 미스매치 없이 100% 염기쌍 형성을 나타냄을 의미한

다.

구조적 및 기능적으로 관련된 단백질 사이에 서열 보존량의 변화로 인해, 기능 또는 활성(예를 들어, 표적 결합[0215]

또는 용해)을 보유하는데 요구되는 서열 동일성 양은 단백질, 영역 및 기능 또는 그 영역의 활성에 의존적이다.

예를 들어, 용해 펩티드 서열에 대해, 다수의 PNNPNNP 서열 반복 패턴 또는 모티프가 존재할 수 있으나, 하나

이상의 연속된 또는 불연속  PNNPNNP 서열 반복 패턴 또는 모티프가 존재할 필요는 없다.

2개의 서열 사이의 동일성의 정도는 당 분야에 공지된 컴퓨터 프로그램 및 수학적 알고리듬을 이용하여 확인될[0216]

수 있다.  퍼센트 서열 동일성(상동성)을 계산하는 이러한 알고리듬은 일반적으로 비교 영역 상에서 서열 갭 및

미스매치를 설명한다.  예를 들어, BLAST(예를 들어, BLAST 2.0) 검색 알고리듬(예를 들어, 문헌[Altschul et

al., J. Mol. Biol. 215:403 (1990)] 참조, NCBI를 통해 공개적으로 이용가능함)은 하기와 같은 예시적인 검색

파라미터를 지닌다: 미스매치 -2; 갭 오픈 5; 갭 연장 2.  폴리펩티드 서열 비교를 위해, BLASTP 알고리듬은 통

상적으로 PAM100, PAM 250, BLOSUM 62 또는 BLOSUM 50과 같은 스코어링 매트릭스와 함께 사용된다.  FASTA(예

를 들어, FASTA2 및 FASTA3) 및 SSEARCH 서열 비교 프로그램을 또한 사용하여 동일성 정도를 정량한다(Pearson

et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988); Pearson, Methods Mol Biol. 132:185 (2000); 및 Smith

et al., J. Mol. Biol. 147:195 (1981)).  델라우니(Delaunay)-기재 위상 맵핑을 이용하여 단백질의 구조적 유

사성을 정량하기 위한 프로그램이 또한 개발되었다(Bostick  et  al.,  Biochem  Biophys  Res  Commun.  304:320

(2003)).

컨쥬게이트 아미노산 잔기는 공유 또는 비공유 결합에 의해 연결될 수 있다.  공유 결합의 비제한적인 예는 아[0217]

미드 결합, 비-자연 및 비-아미드 화학 결합이며, 이는, 예를 들어, 글루타르알데하이드, N-하이드록시숙신이미

드 에스테르, 이기능성 말레이미드, N,N'-디사이클로헥실카르보디이미드(DCC) 또는 N,N'-디이소프로필카르보디

이미드(DIC)를 포함한다.  아미드 결합에 대안적인 결합기는, 예를 들어, 케토메틸렌(예를 들어, -C(=O)-NH-에

대해 -C(=O)-CH2-), 아미노메틸렌(CH2-NH), 에틸렌, 올레핀(CH=CH), 에테르(CH2-O), 티오에테르(CH2-S), 테트라

졸(CN4-), 티아졸, 레트로아미드, 티오아미드, 또는 에스테르를 포함한다(예를 들어, 문헌[Spatola (1983) in

Chemistry  and  Biochemistry  of  Amino  Acids,  Peptides  and  Proteins,  Vol.  7,  pp  267-357,  "Peptide  and

Backbone Modifications," Marcel Decker, NY] 참조).

용해 도메인(및 존재시 추가 도메인)은 항체, 항체 단편, 중쇄(H), 경쇄(L), 또는 항체의 중쇄(H) 또는 경쇄[0218]

(L)의 단편 어디에도 위치될 수 있으나, 단, 용해 도메인(또는 임의의 추가 도메인)은 표적에 대한 결합을 파괴

하지 않아야 한다.  비제한적인 위치는 항체 중쇄(H) 또는 경쇄(L)의 아미노-말단 또는 카르복실-말단에 위치된

용해 도메인을 포함한다.  추가 도메인이 존재하는 경우(예를 들어, 제 3,  제 4,  제 5,  제 6,  제 7  등의

도메인), 추가 도메인(들)은 또한 어디에도 위치될 수 있다.

제 1 부분 항체, 중쇄(H), 경쇄(L), 및 이들의 단편, 및 제 2 (용해) 도메인(및 존재시 추가 도메인)은 공유 또[0219]

는 비공유 결합에 의해 서로 융합되거나 연결될 수 있다.  제 1 부분 항체, 중쇄(H), 경쇄(L), 및 이들의 단편,
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및 제 2 (용해) 도메인(및 존재시 추가 도메인)은 서로 바로 인접하여 존재할 수 있거나, 2개의 도메인 사이에

개재된 영역, 예를 들어, 힌지, 스페이서 또는 링커에 의해 떨어져 존재할 수 있다.

링커 또는 스페이서의 예는 비-펩티드 링커 또는 스페이서, 예를 들어, 연속 탄소 원자(C) 사슬(예를 들어,[0220]

CCCCC)을 포함한다.  다중-탄소 사슬은 카르복실산(예를 들어, 디카르복실산), 예를 들어, 글루타르산, 숙신산

및 아디프산을 포함한다.  특정한 비제한적인 예는 6 탄소 링커, 예를 들어, α-아미노-카프로산이다.

링커 또는 스페이서의 추가 예는 하나 이상의 아미노산 잔기, 예를 들어, 항체, 중쇄(H), 경쇄(L), 또는 이들의[0221]

단편, 및 제 2 (용해) 도메인(또는 존재시 추가 도메인) 사이에 위치된 하나 이상의 아미노산 잔기, 예를 들어,

펩티드 스페이서 또는 링커를 포함한다.  펩티드 스페이서 또는 링커 서열은 임의의 길이일 수 있으나, 통상적

으로  약  1-10개,  10-20개,  20-30개,  30-40개,  또는  40-50개의  아미노산  잔기  범위일  수  있다.   특정

구체예에서, 2개(또는 그 초과)의 도메인 사이에 위치된 펩티드 스페이서 또는 링커는 1  내지 5개, 1  내지

10개, 1 내지 20개, 1 내지 25개의 L-아미노산 또는 D-아미노산 잔기, 또는 1 내지 4개, 1 내지 6개 또는 1 내

지 8개의 L-아미노산 또는 D-아미노산 잔기이다.  제 1 및 제 2 도메인 사이에 위치된 서열 내에 포함되는 특정

아미노산 잔기는 A, S 또는 G 아미노산 잔기 중 하나 이상을 포함한다.  제 1 및 제 2 도메인 사이에 위치된 펩

티드의 특정한 비제한적인 예는 GSGGS(SEQ  ID  NO.:9),  ASAAS(SEQ  ID  NO.:8)   또는 다수의 특정 링커 서열

(GSGGS(SEQ ID NO.:9))n 또는 (ASAAS(SEQ ID NO.:8))n(여기서, n=1-5, 5-10, 10-20 등임)로 기재되거나 이들

내의 서열을 포함한다.  아미노산 및 펩티드의 유도체는 2개(또는 그 초과)의 도메인 사이에 위치될 수 있다.

아미노산 유도체의 특정한 비제한적인 예는 리신 유도체이다.

스페이서 또는 링커, 또는 제 3, 제 4, 제 5, 제 6, 제 7 등의 도메인을 갖거나 이들을 갖지 않는 컨쥬게이트는[0222]

자연 아미노산 또는 합성의 비-자연 아미노산 또는 아미노산 유사체로 전적으로 구성될 수 있거나, 유도체화된

형태를 포함할 수 있다.  다양한 구체예에서, 컨쥬게이트는 항체, 중쇄(H), 경쇄(L), 또는 이들의 단편, 및/또

는 제 2 (용해) 도메인(및 존재시 추가 도메인) 내에 하나 이상의 D-아미노산, D-아미노산 및 L-아미노산의 혼

합물, 또는 D-아미노산 잔기로 전적으로 구성된 서열을 포함한다.

컨쥬게이트는 a) 자연 아미드 결합("펩티드 결합") 결합이 아닌 잔기 결합 그룹; b) 자연 발생 아미노산 대신의[0223]

비-자연 잔기; 또는 c) 이차 구조 모방을 유도하는, 즉, 이차 구조, 예를 들어, 알파 헬릭스 형태를 유도하거나

안정화시키는 잔기의 통상적으로 3개의 구조적 그룹으로부터 유래되는 비-자연 성분의 임의의 혼합물을 함유할

수 있다.  컨쥬게이트는 고리형 구조, 예를 들어, 분자의 아미노-말단과 카르복시-말단 사이의 말단-말단 아미

드 결합 또는 분자내 또는 분자간 이황화 결합(들)을 포함한다.  컨쥬게이트는 시험관내 또는 생체내에서 변형

될 수 있고, 예를 들어, 당 또는 탄수화물 잔기, 포스페이트기, 지방산, 지질 등을 포함하도록, 예를 들어, 번

역후 변형될 수 있다.

첨가의 특정 예는 제 3, 제 4, 제 5, 제 6 또는 제 7 도메인을 포함한다.  따라서, 2개의 도메인을 갖는 컨쥬게[0224]

이트는 별개 또는 상보적 기능 또는 활성을 제공하기 위해 이에 공유적으로 연결된 하나 이상의 추가 도메인(제

3, 제 4, 제 5, 제 6, 제 7 등)을 포함할 수 있다.  예시적인 추가 도메인은, 예를 들어, 고정된 금속에 대한

정제를 가능케 하는 금속 킬레이트화 펩티드, 예를 들어, 폴리히스티딘 트랙 및 히스티딘-트립토판 모듈; 고정

된 면역글로불린에 대한 정제를 가능케 하는 단백질 A 결합 도메인; 및 FLAGS 연장/친화성 정제 시스템(Immunex

Corp, Seattle WA)에서 이용되는 도메인을 포함하는 분리를 촉진하는 도메인을 포함한다.  정제 도메인과 컨쥬

게이트 사이의 분해성 서열, 예를 들어, 인자 Xa 또는 엔테로키나제의 임의의 포함이 정제를 촉진하기 위해 이

용될 수 있다.  예를 들어, 발현 벡터는 6개의 히스티딘 잔기에 연결된 컨쥬게이트-인코딩 핵산 서열, 및 그 뒤

에 티오레독신 및 엔테로키나제 분해 부위를 포함할 수 있다.  히스티딘 잔기는 컨쥬게이트의 검출 및 정제를

촉진하는 한편, 엔테로키나제 분해 부위는 나머지 단백질로부터 작제물을 정제하기 위한 수단을 제공한다(예를

들어, 문헌[roll, DNA Cell. Biol. 12:441 (1993)] 참조).

컨쥬게이트 활성은 다양한 요인에 의해 영향을 받을 수 있고, 따라서 컨쥬게이트는 하나 이상의 상기 요인을 고[0225]

려하여 설계되거나 최적화될 수 있다.  상기 요인은, 예를 들어, 세포에 대한 독성에 영향을 미칠 수 있는 길이

를 포함한다.  알파 헬릭스 형성 용해 펩티드 도메인의 세포 사멸 활성은 또한 헬릭스의 안정성에 좌우될 수 있

다.  링커 및 스페이서는 용해 도메인의 막 상호작용 및 용해 도메인의 헬리칼 구조에 영향을 미칠 수 있다.

도메인에 존재하는 특정 아미노산 잔기에 의해 부분적으로 결정되는 용해 펩티드 도메인의 전하가 또한 세포 사

멸 효능에 영향을 미친다.  용해 도메인(특정 아미노산 잔기, 또는 N-말단 또는 C-말단)과 비교한 항체, 중쇄

(H), 경쇄(L), 및 제 2(용해) 도메인의 위치결정은 또한 컨쥬게이트의 세포 사멸 활성에 영향을 미칠 수 있다.

컨쥬게이트 생체내 반감기는 하나 이상의 비-자연 발생 아미노산 또는 유도체를 갖는 용해 펩티드 도메인을 작[0226]

공개특허 10-2021-0090298

- 32 -



제함으로써 증가될 수 있다.  예를 들어, D-아미노산을 갖는 컨쥬게이트(예를 들어, 모든 잔기의 30%,  40%,

50%, 60% 또는 그 초과까지가 D-거울상 이성질체임)는 혈청 단백질분해에 내성이 있으며, 따라서 더 긴 시간 동

안 활성일 수 있어, 이에 의해 생체내 효능이 증가할 수 있다.  또한, 하나 이상의 비-자연 발생 아미노산 또는

유도체를 갖는 용해 펩티드 도메인을 작제하는 것은 용혈 활성을 감소시킬 수 있다.  이러한 D-거울상 이성질체

를  갖는  컨쥬게이트는  또한  용액  중에서  단량체가  되는  더  큰  경향을  가지며,  이들은  유의하게  응집되지

않는다.

펩티드 및 펩티도미메틱이 당 분야에 공지된 방법을 이용하여 생성되고 분리될 수 있다.  펩티드는 당 분야에[0227]

공지된  화학적  방법을  이용하여  전체적으로  또는  부분적으로  합성될  수  있다(예를  들어,  문헌[Caruthers

(1980).  Nucleic  Acids  Res.  Symp.  Ser.  215;  Horn  (1980);  and  Banga,  A.K.,  Therapeutic  Peptides  and

Proteins, Formulation, Processing and Delivery Systems (1995) Technomic Publishing Co., Lancaster, PA]

참조).   펩티드  합성은  다양한  고체상  기술을  이용하여  수행될  수  있고(예를 들어,  문헌[Roberge  Science

269:202 (1995); Merrifield, Methods Enzymol. 289:3(1997)] 참조), 자동화된 합성은, 예를 들어, 제조업체의

설명서에 따라 ABI 431A Peptide Synthesizer(Perkin Elmer)를 이용하여 달성될 수 있다.  펩티드 및 펩티드

모방체는 또한 조합 방법을 이용하여 합성될 수 있다.  합성 잔기 및 폴리펩티드 포함 모방체는 당 분야에 공지

된 다양한 절차 및 방법을 이용하여 합성될 수 있다(예를 들어, 문헌[Organic Syntheses Collective Volumes,

Gilman, et al. (Eds) John Wiley & Sons, Inc., NY] 참조).  변형된 펩티드는 화학적 변형 방법에 의해 생성

될 수 있다(예를 들어, 문헌[Belousov,  Nucleic  Acids  Res.  25:3440  (1997);  Frenkel,  Free  Radic.  Biol.

Med. 19:373 (1995); 및 Blommers, Biochemistry 33:7886 (1994)] 참조).

본 발명은 본 발명의 컨쥬게이트(및 이의 일부, 중쇄(H), 경쇄(L), 및 이들의 단편, 및 제 2 (용해) 도메인, 및[0228]

존재시  추가  도메인)를  인코딩하는  핵산,  및  컨쥬게이트를  인코딩하는  핵산을  포함하는  벡터를  추가로

제공한다.  유전자, 폴리뉴클레오티드, 뉴클레오티드 서열, 프라이머, 올리고뉴클레오티드 또는 프로브로 또한

언급될 수 있는 핵산은 임의의 길이의 자연 또는 변형된 퓨린-함유 및 피리미딘-함유 중합체, 폴리리보뉴클레오

티드 또는 폴리데옥시리보뉴클레오티드 또는 이들의 혼합된 폴리리보-폴리데옥시리보 뉴클레오티드 및 α-아노

머 형태를 나타낸다.  2개 이상의 퓨린-함유 및 피리미딘-함유 중합체는 통상적으로 포스포에스테르 결합 또는

이의 유사체에 의해 결합된다.  상기 용어는 데옥시리보핵산(DNA) 및 리보핵산(RNA)을 포함하는 핵산의 모든 형

태를 나타낸다.  핵산은 단일 가닥, 이중 가닥, 또는 삼중가닥, 선형 또는 원형일 수 있다.  핵산은 유전체

DNA, cDNA, 및 안티센스를 포함한다.  RNA 핵산은 스플라이싱되거나 스플라이싱되지 않은 mRNA, rRNA, tRNA 또

는 안티센스일 수 있다.  핵산은 자연 발생, 합성, 뿐만 아니라 뉴클레오티드 유사체 및 유도체를 포함한다.

유전  부호의  축퇴의  결과로서,  핵산은  본  발명의  컨쥬게이트를  인코딩하는  서열과  관련된  서열  축퇴를[0229]

포함한다.  따라서, 컨쥬게이트를 인코딩하는 축퇴 핵산 서열이 제공된다.

핵산은 임의의 다양한 공지된 표준 클로닝 및 화학적 합성 방법을 이용하여 생성될 수 있고, 당업자에게 공지된[0230]

부위-특이적 돌연변이유발 또는 다른 재조합 기술에 의해 고의로 변화될 수 있다.  폴리뉴클레오티드의 순도는

서열분석, 젤 전기영동, UV 분광법을 통해 결정될 수 있다.

핵산은 핵산의 발현이 본원에서 "발현 카세트"로서 언급되는 "발현 조절 요소"에 의해 영향을 받거나 조절되는[0231]

핵산 작제물로 삽입될 수 있다.  용어 "발현 조절 요소"는 작동 가능하게 연결된 핵산 서열의 발현을 조절하거

나 영향을 미치는 하나 이상의 핵산 서열 요소를 나타낸다.  발현 조절 요소는 적절한 경우 단백질-인코딩 유전

자 앞에 프로모터, 인핸서, 전사 종료자, 유전자 사일런서(silencer), 개시 코돈(예를 들어, ATG) 등을 포함할

수 있다.

핵산 서열에 작동 가능하게 연결된 발현 조절 요소는 핵산 서열의 전사 및 적절한 경우 번역을 조절한다.  용어[0232]

"작동 가능하게 연결된"은 언급된 구성요소가 이들의 의도된 방식으로 기능하도록 하는 관계에 있는 근접위치를

나타낸다.  통상적으로, 발현 조절 요소는 유전자의 5' 또는 3' 말단에 나란히 놓여지나 또한 인트론에 존재할

수 있다.

발현 조절 요소는 유도성이거나(즉, 활성화를 위해 외부 시그널을 필요로 함) 또는 탈억제성인(즉, 전사를 전환[0233]

시키기 위해 시그널을 필요로 함; 시그널이 더 이상 존재하지 않는 경우, 전사는 활성화되거나 "탈억제됨"), 항

시적으로 전사를 활성화시키는 요소를 포함한다.  또한, 본 발명의 발현 카세트에는 유전자 발현이 특이적 세포

-유형 또는 조직에 대해 조절가능하도록 하기에 충분한 조절 요소(즉, 조직-특이적 조절 요소)가 포함된다.  통

상적으로, 상기 요소는 코딩 서열의 업스트림 또는 다운스트림(즉, 5' 및 3')에 위치된다.  프로모터는 일반적

으로 코딩 서열의 5' 측에 위치된다.  재조합 DNA 또는 합성 기술에 의해 생성된 프로모터를 이용하여 본 발명
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의 폴리뉴클레오티드의 전사를 제공할 수 있다.  "프로모터"는 전사를 유도하기에 충분한 최소의 서열 요소를

의미한다.

핵산은 숙주 세포로의 증식을 위해 그리고 요망되는 경우 후속하는 유전적 조작을 위해 플라스미드에 삽입될 수[0234]

있다.  플라스미드는 숙주 세포에서 안정적으로 증식될 수 있는 핵산이며, 플라스미드는 핵산의 발현을 유도하

기 위해 발현 조절 요소를 임의로 함유할 수 있다.  벡터는 본원에서 플라스미드와 동의어로 사용되며, 또한 숙

주 세포에서의 발현을 위한 발현 조절 요소를 포함할 수 있다.  플라스미드 및 벡터는 일반적으로 세포 및 프로

모터에서의 증식을 위한 복제 기점을 적어도 함유한다.  따라서 플라스미드 및 벡터는 핵산을 인코딩하는 컨쥬

게이트의 유전적 조작에 유용하여, 컨쥬게이트 또는 안티센스 핵산을 생성하고, 예를 들어, 숙주 세포 및 유기

체에서 컨쥬게이트를 발현시킨다.

박테리아  시스템  프로모터는  T7  및  유도성  프로모터,  예를  들어,  박테리오파지  λ의  pL,  plac,  ptrp,[0235]

ptac(ptrp-lac 하이브리드 프로모터) 및 테트라사이클린 반응성 프로모터를 포함한다.  곤충 세포 시스템 프로

모터는 항시성 또는 유도성 프로모터(예를 들어, 엑디손(ecdysone))를 포함한다.  포유동물 세포 항시성 프로모

터는 SV40,  RSV,  소  유두종 바이러스(BPV)  및  기타 바이러스 프로모터,  또는 포유동물 세포의 유전체(예를

들어, 메탈로티오네인 IIA 프로모터; 열 충격 프로모터) 또는 포유동물 바이러스(예를 들어, 아데노바이러스 후

기(late) 프로모터; 유도성 마우스 유암 바이러스 긴 말단 반복)로부터 유래된 유도성 프로모터를 포함한다.

대안적으로, 레트로바이러스 유전체는 적절한 숙주 세포에서 컨쥬게이트를 도입하고 이의 발현을 유도하도록 유

전학적으로 변형될 수 있다.

발현 시스템은 생체내 사용을 위해 설계된 벡터를 추가로 포함한다.  특정한 비제한적인 예는 아데노바이러스[0236]

벡터(U.S. Patent Nos. 5,700,470 및 5,731,172), 아데노-관련 벡터(U.S. Patent No. 5,604,090), 단순 헤르페

스 바이러스 벡터(U.S. Patent No.　5,501,979), 레트로바이러스 벡터(U.S. Patent Nos. 5,624,820, 5,693,508

및 5,674,703), BPV 벡터(U.S. Patent No. 5,719,054) 및 CMV 벡터(U.S. Patent No. 5,561,063)을 포함한다.

효모  벡터는  항시성  및  유도성  프로모터(예를  들어,  문헌[Ausubel  et  al.,  In:  Current  Protocols  in[0237]

Molecular Biology, Vol. 2, Ch. 13, ed., Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience, 1988; Grant et

al. Methods in Enzymology, 153:516 (1987), eds. Wu & Grossman; Bitter Methods in Enzymology, 152:673

(1987), eds. Berger & Kimmel, Acad. Press, N.Y.; 및, Strathern et al., The Molecular Biology of the

Yeast Saccharomyces (1982) eds. Cold Spring Harbor Press, Vols. I and II] 참조)를 포함한다.  ADH 또는

LEU2와 같은 항시성 효모 프로모터 또는 GAL과 같은 유도성 프로모터가 이용될 수 있다(R. Rothstein In: DNA

Cloning, A Practical Approach, Vol.11, Ch. 3, ed. D.M. Glover, IRL Press, Wash., D.C., 1986).  예를 들

어 동종 재조합을 통한 외래 핵산 서열의 효모 염색체로의 통합을 촉진하는 벡터가 당 분야에 공지되어 있다.

삽입된 폴리뉴클레오티드가 더 통상적인 벡터에 비해 지나치게 큰 경우(예를 들어, 약 12 Kb 초과), 효모 인공

염색체(YAC)가 통상적으로 사용된다.

발현 벡터는 또한 선택압 또는 인식가능한 마커(예를 들어, 베타-갈락토시다제)에 내성을 부여하는 선택가능한[0238]

마커를 함유할 수 있어, 벡터를 갖는 세포가 선택되고, 성장하고, 확장되도록 한다.  대안적으로, 선택가능한

마커는 컨쥬게이트를 인코딩하는 핵산을 함유하는 제 1 벡터와 함께 숙주 세포로 공트랜스펙션되는 제 2 벡터

상에 있을 수 있다.

선택 시스템은 각각 tk-, hgprt
_
 또는 aprt

_
 세포에서 이용될 수 있는 단순 헤르페스 바이러스 티미딘 키나제 유[0239]

전자(Wigler et al., Cell 11:223 (1977)), 하이포잔틴-구아닌 포스포리보실트랜스페라제 유전자(Szybalska et

al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48:2026 (1962)), 및 아데닌 포스포리보실트랜스페라제(Lowy et al., Cell

22:817 (1980)) 유전자를 포함하나 이로 제한되지 않는다.  추가로, 항대사물 내성은 메토트렉세이트에 대해 내

성을 부여하는 dhfr(O'Hare et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527 (1981)); 미코페놀산에 대해 내성을

부여하는 gpt 유전자(Mulligan et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072 (1981)); 아미노글리코시드 G-418

에 대해 내성을 부여하는 네오마이신 유전자(Colberre-Garapin et al., J. Mol. Biol. 150:1(1981)); 푸로마이

신; 및 하이그로마이신에 대해 내성을 부여하는 하이그로마이신 유전자(Santerre  et  al.,  Gene  30:147  (198

4))에 대한 선택의 기초로서 사용될 수 있다.  추가의 선택가능한 유전자는, 세포가 트립토판 대신 인돌을 사용

하도록 하는 trpB;  세포가 히스티딘 대신 히스티놀을 사용하도록 하는 hisD(Hartman  et　al.,  Proc.  Natl.

Acad.  Sci.  USA  85:8047  (1988));  및  오르니틴  데카르복실라제  억제제인  2-(디플루오로메틸)-DL-오르니틴,

DFMO에  대해  내성을  부여하는  ODC(오르니틴  데카르복실라제)를  포함한다(McConlogue  (1987)  In:  Current

Communications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory).
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컨쥬게이트를 발현하는 숙주 세포, 및 컨쥬게이트를 인코딩하는 핵산(예를 들어, 항체, 중쇄(H), 경쇄(L), 및[0240]

이들의 단편, 및 제 2 (용해) 도메인, 및 존재시 추가 도메인) 및 컨쥬게이트를 인코딩하는 핵산을 포함하는 벡

터로 형질전환된 숙주 세포가 또한 제공된다.  한 구체예에서, 숙주 세포는 원핵생물 세포이다.  또 다른 구체

예에서, 숙주 세포는 진핵생물 세포이다.  다양한 양태에서, 진핵생물 세포는 효모 또는 포유동물(예를 들어,

사람, 영장류 등) 세포이다.

본원에서 사용되는 "숙주 세포"는 증식될 수 있거나, 전사될 수 있거나, 컨쥬게이트를 발현하도록 인코딩될 수[0241]

있는 핵산이 도입되는 세포이다.  상기 용어는 또한 숙주 세포의 임의의 자손 또는 서브클론을 포함한다.  숙주

세포는 컨쥬게이트를 발현하는 세포를 포함한다.

숙주 세포는 박테리아 및 효모와 같은 미생물; 및 식물, 곤충 및 포유동물 세포를 포함하나 이에 제한되지 않는[0242]

다.  예를 들어, 재조합 박테리오파지 핵산, 플라스미드 핵산 또는 코스미드 핵산 발현 벡터로 형질전환된 박테

리아; 재조합 효모 발현 벡터로 형질전환된 효모; 재조합 바이러스 발현 벡터(예를 들어, 양배추꽃 모자이크 바

이러스, CaMV; 담배 모자이크 바이러스, TMV)로 감염되거나 재조합 플라스미드 발현 벡터(예를 들어, Ti 플라스

미드)로 형질전환된 식물 세포 시스템; 재조합 바이러스 발현 벡터(예를 들어, 배큘로바이러스)로 감염된 곤충

세포 시스템; 및 재조합 바이러스 발현 벡터(예를 들어, 레트로바이러스, 아데노바이러스, 백시니아 바이러스)

로 감염된 동물 세포 시스템, 또는 일시적이거나 안정한 증식 또는 발현을 위해 조작된 형질전환된 동물 세포

시스템이 있다. 

항체 및 폴리펩티드 컨쥬게이트, 컨쥬게이트를 인코딩하는 핵산, 및 벡터 및 컨쥬게이트를 발현시키거나 컨쥬게[0243]

이트를 인코딩하는 핵산으로 형질전환된 숙주 세포는 분리되거나 정제된 형태를 포함한다.  본 조성물의 수식

어구로서 사용된 용어 "분리된"은 조성물이 실제로 완전히 또는 적어도 부분적으로 자연 발생 생체내 환경으로

부터 사람 손에 의해 만들어지거나 분리됨을 의미한다.  일반적으로, 분리된 조성물에는 자연상태에서 이와 정

상적으로 회합되는 하나 이상의 물질, 예를 들어, 하나 이상의 단백질, 핵산, 지질, 탄수화물, 세포막이 실제로

없다.  용어 "분리된"은 다합체/올리고머, 변이체, 변형체 또는 유도체화된 형태와 같은 조성물의 대안적인 물

리적 형태, 또는 사람 손에 의해 생성된 숙주 세포에서 발현된 형태를 배제하지 않는다.  용어 "분리된"은 또한

그 중 어느 하나가 사람 손에 의해 제조된, 조합물로서 존재하는 형태(예를 들어, 약학적 제형 및 조합 조성

물)를 배제하지 않는다.

"분리된" 조성물은 또한 자연상태에서 이와 통상적으로 회합되는 물질들 중 일부, 실질적인 수, 대부분 또는 전[0244]

부가 없을 때 "정제"된 것일 수 있다.  따라서, 실질적으로 순수한 분리된 컨쥬게이트는, 예를 들어, 단백질 라

이브러리의 단백질 또는 유전체 또는 cDNA 라이브러리에 있는 핵산과 같이, 수 백만의 다른 서열 중에 존재하는

폴리펩티드 또는 폴리뉴클레오티드를 포함하지 않는다.  "정제된" 조성물은 하나 이상의 다른 분자와 조합될 수

있다.

본 발명에 따르면, 컨쥬게이트과 조합 조성물의 혼합물이 제공된다.  한 구체예에서, 혼합물은 하나 이상의 컨[0245]

쥬게이트과 약학적으로 허용되는 담체 또는 부형제를 포함한다.  또 다른 구체예에서, 혼합물은 하나 이상의 컨

쥬게이트과  항-세포  증식,  항-종양,  항-암  또는  항-신생물  치료제  또는  작용제를  포함한다.   추가의

구체예에서, 혼합물은 하나 이상의 컨쥬게이트과 면역 향상제를 포함한다.  항-세포 증식, 항-종양, 항-암 또는

항-신생물 치료제 또는 작용제, 및 면역 향상 치료제 또는 작용제 중 하나 이상과 함께, 약학적으로 허용되는

담체 또는 부형제에 존재하는 하나 이상의 컨쥬게이트과 같은 조합물이 또한 제공된다.

본 발명의 컨쥬게이트, 예를 들어, 표적(예를 들어, 수용체)에 결합하는 항체, 중쇄(H), 경쇄(L), 및 이들의 단[0246]

편, 및 제 2 (용해) 도메인이 용해, 세포 사멸 또는 아폽토시스를 위해 표적 세포에 대해 사용될 수 있다.  상

기 세포는 선택적으로 표적화될 수 있다.  예를 들어, 수용체, 예를 들어, Her2/neu 또는 CD20을 발현하는 세포

는 컨쥬게이트에 의해 표적화될 수 있어서, 임의의 수용체를 덜 발현하는 세포에 비해 우선적으로 사멸될 수 있

다.

본 발명에 따르면, 표적(예를 들어, 수용체)을 발현하는 세포의 증식을 감소시키거나 억제하는 방법 및 용도,[0247]

및 세포 증식을 감소시키거나 억제하는 방법이 제공된다.  한 구체예에서, 상기 방법 또는 용도는 표적 발현 세

포와 세포의 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 컨쥬게이트를 접촉시키는 것을 포함한다.  또 다른

구체예에서, 상기 방법은 표적 발현 세포와 세포 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 컨쥬게이트를 접

촉시키는 것을 포함한다.

또한, 표적(예를 들어, 수용체)을 발현하는 과증식 세포의 증식을 감소시키거나 억제하는 방법 및 용도, 및 표[0248]
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적(예를 들어, 수용체)을 발현하는 과증식하는 세포의 증식을 감소시키거나 억제하는 방법 및 용도가 제공된다.

한 구체예에서, 상기 방법 또는 용도는 과증식 표적 발현 세포 또는 과증식하는 표적 발현 세포와 증식을 감소

시키거나 억제하기에 충분한 양의 컨쥬게이트를 접촉시키는 것을 포함한다.

표적(예를 들어, 수용체)을 발현하는 비-전이성 또는 전이성 신생물, 암, 종양 및 악성종양 세포의 증식을 감소[0249]

시키거나 억제하는 방법 및 용도가 추가로 제공된다.  한 구체예에서, 상기 방법 또는 용도는 신생물, 암, 종양

또는 악성종양 표적 발현 세포와 표적 발현 세포의 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 컨쥬게이트를

접촉시키는 것을 포함한다.

표적(예를 들어, 수용체)를 발현하는 잠복 또는 분열하지 않는 비-전이성 또는 전이성 신생물, 암, 종양 및 악[0250]

성종양 세포의 증식을 감소시키거나 억제하는 방법 및 용도가 또한 추가로 제공된다.  한 구체예에서, 상기 방

법 또는 용도는 잠복 또는 분열하지 않는 신생물, 암, 종양 또는 악성종양 표적 발현 세포와 잠복 또는 분열하

지 않는 세포의 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 컨쥬게이트를 접촉시키는 것을 포함한다.

표적(예를 들어, 수용체)를 발현하는 세포(예를 들어, 과증식하는 세포)의 증식을 선택적으로 감소시키거나 억[0251]

제하는 방법 및 용도가 추가로 제공된다.  한 구체예에서, 상기 방법 또는 용도는 표적 발현 세포와 세포(예를

들어, 과증식하는 세포)의 증식을 감소시키거나 억제하기에 충분한 양의 컨쥬게이트를 접촉시키는 것을 포함하

며, 상기 컨쥬게이트는 세포에 의해 발현된 표적(예를 들어, 수용체)에 결합한다.

표적(예를 들어, 수용체)을 발현하는 신생물, 종양, 암 또는 악성종양 세포의 증식을 선택적으로 감소시키거나[0252]

억제하는 방법 및 용도가 또한 추가로 제공된다.  한 구체예에서, 상기 방법 또는 용도는 세포와 신생물, 종양,

암  또는  악성종양  세포의  증식을  감소시키거나  억제하기에  충분한  양의  컨쥬게이트를  접촉시키는  것을

포함하며, 상기 컨쥬게이트는 세포에 의해 발현된 표적(예를 슬어, 수용체)에 결합한다.

용어 "접촉시키는"은 두개 이상의 존재물 사이(예를 들어, 컨쥬게이트와 표적 및/또는 세포 사이)의 직접적 또[0253]

는 간접적 결합 또는 상호작용을 의미한다.  본원에서 사용되는 접촉은 용액에서, 고체 상에서, 시험관내에서,

생체외에서, 세포에서 및 생체내에서의 접촉을 포함한다.  생체내에서의 접촉은 투여하는, 또는 투여 또는 전달

로 언급될 수 있다.

증식을 비선택적으로 또는 선택적으로 감소시키거나 억제하기 위해 표적화되는 세포는 표적(예를 들어, 수용[0254]

체)를 발현하는 세포를 포함한다.  비제한적인 예시적 세포는 유방, 난소, 자궁, 자궁경부, 복부, 폐,  위,

결장, 방광, 아교, 피부(예를 들어, 멜라닌세포), 혈액 및 자궁내막 세포를 포함한다.

본 발명의 컨쥬게이트 및 방법 및 용도는 또한 표적(예를 들어, 수용체)를 발현하는 세포를 포함하는 요망되지[0255]

않거나 비정상적인 세포 증식 및 과증식 장애를 치료하는데 적용가능하다.  따라서, 본 발명에 따르면, 요망되

지 않거나 비정상적인 세포 증식 및 과증식 장애를 치료하는 방법 및 용도가 제공된다.  한 구체예에서, 상기

방법 또는 용도는 요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식 또는 과증식 장애를 치료하기에 충분한 컨쥬게이트의

양을 대상체(치료를 필요로 함)에 투여하는 것을 포함한다.

용어 "과증식 장애"는 임의의 요망되지 않거나 비정상적인 세포 생존(예를 들어, 프로그램화된 세포 사멸 또는[0256]

아폽토시스를 겪는데 실패), 성장 또는 증식을 나타낸다.  상기 장애는 양성 과다형성, 비-전이성 및 전이성 신

생물, 암, 종양 및 악성종양을 포함한다.  요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식 및 과증식 장애는 임의의 대

상체의 세포, 조직, 기관에 영향을 미칠 수 있다.  요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식 및 과증식 장애가 대

상체에 국소적, 국부적 또는 전신적으로 존재할 수 있다.  과증식 장애는 다른 이차 부위, 영역 또는 위치로 전

이되거나 전이되지 않을 수 있는 유방, 폐(예를 들어, 소세포 또는 비소세포), 갑상샘, 두경부, 뇌, 코인두, 인

후, 코 또는 굴, 림프, 부신, 뇌하수체, 갑상샘, 림프, 위장(구강, 식도, 위, 십이지장, 회장, 공장(소장), 결

장, 직장), 비뇨생식관(자궁, 난소, 질, 자궁경부, 자궁내막, 난관, 방광, 고환, 음경, 전립선), 신장, 췌장,

간, 뼈, 골수, 림프, 피(혈액), 뇌(아교), 근육, 피부, 피부(멜라닌세포), 및 줄기 세포를 포함하나, 이에 제한

되지는 않는 다수의 조직 및 기관으로부터 발생할 수 있다.

본 발명의 컨쥬게이트 및 방법 및 용도는 또한 임의의 세포, 기관 또는 조직 기원의 전이성 또는 비전이성[0257]

종양, 암, 악성종양 또는 신생물에 적용가능하다.  상기 장애는 임의의 세포 또는 조직 유형, 예를 들어, 암종,

육종, 흑색종, 신경, 및 그물내피 또는 조혈 신생물 장애(예를 들어, 골수종, 림프종 또는 백혈병)에 실질적으

로 영향을 미칠 수 있다.

본원에서 사용되는 용어 "신생물" 및 "종양"은 정상 대응부 세포의 성장, 증식 또는 생존보다 성장, 증식 또는[0258]

생존이 더 큰 세포 또는 세포의 집단, 예를 들어, 세포 증식 또는 분화 장애를 나타낸다.  종양은 별개의 덩어
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리 또는 성장을 형성하는 신생물이다.  "암" 또는 "악성종양"은 인접한 공간, 조직 또는 기관을 침습할 수 있는

신생물 또는 종양을 나타낸다.  "전이"는 이의 원발성 부위로부터 대상체 내의 하나 이상의 이차 부위, 위치 또

는 영역으로 전이되거나 퍼지는 신생물, 종양, 암 또는 악성종양이며, 상기 부위, 위치 또는 영역은 원발성 종

양 또는 암과 별개이다.  상기 세포의 전부 또는 일부는 표적(예를 들어, 수용체)를 발현할 수 있고, 따라서 본

발명에 따른 컨쥬게이트로 표적화될 수 있다.

신생물, 종양, 암 및 악성종양 세포(전이성 또는 비-전이성)는 잠복 또는 남아있는 신생물, 종양, 암 및 악성종[0259]

양 세포를 포함하며, 이의 전부 또는 일부는 표적(예를 들어, 수용체)을 발현한다.  상기 세포는 통상적으로 분

열되지 않은(G0-G1 정지) 잔유물 종양 세포로 구성된다.  이들 세포는 최소 한도의 남아 있는 질병으로서 원발

성 부위에 또는 전이된 신생물, 종양, 암 또는 악성종양 세포로서 존속할 수 있다.  이들 잠복 신생물, 종양,

암 또는 악성종양 세포는 증상이 없는 (unsymptomatic) 채로 남아 있으나, 일단 이들 잠복 세포가 증식하면 심

각한 증상 및 사멸을 초래할 수 있다.  본 발명의 방법을 이용하여 잠복 신생물, 종양, 암 또는 악성종양 세포

의 증식을 감소시키거나 억제시킬 수 있고, 이는 차례로 종양 또는 암 재발이나 종양 또는 암 전이 또는 진행을

억제하거나 감소시킬 수 있다.

본 발명에 따르면, 전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물을 갖는 대상체를 치료하는 방법이[0260]

제공된다.  한 구체예에서, 상기 방법은 전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물을 치료하기에

(예를 들어, 증식을 감소시키거나 억제하기에) 충분한 컨쥬게이트의 양을 대상체(치료를 필요로 함)에 투여하는

것을 포함한다.

전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물은 예를 들어, 초기이거나 진행된 것과 같은 임의의 단[0261]

계일 수 있고, 예를 들어, I, II, III, IV 또는 V기 종양이다.  전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또

는 신생물은 사전 치료될 수 있거나 안정화되거나(진행하지 않음) 또는 소실될 수 있다.

전이와 관련하여, 본 발명의 방법을 이용하여 원발성 종양 또는 암의 다른 부위로의 전이, 또는 원발성 종양 또[0262]

는 암으로부터 원위에 있는 다른 부위에서 전이성 종양 또는 암의 형성 또는 확립을 감소시키거나 억제함으로써

종양 또는 암 재발이나 종양 또는 암 진행을 억제하거나 감소시킬 수 있다.  따라서, 본 발명의 방법은 특히 1)

잠재적으로  전이를  발생시키거나  전이를  발생시키는(예컨대,  전이된  종양  세포,  DTC)  종양  또는  암  세포의

성장, 증식, 운동성 또는 침습성의 감소 또는 억제; 2) 원발성 종양 또는 암으로부터 원발성 종양 또는 암과 별

개인 하나 이상의 다른 부위, 위치 또는 영역으로 발생하는 전이의 형성 또는 확립의 감소 또는 억제; 3) 전이

가 형성되거나 확립된 후에 원발성 종양 또는 암과 별개인 하나 이상의 다른 부위, 위치 또는 영역에서의 전이

의 성장 또는 증식의 감소 또는 억제; 및 4) 전이가 형성되거나 확립된 후 추가 전이의 형성 또는 확립의 감소

또는 억제를 포함한다.

전이성  또는  비-전이성  종양,  암,  악성종양  또는  신생물의  세포(이의  전부  또는  일부는  표적(예를  들어,[0263]

수용체)을 발현함)는 "고형" 세포 덩어리로 응집될 수 있거나 분산되거나 확산될 수 있다.  "고형" 종양은 통상

적으로 함께 응집하여 덩어리를 형성하는 암, 신생물 또는 전이를 나타낸다.  특정한 비제한적인 예는 유방, 난

소, 자궁, 자궁경부, 복부, 폐, 위, 결장, 방광, 아교, 피부(예를 들어, 멜라닌세포) 및 자궁내막 종양/암을 포

함한다.

상피 또는 내분비 조직의 악성종양을 나타내는 암종은 호흡계 암종, 위장계 암종, 비뇨생식계 암종, 고환 암종,[0264]

유방 암종, 전립선 암종, 내분비계 암종, 및 흑색종을 포함한다.  예시적인 암종으로는 자궁, 자궁경부, 폐, 전

립선, 유방, 두경부, 결장, 췌장, 고환, 부신, 신장, 식도, 위, 간 및 난소로부터 형성된 것들을 포함한다.  상

기 용어는 또한, 예를 들어, 암종성 및 육종성 조직으로 구성된 악성종양을 포함하는 암육종을 포함한다.  샘암

종은 샘 조직의 암종을 포함하거나, 종양이 샘 유사 구조를 형성한다.

육종은 중간엽 세포 기원의 악성종양을 나타낸다.  예시적인 육종은, 예를 들어, 림프육종, 지방육종, 뼈육종,[0265]

연골육종, 평활근육종, 횡문근육종 및 섬유육종을 포함한다.

신경 신생물은 신경아교종, 아교모세포종, 수막종, 신경모세포종, 망막모세포종, 별아교세포종 및 핍지세포종을[0266]

포함한다.

"액상 종양"은 통상적으로 고형 덩어리를 형성하지 않으므로, 자연상태에서 분산되거나 확산된 신생물을 나타낸[0267]

다.  특정 예는 그물내피 또는 조혈계의 신생물, 예를 들어, 림프종, 골수종 및 백혈병을 포함한다.  백혈병의

비제한적인 예는 급성 및 만성 림프모구, 골수모구 및 다발 골수종을 포함한다.  통상적으로, 상기 질병은 충분

하지 않게 분화된 급성 백혈병, 예를 들어, 적혈모구 백혈병 및 급성 거핵모구성 백혈병으로부터 발생한다.  특
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정한  골수성  장애는  급성  전골수성  백혈병(APML),  급성  골수  백혈병(AML)  및  만성  골수  백혈병(CML)을

포함하나, 이에 제한되지는 않는다.  림프구 악성종양은 B-직계성 ALL(B-ALL) 및 T-직계성 ALL(T-ALL)을 포함하

는 급성 림프모구 백혈병(ALL), 만성 림프성 백혈병(CLL), 전림프구성 백혈병(PLL), 털세포 백혈병(HLL) 및 발

덴스트롬 마크로글로불린혈증(WM)을 포함하나, 이에 제한되지는 않는다.  특정한 악성 림프종은 비-호지킨 림프

종 및 변이체, 말초 T 세포 림프종, 성인 T 세포 백혈병/림프종(ATL), 피부 T-세포 림프종(CTCL), 대과립 림프

구성 백혈병(LGF), 호지킨병 및 리드-슈테르베르크병을 포함한다.

본원에 개시된 바와 같이, 요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식 또는 과증식 장애는 자궁, 유방, 질, 자궁경[0268]

부, 자궁내막 및 자궁관에서 발생할 수 있다.  따라서, 본 발명에 따르면, 자궁, 유방, 질, 자궁경부, 자궁내막

및 자궁관 과증식 장애를 치료하는 방법 및 용도가 제공된다.  한 구체예에서, 상기 방법 또는 용도는 자궁, 유

방, 질, 자궁경부, 자궁내막 또는 자궁관 과증식 장애를 치료하기에 충분한 컨쥬게이트의 양을 대상체에 투여하

는 것을 포함한다.

항-세포 증식 활성 또는 효과를 갖는 임의의 조성물, 치료, 프로토콜, 요법 또는 섭생은 컨쥬게이트와 조합될[0269]

수 있거나, 본 발명의 방법 또는 용도와 조합하여 사용될 수 있다.  따라서, 본 발명의 컨쥬게이트 및 방법 및

용도는 과증식 장애, 예를 들어, 종양, 암, 악성종양 또는 신생물 성장, 진행, 전이, 증식 또는 생존이나 시험

관내 또는 생체내 악화를 억제하거나, 감소시키거나, 지연시키거나, 늦추거나, 감소시키거나 예방하는 임의의

다른 조성물, 치료, 프로토콜 또는 치료 섭생을 포함하는, 항-증식, 항-종양, 항-암, 항-신생물 및 항-전이 치

료를 포함한다.  항-증식(예를 들어, 종양) 요법의 특정한 비제한적인 예는 화학요법, 면역요법, 방사선요법(이

온화 또는 화학적), 국소 열(고열) 요법, 외과적 절제 및 예방접종을 포함한다.  컨쥬게이트는 항-세포 증식,

항-신생물, 항-종양, 항-암, 항-전이 또는 면역-향상 치료 또는 요법의 투여 또는 사용 전에, 실질적으로 동시

에, 또는 이후에 투여될 수 있다.  컨쥬게이트는 항-세포 증식성, 항-신생물, 항-종양, 항-암, 항-전이 또는 면

역-향상 치료 또는 요법, 전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물과의 조합 조성물로서 투여되

거나 사용될 수 있다.

항-증식, 항-신생물, 항-종양, 항-암 및 항-전이 조성물, 요법, 프로토콜 또는 치료는 세포 주기 진행 또는 세[0270]

포 증식을 예방하거나, 붕괴시키거나, 방해하거나, 억제하거나, 지연시키거나; 아폽토시스 또는 세포 사멸을 자

극하거나 향상시키거나, 핵산 또는 단백질 합성 또는 대사를 억제하거나, 세포 분열을 억제하거나, 세포 생존

또는 필요한 세포 생존 인자, 성장 인자 또는 신호전달 경로(세포외 또는 세포내)의 생성 또는 이용을 저하시키

거나, 감소시키거나, 억제하는 것들을 포함한다.  항-세포 증식, 항-신생물, 항-종양, 항-암 및 항-전이 활성을

갖는 화학제 부류의 비제한적인 예는 알킬화제, 항-대사물, 식물 추출물, 식물 알칼로이드, 니트로소우레아, 호

르몬, 뉴클레오시드 및 뉴클레오티드 유사체를 포함한다.  항-세포 증식, 항-신생물, 항-종양, 항-암 및 항-전

이  활성을  갖는  약물의  특정  예는  사이클로포스파미드,  아자티오프린,  사이클로스포린  A,  프레드니솔론,

멜팔란, 클로람부실, 메클로르에타민, 부술판, 메토트렉세이트, 6-머캅토퓨린, 티오구아닌, 5-플루오로우라실,

시토신 아라비노시드, AZT, 5-아자시티딘(5-AZC) 및 5-아자시티딘 관련 화합물, 예를 들어, 데시타빈(5-아자-

2'데옥시시티딘),  시타라빈,  1-베타-D-아라비노푸라노실-5-아자시토신  및  디히드로-5-아자시티딘,

블레오마이신,  악티노마이신  D,  미트라마이신,  미토마이신  C,  카르무스틴,  로무스틴,  세무스틴,

스트렙토조토신, 하이드록시우레아, 시스플라틴, 미토탄, 프로카르바진, 다카르바진, 탁산(예를 들어, 탁솔 또

는 파클리탁셀), 빈블라스틴, 빈크리스틴, 독소루비신 및 디브로모만니톨 등을 포함한다.

컨쥬게이트 및 방법 및 용도에 적용가능한 추가의 작용제가 당업자에게 공지되어 있고, 이용될 수 있다.  예를[0271]

들어, 생물학적 약제, 예를 들어, 컨쥬게이션, 세포 성장 인자, 세포 생존 인자, 세포 분화 인자, 사이토카인

및 케모카인에 사용되는 항체와 상이한 항체가 투여되거나 사용될 수 있다.  모노클로날 항체의 비제한적인 예

는 특히 본 발명에 따른 컨쥬게이트와 조합하여 사용될 수 있는 리툭시맙(Rituxan®), 트라스투주맙(Herceptin

®),  퍼투주맙(Perjeta®),  베바시주맙(Avastin®),  라니비주맙(Lucentis®),  세툭시맙(Erbitux®),  알렘투주

맙(Campath®), 파니투무맙(Vectibix®), 이브리투모맙 티욱세탄(Zevalin®), 토시투모맙(Bexxar®), 이필리무

맙(ipilimumab),  잘루투무맙(zalutumumab),  달로투주맙(dalotuzumab),  피지투무맙(figitumumab),  라무시루맙

(ramucirumab),  갈릭시맙(galiximab),  파를레투주맙(farletuzumab),  오크렐리주맙(ocrelizumab),  오파투무맙

(Arzerra®), 토시투무맙, 이브리투모맙, 2F2(HuMax-CD20), 7D8, IgM2C6, IgG1 2C6, 11B8, B1, 2H7, LT20, 1F5

또는 AT80 다클리주맙(Zenapax®), 항-LHRH 수용체 항체, 예를 들어, 클론 A9E4, F1G4, AT2G7, GNRH03, GNRHR2

등을 포함한다.

컨쥬게이트와의  사용에  적용가능한  다른  표적화된  약물은  키나제  억제제,  예를  들어,  이마티니브[0272]

(imatinib)(Gleevec®),  제피티니브(gefitinib)(Iressa®),  보르트조미브(bortzomib)(Velcade®),  라파티니브
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(lapatinib)(Tykerb®),  수니티니브(sunitinib)(Sutent®),  소라페니브(sorafenib)(Nevaxar®),  닐로티니브

(nilotinib)(Tasigna®) 등이다.  세포 성장 인자, 세포 생존 인자, 세포 분화 인자, 사이토카인 및 케모카인의

비제한적인 예는 IL-2,  IL-1a,  IL-1b,  IL-3,  IL-6,  IL-7,  과립구-대식세포-집락 자극 인자(GMCSF), IFN-γ,

IL-12, TNF-α, TNFβ, MIP-1α, MIP-1β, RANTES, SDF-1, MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4, 에오탁신(eotaxin),

에오탁신-2, I-309/TCA3,  ATAC,  HCC-1,  HCC-2,  HCC-3,  LARC/MIP-3α, PARC,  TARC,  CKb,  CKb6,  CKb7,  CKb8,

CKb9, CKb11, CKb12, C10, IL-8, GROα, GROβ, ENA-78, GCP-2, PBP/CTAPIII-TG/NAP-2, Mig, PBSF/SDF-1 및

림포탁틴(lymphotactin)을 포함한다.

추가의 비제한적인 예는 세포 기반 요법을 포함하는 면역-향상 치료 및 요법을 포함한다.  특히, 면역-향상 치[0273]

료 및 요법은 림프구, 형질 세포, 대식세포, 수지상 세포, NK 세포 및 B-세포를 투여하는 것을 포함한다.

전이성 또는 비-전이성 종양,  암,  악성종양 또는 신생물을 치료하는 방법 및 용도, 전이성 또는 비-전이성[0274]

종양, 암, 악성종양 또는 신생물을 갖거나 가질 위험이 있기 때문에 치료를 필요로 하는 대상체를 치료하는 방

법 및 용도, 및 항-증식성, 항-종양, 항-암, 항-신생물 또는 항-악성종양 요법의 효과를 증가시키거나 개선시키

는 방법 및 용도가 제공된다.  각각의 구체예에서, 상기 방법 또는 용도는 전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악

성종양 또는 신생물을 갖거나 그러한 위험이 있는 대상체에게 전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는

신생물을 치료하기에 충분한 양의 컨쥬게이트를 투여하고; 대상체에게 대상체를 치료하기에 충분한 컨쥬게이트

의 양을 투여하고; 전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물 요법을 받고 있거나 받았던 대상체

에게 항-증식, 항-종양, 항-암, 항-신생물 또는 항-악성종양 요법의 효과를 증가시키기에 충분한 컨쥬게이트의

양을 투여하는 것을 포함한다.

본 발명의 방법 및 용도는 요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식 또는 과증식 장애, 질병 또는 질환이 존재한[0275]

다는 증거(예를 들어,  하나 이상의 증상)가 시작되기 전에(즉, 예방),  이와 동시에 또는 이후에 실시될 수

있다.  요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식 또는 과증식 장애의 증상이 발생하기 전에, 동시에 또는 직후에

컨쥬게이트를 투여하거나 이용하는 것은 대상체에서 요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식 또는 과증식 장애,

질병 또는 질환의 하나 이상의 증상의 발생, 빈도, 중증도, 진행 또는 기간을 감소시킬 수 있다.  또한, 요망되

지 않거나 비정상적인 세포 증식 또는 과증식 장애, 질병 또는 질환의 하나 이상의 증상의 발생 이전에, 동시에

또는 직후에 컨쥬게이트를 투여하거나 이용하는 것은 대상체의 다른 부위, 영역, 조직 또는 기관으로의 과증식

하는 세포의 확산 또는 전이(예를 들어, 전이), 또는 대상체의 다른 부위, 영역, 조직 또는 기관에서의 과증식

하는 세포의 확립(예를 들어, 전이)을 억제하거나, 감소시키거나, 예방할 수 있다.

본 발명의 컨쥬게이트 및 방법 및 용도, 예를 들어, 치료 방법 및 용도는 대상체에게 검출될 수 있거나 측정가[0276]

능한 치료적 이익 또는 개선을 제공할 수 있다.  치료적 이익 또는 개선은 대상체에게 임의의 측정가능하거나

검출될 수 있는 객관적이거나 주관적, 일시적, 임시적 또는 보다 긴-기간의 이익이 되거나, 대상체의 조직, 기

관, 세포 또는 세포 집단에서 질환, 장애 또는 질병에서의 어느 정도의 유해한 증상, 결과 또는 근원적인 원인

의 개선이다.

치료적 이익 및 개선은 장애, 질병 또는 질환과 관련된 하나 이상의 증상 또는 합병증의 발생, 빈도, 중증도,[0277]

진행 또는 기간을 감소시키거나 저하시키거나, 장애, 질병 또는 질환의 근원적인 원인 또는 수반하는 효과를 감

소시키거나 저하시키는 것을 포함하나, 이에 제한되지는 않는다.  따라서, 본 발명의 컨쥬게이트 및 방법 및 용

도는 대상체에게 치료적 이익 또는 개선을 제공하는 것을 포함한다.

치료적 이익 또는 개선이 요망되는 결과인 본 발명의 방법 또는 용도에서, 컨쥬게이트는 치료가 필요한 대상체[0278]

에게 충분하거나 효과적인 양으로 투여될 수 있다.  "충분한 양" 또는 "효과적인 양"은 단일 또는 다중 용량으

로, 단독으로 또는 하나 이상의 다른 조성물(치료제, 예를 들어, 화학치료제 또는 면역 자극 약물), 치료, 프로

토콜 또는 치료적 섭생제와 함께, 임의의 기간(장기 또는 단기)의 검출가능한 반응, 대상체에서 임의의 측정가

능하거나 검출가능한 정도의 또는 임의의 기간 동안(예를 들어, 수시간, 수일, 수개월, 수년 또는 치료됨) 요망

되는 결과 또는 이익을 제공하는 것이 예상되는 양을 나타낸다.  장애, 질병 또는 질환 또는 증상의 진행 또는

악화를 감소시키거나 억제하는 것이 만족스러운 결과로 고려되나, 치료를 위한 용량 또는 "충분한 양" 또는 "효

과적인 양"(예를 들어, 치료적 이익 또는 개선을 제공함)은 통상적으로 장애, 질병 또는 질환, 또는 장애, 질병

또는 질환의 하나, 다수 또는 모든 유해 증상, 결과 또는 합병증을 측정가능한 정도로 개선하는데 효과적이다.

용어 "개선시키다"는 대상체 상태의 검출가능한 객관적이거나 주관적인 개선을 의미한다.  검출가능한 개선은[0279]

장애, 질병 또는 질환에 의해 야기되거나 이과 관련된 증상의 발생, 빈도, 중증도, 진행 또는 기간의 주관적이

거나 객관적인 감소, 장애, 질병 또는 질환의 근원적인 원인 또는 결과의 개선, 또는 장애, 질병 또는 질환의
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역전을 포함한다.

따라서, 치료 또는 용도는 장애, 질병 또는 질환, 또는 관련 증상 또는 결과, 또는 근원적인 원인의 억제, 감소[0280]

또는 예방; 장애, 질병, 질환, 증상 또는 결과, 또는 근원적인 원인의 진행 또는 악화의 억제, 감소 또는 예방;

또는 장애, 질병, 질환 또는 증상의 하나 이상의 추가 증상의 추가적인 악화 또는 발생의 억제, 감소 또는 예방

을 발생시킬 수 있다.  따라서, 성공적인 치료 결과는 "치료적 효과" 또는 "이익"을 발생시키거나, 하나 이상의

증상의 발생, 빈도, 중증도, 진행 또는 기간 또는 대상체의 질환, 장애, 질병 또는 증상의 근원적인 원인 또는

결과의 억제, 감소 또는 예방을 발생시킨다.  따라서, 질환, 장애, 질병 또는 증상의 하나 이상의 근원적인 원

인에 영향을 미치는 치료 방법 및 용도가 이로운 것으로 간주된다.  장애 또는 질환의 진행 또는 악화를 안정화

또는 억제시키는 것이 또한 성공적인 치료 결과이다.

따라서,  치료적  이익  또는  개선은  질환,  장애  또는  질병과  관련된  임의의  하나,  대부분  또는  모든  증상,[0281]

합병증, 결과 또는 근원적인 원인의 완전한 제거일 필요는 없다.  따라서, 만족스러운 종점은 대상체의 상태가

안정화되거나 점진적으로 개선되거나, 짧거나 긴 기간(수시간, 수일, 수주, 수개월 등)에 걸쳐 장애 또는 질병

의 생리학적, 생화학적 또는 세포 소견 또는 특징 중 하나 이상의 발생, 빈도, 중증도, 진행 또는 기간의 부분

적인 감소, 또는 하나 이상의 관련 유해 증상 또는 합병증 또는 결과 또는 근원적인 원인, 악화 또는 진행(예를

들어, 질환, 장애 또는 질병의 하나 이상의 증상 또는 합병증의 안정화)의 억제 또는 역전시에 달성된다.

특정 구체예에서, 치료 방법 또는 용도는 전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물 세포 질량,[0282]

부피, 크기 또는 세포 수의 부분적이거나 완전한 파괴를 발생시키거나; 전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성

종양 또는 신생물 세포 괴사, 용해 또는 아폽토시스를 자극하거나, 유도하거나, 증가시키거나; 전이성 또는 비-

전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물 부피, 크기, 세포 질량을 감소시키거나; 전이성 또는 비-전이성 종양,

암, 악성종양 또는 신생물 부피, 질량, 크기 또는 세포 수의 증가 또는 진행을 억제하거나, 예방하거나; 과증식

하는 세포의 대상체의 다른(이차) 부위, 영역, 조직 또는 기관으로의 확산 또는 전이(예를 들어, 전이), 또는

대상체의 다른(이차) 부위, 영역, 조직 또는 기관에서 과증식하는 세포(예를 들어, 전이)의 확립을 억제하거나,

감소시키거나; 대상체의 수명을 연장시킨다.  추가의 특정 구체예에서, 치료 방법 또는 용도는 전이성 또는 비-

전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물과 관련되거나 이에 의해 야기된 유해 증상 또는 합병증의 중증도, 기간

또는 빈도를 감소시키거나, 저하시킨다.

충분한 양 또는 효과적인 양이 반드시 단일 투여 또는 용량으로 제공될 필요는 없을 수 있고, 단독으로 또는 다[0283]

른 조성물(예를 들어, 화학요법제 또는 면역 향상제 또는 자극제), 치료, 프로토콜 또는 치료 섭생과 함께  제

공될 필요도 없을 수 있다.  예를 들어, 상기 양은 대상체의 필요, 치료하려는 장애, 질병 또는 질환의 상태 또

는 치료 부작용에 의해 지정된 대로 비례적으로 증가될 수 있다.  또한, 충분한 양 또는 효과적인 양이 제 2 조

성물(예를 들어, 화학요법제 또는 면역자극제), 치료, 프로토콜 또는 치료 섭생 없이 단일 또는 다중 용량으로

제공되는 경우 충분하거나 효과적일 필요가 없는데, 그 이유는 상기 용량 이상 및 이를 초과하는 추가의 용량,

양 또는 기간 또는 추가의 조성물(예를 들어, 화학요법제 또는 면역자극제), 치료, 프로토콜 또는 치료 섭생이

제공된 대상체에서 효과적이거나 충분하게 고려되도록 포함될 수 있기 때문이다.  충분하게 고려되는 양은 또한

또 다른 치료, 치료 섭생 또는 프로토콜의 사용 감소를 초래하는 양을 포함한다.

충분한 양 또는 효과적인 양이 치료하려는 각각 및 모든 대상체에서 또는 제공된 그룹 또는 집단에 있는 치료되[0284]

는 대상체의 대부분에서 예방적 또는 치료적으로 효과적일 필요는 없다.  치료 또는 치료 방법에서 통상적인 대

로, 일부 대상체는 제공된 치료, 치료 섭생 또는 프로토콜에 크거나 작은 반응을 나타낼 것이다.  충분한 양 또

는 효과적인 양은 그룹 또는 일반적인 집단이 아닌 특정 대상체에서의 충분함 또는 효과를 나타낸다.  상기 양

은 치료하려는 상태, 예를 들어, 요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식 또는 과증식 장애(예를 들어, 전이성

또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물)의 유형 또는 단계, 요망되는 치료 효과 뿐만 아니라 개별적

대상체(예를 들어, 대상체 내에서의 생체이용률, 성별, 연령 등)에 부분적으로 의존적일 것이다.

요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식, 예를 들어, 과증식 장애(예를 들어, 전이성 또는 비-전이성 종양, 암,[0285]

악성종양 또는 신생물)에 대한 치료 이익 또는 개선의 특정한 비제한적인 예는 세포 크기, 질량 또는 부피의 감

소, 세포 크기, 질량 또는 부피의 증가 억제, 악화 또는 진행의 지연 또는 억제, 세포 괴사, 용해 또는 아폽토

시스의 자극, 신생물 또는 악성종양 또는 전이의 감소 또는 억제, 사망률 감소 및 대상체의 수명 연장을 포함한

다.  따라서, 세포 크기, 질량, 부피 또는 전이(안정화) 증가의 억제 또는 지연은, 전이성 또는 비-전이성

종양, 암, 악성종양 또는 신생물의 완전한 제거가 발생하지 않더라도 비록 수일, 수주 또는 수개월에 불과할지

라도 수명을 증가시킬 수 있다(사망률 감소).  감소되거나 저하될 수 있는 과증식 장애(예를 들어, 전이성 또는
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비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물)과 관련된 유해 증상 및 합병증은, 예를 들어, 동통, 구역, 불쾌,

식욕 부족, 기면 및 쇠약을 포함한다.  따라서, 요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식, 예를 들어, 과증식 장

애(예를 들어, 전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물)의 증상의 발생, 빈도, 중증도, 진행 또

는 기간의 감소, 예를 들어, 주관적인 느낌의 개선(예를 들어, 증가된 에너지, 식욕, 감소된 구역, 개선된 운동

성 또는 정신적 웰빙 등)이 치료 이익 또는 개선의 모든 예이다.

예를 들어, 컨쥬게이트의 충분하거나 효과적인 양은, 그 투여가 더 적은 양의 화학요법 약물, 방사선 또는 면역[0286]

요법이 요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식, 예를 들어, 과증식 장애(예를 들어, 전이성 또는 비-전이성 종

양, 암, 악성종양 또는 신생물)의 치료에 요구되도록 하는 경우에 치료 효과를 갖는 것으로 간주된다.

용어 "대상체"는 동물, 통상적으로 포유동물, 예를 들어, 인간, 비인간 영장류(유인원, 긴팔원숭이, 침팬지, 오[0287]

랑우탄, 짧은꼬리원숭이), 애완 동물(개 및 고양이), 농장 동물(말, 소, 염소, 양, 돼지) 및 실험 동물(마우스,

래트, 토끼, 키니아 피그)을 나타낸다.  대상체는 동물 질병 모델, 예를 들어, 생체내 컨쥬게이트의 분석을 위

한 요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식, 예를 들어, 과증식 장애(예를 들어, 전이성 또는 비-전이성 종양,

암, 악성종양 또는 신생물)의 동물 모델을 포함한다.

치료에 적절한 대상체는 종양이 완화된 대상체를 포함하여, 전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신[0288]

생물 세포를 갖거나 가질 위험이 있는 대상체, 진행하고 있는 대상체 뿐만 아니라 항-증식(예를 들어, 전이성

또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물) 요법을 받고 있거나 받았던 대상체를 포함한다.  "위험이 있

는"의 대상체는 통상적으로 과다형성의 발생(예를 들어, 종양)인 요망되지 않거나 비정상적인 세포 증식과 관련

된 위험 요인을 갖는다.

위험이 있거나 후보가 되는 대상체의 특정 예는 컨쥬게이트가 결합할 수 있는 표적(예를 들어, 수용체)을 발현[0289]

시키는 세포를 갖는 대상체를 포함하며, 특히 괴사, 용해, 사멸 또는 파괴를 위해 표적화된 세포는 비-표적 세

포보다 더 많은 수 또는 더 많은 양의 표적(예를 들어, 수용체)을 발현시킨다.  상기 세포는 괴사, 용해 또는

사멸을 위해 선택적으로 또는 우선적으로 표적화될 수 있다.

위험이 있는 대상체는 또한 외과적 절제, 화학요법, 면역요법, 이온화 또는 화학적 방사선요법, 국소 또는 국부[0290]

열(고열) 요법, 또는 예방접종, 또는 예방접종에 대한 후보인 대상체 및 외과적 절제, 화학요법, 면역요법, 이

온화 또는 화학적 방사선요법, 국소 또는 국부 열(고열) 요법, 또는 예방접종, 또는 예방접종을 받은 대상체를

포함한다.  따라서, 본 발명은, 예를 들어, 안정 또는 완화의 기간 이후에 전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악

성종양 또는 신생물 재발 또는 재성장으로 인한 전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물, 또는

전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물과 관련된 합병증의 위험이 있는 대상체를 치료하는데

적용될 수 있다.

위험 인자는 성별, 생활 방식(식이, 흡연), 직업(의학 및 임상 직원, 농업 및 축산업 종사자), 환경 인자(발암[0291]

원 노출), 가족력(자가면역 장애, 당뇨병 등), 유전적 소인 등을 포함한다.  예를 들어, 흑색종이 발생할 위험

이 있는 대상체는 과도한 일광 노출(자외선 조사), 창백한 피부(fair skin), 많은 수의 반점(형성이상 반점),

환자 표현형, 가족력, 또는 이전 흑색종 병력을 포함한다.  따라서, 암이 발생할 위험이 있는 대상체는 생활 방

식, 직업, 환경 인자, 가족력, 및 종양 관련 유전자, 유전자 결실 또는 유전자 변이에 대한 유전적 스크린에 의

해 확인될 수 있다.  유방암이 발생할 위험이 있는 대상체는, 예를 들어, Brca1이 결핍되어 있다.  결장암이 발

생할 위험이 있는 대상체는 이른 연령 또는 고 빈도의 폴립 형성, 또는 결실되거나 변이된 종양 억제 유전자,

예를 들어, 선종성 결장폴립증(APC)을 갖는다.

대상체는 또한 다른 치료에서 제외된 대상체를 포함한다.  예를 들어, 특정 대상체는 외과적 절제, 화학요법,[0292]

면역요법, 이온화 또는 화학적 방사선요법, 국소 또는 국부 열(고열) 요법, 또는 예방접종, 또는 예방접종에 대

해 양호한 후보가 아닐 수 있다.  따라서, 본 발명에 따른 치료를 위한 후보 대상체는 외과적 절제, 화학요법,

면역요법, 이온화 또는 화학적 방사선요법, 국소 또는 국부 열(고열) 요법, 또는 예방접종, 또는 예방접종에 대

한 후보가 아닌 대상체를 포함한다.

컨쥬게이트는 단위 용량 또는 단위 투여량 형태로 제형화될 수 있다.  특정 구체예에서, 컨쥬게이트는 요망되지[0293]

않거나 비정상적인 세포 증식 또는 과증식 장애를 갖는 대상체를 치료하는데 효과적인 것으로 예상되는 양으로

존재한다.  추가의 특정 구체예에서, 컨쥬게이트는 전이성 또는 비전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물을 갖

는 대상체를 치료하는데 효과적인 것으로 예상되는 양으로 존재한다.  예시적인 단위 용량은 약 1-25, 25-250,

250-500,  500-1000,  1000-2500,  2500-5000,  5000-25,000,  5000-50,000  ㎍;  및  약  1-25,  25-250,  250-500,
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500-1000, 1000-2500 또는 2500-5000, 5000-25,000, 5000-50,000 또는 50,000-100,000 mg의 범위이다.

본 발명의 컨쥬게이트 및 방법 및 용도는 시험관내, 생체외 또는 생체내에서 접촉되거나 제공될 수 있다.  컨쥬[0294]

게이트는를 투여하여, 예를 들어, 효과적이거나 충분한 양으로, 단일 또는 다중 투여량으로서 의도된 효과를 제

공할 수 있다.  예시적 용량은 연속하는 날, 또는 격일이나 간헐적으로 약 1-25, 25-250, 250-500, 500-1000,

1000-2500 또는 2500-5000, 5000-25,000, 5000-50,000, 또는 50,000-100,000 ㎍/kg의 범위이다.  단일 또는 다

중 용량은 연속하는 날, 또는 격일이나 간헐적으로 투여될 수 있다.

컨쥬게이트는 전신, 국부 또는 국소 투여를 통해 임의의 경로로 투여될 수 있고, 방법 또한 그렇게 실시될 수[0295]

있다.  예를 들어, 컨쥬게이트는 전신, 국부 또는 국소, 정맥내, 경구(예를 들어, 섭취 또는 흡입), 근내, 복막

내, 피내, 피하, 공동내, 두개내, 경피(국소), 비경구, 예를 들어, 경점막 또는 직장으로 투여될 수 있다.  약

학적 제형을 포함하는 본 발명의 조성물 및 방법 및 용도는 (미세)캡슐화된 전달 시스템을 통해 투여되거나, 투

여용 임플란트로 패키징될 수 있다.

본 발명은 컨쥬게이트 및 컨쥬게이트가 약학적 조성물에 포함되는 방법 및 용도를 추가로 제공한다.  약학적 조[0296]

성물은 "약학적으로 허용되는" 및 "생리학적으로 허용되는" 담체, 희석제 또는 부형제를 나타낸다.  본원에서

사용되는 용어 "약학적으로 허용되는" 및 "생리학적으로 허용되는"은 담체, 희석제 또는 부형제를 언급할 때 약

학적 투여 및 제형의 다른 성분과 상용되는 용매(수성 또는 비수성), 세제, 용액, 에멀젼, 분산 매질, 코팅, 등

장화제 및 흡수 촉진제 또는 지연제를 포함한다.  상기 제형은 정제(코팅되거나 비코팅됨), 캡슐(경질 또는 연

질), 마이크로비드, 에멀젼, 분말, 과립, 결정, 현탁액, 시럽 또는 엘릭서(elixir)에 함유될 수 있다.

약학적 조성물은 특정 투여 경로 또는 용도와 상용되도록 제형화될 수 있다.  비경구, 피내, 또는 피하 투여용[0297]

조성물은 멸균 희석제, 예를 들어, 물, 염수 용액, 고정유, 폴리에틸렌 글리콜, 글리세린, 프로필렌 글리콜 또

는 다른 합성 용매를 포함할 수 있다.  제조물은 미생물 성장을 예방하기 위한 하나 이상의 보존제를 함유할 수

있다(예를 들어, 벤질 알코올 또는 메틸 파라벤과 같은 항균제; 아스코르브산 또는 소듐 바이설파이트와 같은

항산화제; 에틸렌디아민테트라아세트산과 같은 킬레이트화제; 아세테이트, 시트레이트 또는 포스페이트와 같은

완충제 및 염화나트륨 또는 덱스토로스와 같은 긴장성 조정제).

주사용 약학적 조성물은 주사가능한 멸균 용액 또는 분산액의 즉시 제조를 위한 멸균 용액(수용성인 경우) 또는[0298]

분산액 및 멸균 분말을 포함한다.  정맥내 투여를 위해, 적합한 담체는 생리학적 염수, 정균수, 크레모포르

(Cremophor) EL™(BASF, Parsippany, NJ) 또는 인산염 완충된 염수(PBS)를 포함한다.  담체는, 예를 들어, 물,

에탄올, 폴리올(예를 들어, 글리세롤, 프로필렌 글리콜, 및 폴리에틸렌 글리콜), 및 이들의 적합한 혼합물을 함

유하는 용매 또는 분산 매질일 수 있다.  유동성은, 예를 들어, 레시틴과 같은 코팅을 사용하거나, 계면활성제

를 이용하여 유지될 수 있다.  항균제 및 항진균제는, 예를 들어, 파라벤, 클로로부탄올, 페놀, 아스코르브산

및 티메로살을 포함한다.  흡수를 지연시키는 작용제, 예를 들어, 알루미늄 모노스테아레이트 및 젤라틴을 포함

시켜 주사가능한 조성물의 흡수를 연장시킬 수 있다.  폴리소르베이트 20 및 폴리소르베이트 80이, 예를 들어,

1% 이하로 제형 혼합물에 첨가될 수 있다.  다른 비제한적인 첨가제는 히스티딘 HCl, α,α-트레할로스 데하이

드레이트를 포함한다.

추가의 약학적 제형 및 전달 시스템이 당업자에게 공지되어 있고, 본 발명의 방법에 적용될 수 있다(예를 들어,[0299]

문헌[Remington's Pharmaceutical Sciences (1990) 18th ed., Mack Publishing Co., Easton, PA; The Merck

Index  (1996)  12th  ed.,  Merck  Publishing  Group,  Whitehouse,  NJ;  Pharmaceutical  Principles  of  Solid

Dosage  Forms,  Technonic  Publishing  Co.,  Inc.,  Lancaster,  Pa.,  (1993);  and  Poznansky,  et  al.,  Drug

Delivery Systems, R. L. Juliano, ed., Oxford, N.Y. (1980), pp. 253-315] 참조).

본 발명은 적합한 패키징 재료에 패키징된 본 발명의 컨쥬게이트, 조합 조성물 및 이의 약학적 제형을 포함하는[0300]

키트를 제공한다.  키트는 성분들의 설명 또는 그 안에 있는 성분들의 시험관내, 생체내 또는 생체외 사용을 위

한 설명서를 포함하는 라벨 또는 패키징 삽입물을 임의로 포함한다.  예시적인 설명서는 세포의 증식을 감소시

키거나 억제하거나, 요망되지 않거나 비정상적인 세포, 예를 들어, 과증식하는 세포의 증식을 감소시키거나 억

제하거나, 전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물 세포의 증식을 감소시키거나 억제하거나, 과

증식 장애를 갖는 대상체를 치료하거나, 전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는 신생물을 갖는 대상체

를 치료하거나, 동물의 생식능력을 감소시키기 위한 설명서를 포함한다.

키트는 이러한 성분들의 수집물, 예를 들어, 둘 이상의 컨쥬게이트를 단독으로 또는 치료적으로 유용한 또 다른[0301]

조성물과 함께(예를 들어, 항-증식 또는 면역-향상 약물) 함유할 수 있다.
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용어 "패키징 재료"는 키트의 성분들을 담고 있는 물리적 구조를 나타낸다.  패키징 재료는 성분들을 멸균상태[0302]

로 유지할 수 있고, 상기 목적에 일반적으로 이용되는 재료로 이루어질 수 있다(예를 들어, 종이, 파형 섬유,

유리, 플라스틱, 호일, 앰풀, 바이얼, 튜브 등).

본 발명의 키트는 라벨 또는 삽입물을 포함할 수 있다.  라벨 또는 삽입물은 "인쇄된 물질", 예를 들어, 종이[0303]

또는 카드보드를 포함하거나, 분리되거나, 성분, 키트 또는 패키징 재료(예를 들어, 박스)에 고정되거나, 키트

성분을 함유하는 앰플, 튜브 또는 바이알에 부착된다.  라벨 또는 삽입물은 컴퓨터 판독가능한 매체, 광학 디스

크, 예를 들어, CD- 또는 DVD-ROM/RAM, DVD, MP3, 자기 테이프, 또는 전기 저장 매체, 예를 들어, RAM 및 ROM

또는 이들의 하이브리드, 예를 들어, 자기/광학 저장 매체, FLASH 매체 또는 기억 유형 카드를 추가로 포함할

수 있다.

라벨 또는 삽입물은 그 안에 있는 하나 이상의 성분들의 정보, 용량, 작용 메카니즘을 포함하는 활성 성분(들)[0304]

의 임상적 약리학, 약동학 및 약역학을 규명하는 것을 포함할 수 있다.  라벨 또는 삽입물은 제조업체 정보, 로

트 번호, 제조업체 위치 및 날짜를 확인하는 정보를 포함할 수 있다.

라벨 및 삽입물은 키트 성분이 사용될 수 있는 질환, 장애, 질병 또는 증상에 대한 정보를 포함할 수 있다.  라[0305]

벨 또는 삽입물은 방법, 치료 프로토콜 또는 치료 섭생에 키트 성분 중 하나 이상을 임상의 또는 대상체가 사용

하도록 하는 설명서를 포함할 수 있다.  설명서는 투여량, 빈도 또는 기간, 및 본원에 기재된 임의의 방법, 치

료 프로토콜 또는 치료 섭생을 실시하기 위한 설명들을 포함할 수 있다.  예시적인 설명서는 요망되지 않거나

비정상적인 세포 증식, 과증식하는 세포 및 장애(예를 들어, 전이성 또는 비-전이성 종양, 암, 악성종양 또는

신생물)을 치료하기 위한 설명서를 포함한다.  따라서, 본 발명의 키트는 본원에 기재된 본 발명의 임의의 방법

및 용도를 실시하기 위한 라벨 또는 설명서를 추가로 포함할 수 있다.

라벨 또는 삽입물은 성분이 제공할 수 있는 임의의 이익, 예를 들어, 예방적 또는 치료적 이익에 대한 정보를[0306]

포함할 수 있다.  라벨 또는 삽입물은 특정 조성물을 사용하는 것이 적절하지 않을 상황들과 관련하여 대상체

또는 임상의에 대한 경고와 같은 잠재적인 유해한 부작용에 대한 정보를 포함할 수 있다.  유해한 부작용은 또

한 대상체가 조성물과 상용되지 않을 수 있는 하나 이상의 다른 약물을 지니거나, 섭취할 것이거나 현재 섭취하

고 있는 경우, 또는 대상체가 조성물과 상용되지 않을 또 다른 치료 프로토콜 또는 치료 섭생을 받고 있거나,

받을 것이거나 현재 받고 있는 경우에 발생할 수 있으므로, 따라서 설명서는 그러한 비상용성에 대한 정보를 포

함할 수 있었다.

본 발명의 키트는 다른 성분을 추가로 포함할 수 있다.  키트의 각각의 성분은 개별적 컨테이너에 동봉될 수 있[0307]

거나, 다양한 컨테이너가 모두 단일 패키지 내에 있을 수 있다.  본 발명의 키트는 냉장 저장을 위해 설계될 수

있다.  본 발명의 키트는 본 발명의 컨쥬게이트를 발현시키는 숙주 세포를 함유하거나, 컨쥬게이트를 인코딩하

는 핵산을 함유하도록 추가로 설계될 수 있다.  키트의 세포는 세포가 사용 준비가 될 때까지 적합한 저장 조건

하에 유지될 수 있다.  예를 들어, 하나 이상의 세포를 포함하는 키트는 세포가 해동 및 성장할 수 있도록 적절

한 세포 저장 매질을 함유할 수 있다.

달리 정의되지 않는 한, 본원에 사용된 모든 기술 및 과학 용어는 본 발명이 속하는 분야의 당업자에 의해 일반[0308]

적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 갖는다.  본원에 개시된 것들과 유사하거나 동등한 방법 및 물질들이 본

발명의 실시 또는 시험에 사용될 수 있으나, 적합한 방법 및 물질은 본원에 기재되어 있다.

본원에 인용된 모든 출원, 공개, 특허 및 기타 참조문헌, GenBank 인용 및 ATCC 인용은 그 전체내용이 본원에[0309]

참조로서 포함된다.  상충되는 경우, 정의를 포함하는 본 명세서가 우선할 것이다.

본원에서 사용된 단수 형태는 문맥에서 명확히 달리 지시되지 않는 한 복수의 지시 대상을 포함한다.  따라서,[0310]

예를 들어 "컨쥬게이트" 또는 "표적(예를 들어, 수용체)" 또는 "용해 도메인"은 복수의 그러한 컨쥬게이트, 표

적, 또는 용해 도메인 등을 포함한다.

본원에서 사용되는 숫자 값은 본 문헌 전체에 걸쳐 범위 형식으로 종종 제공된다.  범위 형식의 사용은 단지 편[0311]

의 및 간결함을 위한 것으로, 문맥에서 명확히 달리 지시되지 않는 한 본 발명의 범위에 대한 변치않는 제한으

로 해석되어선 안 된다.  따라서, 범위는, 문맥에서 명확히 달리 지시되지 않는 한 모든 가능한 하위범위, 상기

범위 내의 모든 개별적 숫자 값, 및 상기 범위 내의 정수 및 범위 내의 값 또는 정수의 분획을 포함하는 모든

숫자 값 또는 숫자 범위를 명백히 포함한다.  상기 구성은 범위의 폭과 상관없이 본 특허 문헌 전체에 걸친 모

든 상황에서 적용된다.  따라서, 예를 들어, 90-100%의 범위에 대한 언급은 91-99%, 92-98%, 93-95%, 91-98%,

91-97%, 91-96%, 91-95%, 91-94%, 91-93% 등을 포함한다.  90-100%의 범위에 대한 언급은 또한 91%, 92%, 93%,
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94%, 95%, 95%, 97% 등, 뿐만 아니라 91.1%, 91.2%, 91.3%, 91.4%, 91.5% 등, 92.1%, 92.2%, 92.3%, 92.4%,

92.5% 등을 포함한다.

또한, 1-5,000배의 범위에 대한 언급은 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,[0312]

20배 등, 뿐만 아니라 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5배 등, 2.1, 2.2, 2.3, 2.4, 2.5배 등, 및 상기 범위 내의 임의

의 숫자 범위, 예를 들어, 1-2, 5-10, 10-50, 50-100, 100-500, 100-1000, 500-1000, 1000-2000, 1000-5000배

등을 포함한다.  추가 예에서, KD 10-
5
 M 내지 약 KD 10-

13
 M의 범위에 대한 언급은 상기 값 내이거나 상기 값을

포함하는 임의의 숫자 값 또는 범위를 포함한다.

또한, 본원에서 사용되는 바와 같은 일련의 범위가 본 문헌 전체에 걸쳐 개시된다.  일련의 범위의 사용은 또[0313]

다른 범위를 제공하기 위해 상한 및 하한 범위의 조합을 포함한다.  상기 구성은 범위의 폭과 상관없이 본 특허

문헌 전체에 걸친 모든 상황에서 적용된다.  따라서, 예를 들어, 5-10, 10-20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-75,

75-100, 100-150, 및 150-171과 같은 일련의 범위에 대한 언급은 5-20, 5-30, 5-40, 5-50, 5-75, 5-100, 5-

150, 5-171, 및 10-30, 10-40, 10-50, 10-75, 10-100, 10-150, 10-171, 및 20-40, 20-50, 20-75, 20-100, 20-

150, 20-171 등과 같은 범위를 포함한다.

본 발명은 다수의 구체예를 기재하기 위해 단정적인 언어를 이용하여 본원에 일반적으로 개시되었다.  본 발명[0314]

은 또한 물질 또는 재료, 방법 단계 및 조건, 프로토콜, 절차, 검정 또는 분석과 같이 특정 대상 물질이 완전히

또는 부분적으로 제외된 구체예를 특히 포함한다.  따라서, 본 발명은 일반적으로 본 발명이 포함하지 않는 것

과 관련하여 본원에서 표현되지 않지만, 그럼에도 불구하고 본 발명에서 명백하게 포함되지 않은 양태가 본원에

개시된다.

본 발명의 다수의 구체예가 기재되었다.  그럼에도 불구하고, 다양한 변형이 본 발명의 사상 및 범위를 벗어나[0315]

지 않으며 이루어질 수 있는 것으로 이해될 것이다.  따라서, 하기 실시예는 청구범위에 기재된 본 발명의 범위

를 설명하기 위한 것이며 이를 제한하지 않는다.

실시예[0316]

실시예 1[0317]

본  실시예는  시험관내  연구에서  용해  펩티드  Phor18(KFAKFAK  KFAKFAK  KFAK)  또는  (KLAKLAK)2KLAK(SEQ  ID[0318]

NO.:74)에 컨쥬게이션된 Her-2 수용체에 대한 재조합적으로 생성된 항체(항체로서) scFv-CH3의 세포독성을 결정

하기 위한 것이었다.  다양한 링커(GS 및 NRVRRS(SEQ ID NO.:75)) 및 항체 분자 당 용해 펩티드의 1 또는 2개의

분자를 연구하였다.

연구된 펩티드는 다음과 같다: Phor18-scFv-CH3-Phor18 (항체의 N-말단 및 C-말단에서 연결된 Phor-18의 2개의[0319]

분자),  scFv-CH3-GS-Phor18  (GS  링커에  의해  C-말단에서  항체에  연결된  Phor18의  한  분자),  scFv-CH3-GS-

(KLAKLAK)2KLAK (SEQ ID NO.:74)(GS 링커에 의해 C-말단에서 항체에 연결된 (KLAKLAK)2KLAK(SEQ ID NO.:74)의

한 분자), scFv-CH3--NRVRRS(SEQ ID NO.:75)-Phor18 (NRVRRS 링커에 의해 C-말단에서 항체에 연결된 Phor18의

한 분자), 및 scFv-CH3-NRVRRS-(KLAKLAK)2KLAK(SEQ ID NO.:74)(NRVRRS 링커에 의해 C-말단에서 항체에 연결된

(KLAKLAK)2KLAK(SEQ ID NO.:74)의 한 분자).  세포독성을 Her-2 수용체 양성 세포(SKBR-3 및 SKOV-3, 각각 인

간 유방암 및 난소암 세포) 및 Her-2 수용체 음성 유방암 세포(MDA-MB-231)에서 네이키드 항체(용해 펩티드가

없는 항체)와 비교하였다.

실시예 2[0320]

본 실시예는 본원에 기재된 연구에서 사용되는 다양한 재료 및 방법을 기재한다.[0321]

재료: 에스케리키아 콜리(Escherichia  coli)에서 재조합 항체로서 항-Her2/neu 항체를 합성하기 위해 재조합[0322]

DNA 기술을 이용하였다.  scFv-CH3 항체(Olafsen T. et al Protein Engineering, Design & Selection 17, 315-

323, 2004)를 표 1에 기재된 바와 같이 펩티드 링커를 통해 또는 링커 없이 Phor18 또는 양친매성 알파-헬리칼

용해 펩티드 (KLAKLAK)2KLAK(SEQ ID NO.:74)에 컨쥬게이션시키고, 시험관 내에서 세포독성에 대해 분석하였다.

플라스미드를 유전자 코돈 최적화를 통해 획득하였다.  유전자를 N-His 태그 서열을 갖도록 합성하고, 플라스미

드를 E. 콜리 박테리아 발현 벡터 pUC57로 서브클로닝하였다.  발현 최적화 및 평가 후, His-태그 생성물을 선
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택하고, 1 L의 박테리아 발현 생성물을 1-단계 친화성 정제로 정제하였다.  각각의 작제물에 대한 플라스미드

유전자 삽입물의 서열은 표 1에 기재되어 있다.

표  1:  각각의 재조합 Her2/neu  항체 및 항체 컨쥬게이트의 생성을 위한 플라스미드 삽입물의 뉴클레오티드[0323]

서열.

1. Her2/neu scFv-CH3: (SEQ ID NO.:76)[0324]

[0325]
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2. scFv-CH3-GS-Phor18: (SEQ ID NO.:77)[0326]

[0327]

3. scFv-CH3-GS-(KLAKLAK)2KLAK: (SEQ ID NO.:78)[0328]

[0329]
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4. scFv-CH3-NRVRRS-Phor18: (SEQ ID NO.:79)[0330]

[0331]
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5. scFv-CH3-NRVRRS-(KLAKLAK)2KLAK: (SEQ ID NO.:80)[0332]

[0333]
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6. Phor18-scFv-CH3-Phor18: (SEQ ID NO.:81)[0334]

[0335]

모노클로날 항-Her2/neu 항체 IgG1(MAb)에 대한 Phor18의 화학적 컨쥬게이션: 인산염 완충 염수(PBS) 중 정제된[0336]

항체를 약 2 mg/mL의 농도로 농축시켰다.  N-숙시니딜-3-(2-피리딜로티오)프로피오네이트(SPDP)의 20 mM 용액을

디메틸설폭시드(DMSO)에서 새로이 제조하고, 20배 과량으로 항체 용액에 첨가하였다.  혼합물을 약 30분 동안

실온에서 인큐베이션하여, 항체-링커 중간체를 생성시켰다.  과량의 반응되지 않은 SPDP를 크기 배제에 의해 제

거하였다.  시스테인을 함유하는 세포독성 분자를 10배 과량의 리덕타크릴(reductacryl) 시약과의 반응에 의해

충분히 환원시킨 후, 10배 과량으로 항체-링커 작제물과 혼합하였다.  반응물을 18시간 동안 실온에서 인큐베이

션시킨 후, 제염시켜 반응되지 않은 세포독성 분자를 제거하였다.  용액을 저장 전에 필터-멸균시켰다.

시험관내: 재조합 항체 제조물(컨쥬게이션된 재조합 항체 제조물 및 컨쥬게이션되지 않은 재조합 항체 제조물)[0337]

의 세포독성을 결정하기 위해 시험관내 세포독성 연구를 수행하였고, 용해 펩티드 Phor18을 대조군 인큐베이션

으로 사용하였다.  세포를 2,000 세포/웰을 이용하여 96 웰 플레이트에서 제조하고, 48시간 동안 부착시켰다.

동결건조된 형태의 Phor18을 염수에 새로이 용해시키고, 0, 0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 25,

및 100 μM의 증가하는 농도로 다중-웰 플레이트에 첨가하였다.  Tris/HCL-완충액 중 Her2/neu-항체-Phor18 컨

쥬게이트(Phor18-scFv-CH3-Phor18, scFv-CH3-GS-Phor18, scFv-CH3-NRVRRS(SEQ ID NO.:75)-Phor18, Her2/neu-항

체-(KLAKLAK)2KLAK(SEQ  ID  NO.:74)(scFv-CH3-GS-(KLAKLAK)2KLAK(SEQ  ID  NO.:74),  및  scFv-CH3-NRVRRS(SEQ  ID

NO.:75)-(KLAKLAK)2KLAK)(SEQ  ID  NO.:74),  또는  scFv-CH3-  수용체  항체(네이키드)를 염수에  희석시키고,  0,

0.0012, 0.012, 0.12, 1.2, 6.0, 12.0, 120, 360 및 720 nM의 증가하는 농도로 세포에 첨가하였다.   인큐베이

션을 37℃에서 48시간 동안 수행하였다.  세포 생활력을 포르마잔 전환 검정(MTT 검정)을 이용하여 결정하였다.

대조군은 0% 및 100% 세포 사멸 각각에 대한 참조로서 USP 염수 또는 0.1% TritonX-100™을 함유하였다.  모든

데이터를 처리하고, Graph Pad Prizm 4™ 소프트웨어(Graph Pad Prizm, Inc)를 이용하여 분석하였다.

실시예 3[0338]

본 실시예는 항-Her2-Phor18 항체 컨쥬게이트가 Her2 발현 유방암 세포를 사멸한 것을 나타내는 연구를 기재한[0339]

다.
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표  2에  제시된  바와  같이,  항-Her2-Phor18  항체  컨쥬게이트(Phor18-scFv-CH3  -Phor18,  scFv-CH3-GS-Phor18,[0340]

scFv-CH3-NRVRRS(SEQ ID NO.:75)-Phor18)는 48시간까지 Her2/neu 양성 인간 유방암 SKBR-3 및 난소암 SKOV-3

세포주를 사멸시킨 반면, Her2/neu 음성 인간 유방암 MDA-MB-231 세포주는 사멸되지 않았다.  24시간의 인큐베

이션만큼  초기에  현미경에  의해  세포독성의  증거가  관찰되었다.   예상된  바와  같이,  컨쥬게이션되지  않은

Phor18은 단지 약간의 세포독성을 나타내었다.

Phor18에 컨쥬게이션된 HER2/neu 항체는 용해 펩티드 (KLAKLAK)2KLAK(SEQ ID NO.:74)에 컨쥬게이션된 항체보다[0341]

유의하게 더 세포독성이었다(도 1, 표 2).  Her2/neu 음성 MDA-MB-231 세포는 어떠한 재조합 항체-용해 펩티드

컨쥬게이트에 의해 사멸되지 않았고, 이는 항체의 세포독성이 Her2/neu 수용체를 통해 매개된 것을 나타낸다.

"네이키드"(컨쥬게이션되지 않은) 항체(scFv-CH3)는 3개 모두의 세포주에서 세포독성이 아니었는데, 이는 항체-

용해 펩티드 컨쥬게이트의 세포-사멸 특성이 용해 펩티드 페이로드(payload) 및 용해 펩티드의 서열의 존재로

인한 것임을 나타낸다.  또한, 예상된 바와 같이, 컨쥬게이션되지 않은 Phor18은 모든 세포주에서 매우 최소의

비특이적 세포독성을 나타내었다(표 2).

표  2:  Her2/neu  수용체 양성 SKOV-3,  SKBR-3  및  Her2/neu  수용체 음성 MDA-MB-231  암세포에서의 항-Her2-[0342]

Phor18  항체 컨쥬게이트(scFv-CH3-Phor18  및 -scFv-CH3-(KLAKLAK)2KLAK(SEQ  ID  NO.:74)  컨쥬게이트, Her2/neu

scFv-CH3 및 컨쥬게이션되지 않은 Phor18의 시험관내 세포독성.  값은 nM으로 표현된 IC50이다.

[0343]

결과는 재조합적으로 생성된 Her2 항체 scFv-CH3-Phor18 및 Her2 항체 scFv-CH3-(KLAKLAK)2KLAK(SEQ ID NO.:74)[0344]

컨쥬게이트가 Her2/neu 수용체 발현 세포주에 대해 나노몰 범위에서 활성인 것을 나타낸다.  컨쥬게이션되지 않

은 항체 또는 자유 용해 펩티드(Phor18)는 효과가 없었는데, 이는 Her2/neu 수용체에 결합하는 리간드(예를 들

어, 항체)에 대한 용해 펩티드의 컨쥬게이션이 세포 세포독성 효능을 향상시키는 것을 나타낸다.

실시예 4[0345]

본  실시예는  Her2  양성  난소암  세포주  SKOV-3에  대한  용해  펩티드  Phor18(KFAKFAK  KFAKFAK  KFAK(SEQ  ID[0346]

NO.:4))에 컨쥬게이션된 Her-2  수용체에 대한 재조합적으로 생성된 항체(scFv-CH3-GS-Phor18), 및 화학적으로

컨쥬게이션된 MAb-Phor18 컨쥬게이트의 시험관내 세포독성 연구의 설명을 포함한다.

세포를 5,000 세포/웰을 이용하여 96 웰 플레이트에서 제조하고, 48시간 동안 부착시켰다.  MAb-Phor18, scFv-[0347]

CH3-GS-Phor18, scFv-CH3를 염수에 희석시키고, 0, 0.0012, 0.012, 0.12, 1.2, 6.0, 12, 120, 360 및 720 nM의

증가하는 농도로 첨가하였다, 농도 당 N=8  데이터 포인트.  인큐베이션을 37℃에서 24시간 동안 수행하였다.

세포 생활력을 포르마잔 전환 검정(MTT 검정)을 이용하여 결정하였다.  대조군은 0 및 100% 세포 사멸 각각에

대한 참조로서 USP 염수 또는 0.1% TritonX-100™을 함유하였다.

데이터를 처리하고, Graph Pad Prizm 4™ 소프트웨어(Graph Pad Prizm, Inc)를 이용하여 분석하였다.  유의성[0348]

에 대한 통계적 분석을 양측 스튜던츠 T-검정(two-tailed Student's T-test)에 의해 결정하였다.  전체 MAb-
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Phor18은 60.53±3.8 nM의 IC50 값을 발생시켰고, scFv-CH3-GS-Phor18은 59.8±3.8 nM이었다.  "네이키드"(컨쥬

게이션되지 않음) 항체(MAb 및 scFv-CH3)는 세포독성이 아니었다.  시험관내 화학적으로 연결된 HER2 항체(MAb-

Phor18) 및 재조합 Phor18 컨쥬게이트(scFv-CH3-GS-Phor18)는 SKOV-3 세포에 대한 유사한 독성을 나타낸 반면,

네이키드 재조합 항체(scFv-CH3)는 독성이 아니었다.

실시예 5[0349]

본 실시예는 다양한 용량의 항-Her2-Phor18 항체 컨쥬게이트(scFv-CH3-GS-Phor18, MAb-Phor18), 네이키드 전체[0350]

항체(MAb) 및 네이키드 재조합 항체(scFv-CH3) 처리를 이용한 인간 난소암의 마우스 이종이식 모델에서의 생체

내 연구를 기재한다.

암컷 Nu/Nu 마우스에 SKOV-3/Matrigel 현탁액(4x10
6
 세포)을 피하 주사하였다.  42일에서 사멸된 마우스로부터[0351]

의 종양 중량을 기준선으로 제공하였다.  요컨대, 처리를 130.3±10.25 mm
3
의 중간 종양 부피의 종양에 대해 종

양 세포 주사 43일 후에 시작하였고, 가쪽 꼬리 정맥으로의 단일 볼루스 주사로서 47, 50, 54, 57 및 60일에 지

속시켰다.

전체 연구 동안, 종양 부피를 주 당 2회 측정하였고, 체중을 결정하였다.  최종 부검을 종양 세포 주사 64일 후[0352]

에 수행하였고, 이때 종양을 절제하고, 칭량하고, 조직학적 평가를 위해 포르말린에서 고정시켰다.

처리는 다음과 같다: 염수 대조군, 전체 네이키드 모노클로날 항-Her2-항체, MAb, (3 mg/kg), 재조합 네이키드-[0353]

Her2-항체(scFv-CH3)(3 mg/kg), scFv-CH3-GS-Phor18(0.3 및 3 mg/kg), MAb-Phor18(0.3 및 3mg/kg).  처리 시작

시에 희생된 마우스로부터의 종양에 대해 Her2/neu 수용체의 면역조직화학 평가를 수행하였다.  각각의 그룹은

8-9마리의 마우스로 구성되었다.

모든 그룹의 마우스는 주사에 잘 용인되었다.  주사 결과로 사망한 마우스는 없었다.[0354]

원발성 종양에 대한 항체 컨쥬게이션된 Phor18 주사 및 네이키드 항체의 효과(부피 및 종양 중량, 도 2A, 2B,[0355]

및 3) 및 체중이 도 4에 예시되어 있다.  도 2A 및 2B는 염수 대조군, 및 MAb(네이키드)(3 mg/kg), scFv-CH3(3

mg/kg),  scFv-CH3-GS-Phor18(0.3 및 3 mg/kg), MAb-Phor18(0.3 및 3mg/kg)로 처리된 마우스에 대한 각각의 개

별적 처리 그룹에 대한 연구 과정 동안의 평균 종양 부피 및 64일에서의 평균 종양 중량을 도시한다.

종양 부피 및 중량은 3 mg/kg의 화학적으로 연결된 MAb-Phor18(p<0.04)  또는 재조합적으로 생성된 scFv-CH3-[0356]

Phor18  컨쥬게이트(p<0.02)로 처리된 모든 동물에서 유의하게 감소하였다.  네이키드 MAb 또는 scFv-CH3는 3

mg/kg의 용량에서 염수 대조군에 비해 종양 부피 또는 종양 중량을 감소시키지 않았다(도 2A, 2B, 및 3).  윌콕

슨 부호 순위 검정(Wilcoxon signed  rank  test)을 이용하여 Graphpad  prizm  4에서 통계 분석을 수행하였다.

체중은 모든 처리 그룹 및 대조군 동물에서 안정적이었다(도 4).

실시예 6[0357]

본 실시예는 난소암 세포에 대한 용해 펩티드 Phor18(KFAKFAK  KFAKFAK  KFAK(SEQ  ID  NO.:4))에 컨쥬게이션된[0358]

Her-2 수용체에 대한 재조합적으로 생성된 항체의 시험관내 세포독성 연구를 기재한다.

scFv-CH2-CH3-GS-Phor18(GS  링커에 의해 C-말단에서 항체에 연결된 Phor18의 한 분자)은 VL--G  링커--VH-CH2-[0359]

CH3--G 링커-CH3-CH2--VH---G 링커-VL-GS-(Phor18)로 구성된다.  세포독성을 Her-2 수용체 양성 세포(SKOV-3, 인

간 난소암 세포)에서 네이키드 항체(scFv-CH2-CH3; 용해 펩티드가 없는 항체)와 비교하였다.

재료: 에스케리키아 콜리에서 scFv-CH2-CH3 항체로서 항-Her2 항체를 합성하기 위해 재조합 DNA 기술을 이용하였[0360]

다.  항체(Olafsen T. et al Protein Engineering, Design & Selection 17, 315-323, 2004)를 펩티드 링커를

통해 Phor18에 컨쥬게이션시키고, 시험관내에서 세포독성에 대해 분석하였다.  플라스미드를 유전자 코돈 최적

화를 통해 획득하였다.  유전자를 N-His 태그 서열을 갖도록 합성하고, 플라스미드를 E. 콜리 박테리아 발현 벡

터 pUC57로 서브클로닝하였다.  발현 최적화 및 평가 후, His-태그 생성물을 선택하고, 1 L의 박테리아 발현 생

성물을 1-단계 친화성 정제로 정제하였다.  각각의 작제물에 대한 아미노산 서열은 표 3에 기재되어 있다.
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표 3: 각각의 재조합 항체, (A) scFv-CH2-CH3; 및 항체 컨쥬게이트 (B) scFv-CH2-CH3-GS-Phor18의 생성을 위한[0361]

아미노산 서열.

A) scFv-CH2-CH3; 및 항체 컨쥬게이트: (SEQ ID NO.:82)[0362]

[0363]
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B) scFv-CH2-CH3-GS-Phor18: (SEQ ID NO.:83)[0364]

[0365]

재조합 항체 제조물(scFv-CH2-CH3, scFv-CH3, 및 scFv-CH2-CH3-GS-Phor18, scFv-CH3-GS-Phor18)의 세포독성을 결[0366]

정하기 위해 시험관내 세포독성 연구를 수행하였다.  Her-2 수용체 양성 SKOV-3 세포를 2,000 세포/웰을 이용하

여 96 웰 플레이트에서 제조하고, 48시간 동안 부착시켰다.  Tris/HCL-완충액 중 Her2-항체-Phor18  컨쥬게이트

(scFv-CH2-CH3-GS-Phor18, scFv-CH3 GS-Phor18) 또는 네이키드 항체(scFv-CH2-CH3, scFv-CH3)를 염수로 희석시키

고, 0, 0.0012, 0.012, 0.12, 1.2, 6.0, 12.0, 120, 360 및 720 nM의 증가하는 농도로 세포에 첨가하였다.  인

큐베이션을 37℃에서 48시간 동안 수행하였다.  세포 생활력을 Cell Titer Glo 발광 세포 생활력 검정(Promeg

a)을 이용하여 결정하였다.  대조군은 0 및 100% 세포 사멸 각각에 대한 참조로서 USP 염수 또는 0.1% TritonX-

100™을 함유하였다.  모든 데이터를 처리하고, Graph Pad Prizm 4™ 소프트웨어(Graph Pad Prizm, Inc)를 이

용하여 분석하였다.

Phor18에 컨쥬게이션된 Her2 항체(scFv-CH2-CH3, scFv-CH3)는 scFv-CH3-Phor18에 대해 53.7±0.63 nM 및 scFv-[0367]

CH2-CH3-Fv-Phor18에  대해  56.7±0.92  nM의  IC50  값을  발생시켰다.   "네이키드"(컨쥬게이션되지  않음)  항체

scFv-CH2-CH3, scFv-CH3는 세포독성이 아니었다.  시험관내 재조합 Phor18 컨쥬게이트는 SKOV-3 세포에 대해 유

사한 독성을 나타낸다.

실시예 7[0368]

본 실시예는 포유동물 발현 시스템에서의 규정된 위치 용해 도메인(Phor18), 및 항체 당 2, 4 및 6 중 특정 수[0369]
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의 Phor18 용해 도메인을 갖는 전체 항-Her2-IgG1-Phor18 항체 컨쥬게이트의 작제 및 발현의 설명을 포함한다.

이들 컨쥬게이트는 또한 항체-약물 컨쥬게이트(ADC)로 언급된다.

포유동물 시스템(CHO 세포)에서의 전체 IgG1 항체-Phor18(KFAKFAKKFAKFAKKFAK(SEQ ID NO.:4)) 컨쥬게이트의 재[0370]

조합 발현을 항체 중쇄 및 경쇄에 대한 독점(proprietary) 분비 신호 서열, 및 인간 IgG 카파-경쇄 분비 신호의

2개의 상이한 분비 신호 서열을 이용하여 수행하였다.  발현된 항-Her2 IgG1 항체(Her-2 수용체에 대한 인간화

된 가변 경쇄 및 중쇄 도메인 영역) 및 2, 4 및 6의 Phor18:AB의 화학량적 비율을 갖는 다양한 항체-Phor18 컨

쥬게이트를 SDS PAGE, 웨스턴 블롯 분석, 및 표면 플라즈몬 공명(선택된 ADC)을 이용하여 특성규명하였다.

중쇄(H) 또는 경쇄(L) C-말단-Phor18  또는 N-말단-Phor18  컨쥬게이션을 갖는 재조합적으로 생성된 항체(전체[0371]

IgG1 항체)의 수율, 순도 및 세포독성을 분석하였다.  전체 항체 분자에 컨쥬게이션된 2, 4 및 6 분자의 용해

도메인(Phor18)이 발현되었다.  컨쥬게이션되지 않은 항-Her2 항체, 항-Her2 항체 중쇄(H) 및 경쇄(L)의 아미노

산 서열은 표 4에 제시되어 있다.

표 4: Drugbank.ca DB00072로부터의 항-Her2/neu 항체 아미노산 서열.  인간 IgG1과 비교하여 항-Her2 항체의[0372]

CH1 도메인에 하나의 추가의 아미노산이 존재하였다(밑줄).

항-HER2/neu 경쇄 (네이키드 L1): (SEQ ID NO.:84)[0373]

[0374]

항-HER2/neu 중쇄 2 (네이키드 H1): (SEQ ID NO.:85)[0375]

[0376]

항체-용해 펩티드 컨쥬게이트 중쇄(H) 및 경쇄(L)의 아미노산 서열은 표 5에 제시되어 있다.  유전자 합성을 차[0377]

이니즈 햄스터 난소 세포에 대한 바람직한 코돈 사용빈도를 이용하여 Genewiz, Inc(South Plainfield, NJ)에서

수행하였다.  전사물을 pUC57 박테리아 플라스미드로 라이게이션시켰다.

표 5: 용해-펩티드(Phor18, KFAKFAKKFAKFAKKFAK (SEQ ID NO.:4))-항체 중쇄 및 경쇄 컨쥬게이트의 아미노산 서[0378]

열
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Phor18-VL 경쇄 (L2): (SEQ ID NO.:86)[0379]

[0380]

CL-Phor18 경쇄 (L3): (SEQ ID NO.:87) [0381]

[0382]

Phor18-VL-CL-Phor18 경쇄 (L4): (SEQ ID NO.:88) [0383]

[0384]

Phor18-VH 중쇄 (H2): (SEQ ID NO.:89) [0385]

[0386]
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CH3-Phor18 중쇄 (H3): (SEQ ID NO.:90) [0387]

[0388]

Phor18-VH-CH3-Phor18 중쇄 (H4): (SEQ ID NO.:91)[0389]

[0390]

중쇄(H)  및 경쇄(L)  전사물을 pCMVTnT  포유동물 발현 플라스미드(도 5,  Promega,  Madison,  WI,  L5620,  lot[0391]

14524919)의 다중 클로닝 부위로의 방향적 라이게이션을 위한 5' EcoR1 및 3' Xba1 제한 부위를 함유하는 프라

이머를 이용한 PCR을 이용하여 Genewiz pUC57 플라스미드의 외부에서 합성하였다.  각각의 전사물은 5' 말단에

서 Kozak 컨센서스 서열 및 분비 신호를 포함하였다.

항-Her2/neu 항체를 Lonza Inc.(Cambridge, UK)에 의해 생성시켰다.  차이니즈 햄스터 난소(CHO) 세포 포유동[0392]

물 발현 시스템을 네이키드(즉, 용해 도메인이 없는) 항-Her2/neu IgG1, 및 규정된 위치(N-말단 또는 C-말단)에

서 전체 항체 당 2, 4 및 6의 용해 도메인의 비로 용해 도메인(Phor18)을 갖는 ADC를 생성시키기 위해 이용하였

다.

요컨대, Free-style CHO Suspension Cell Expression System(Invitrogen Life Sciences, Carlsbad, CA, cat#[0393]

K9000-20)을 8mM 글루타맥스(glutamax) 및 5 ml/L 페니실린/스트렙토마이신이 보충된 FreeStyle CHO 발현 배지

에서 FS-CHO 세포를 성장(제조업체의 지시에 따름)시키기 위해 이용하였다.  세포를 37℃로 미리 가온된 페니실

린/스트렙토마이신이 없는 성장 배지로 해동시키고, 8% CO2 대기에서 평형화시키고, 125-135 rpm에서 교반기 플
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라스크 내에서 30ml로 성장시켰다.  응집을 피하기 위해 세포 밀도를 1x10
6
 세포/ml 또는 그 미만으로 유지시켰

다.

FS-CHO 세포를 Invitrogen 프로토콜에 따라 트랜스펙션시켰다.  FS CHO 세포를 해동 7일 후 또는 그 초과 동안[0394]

확장시켰다.   세포는 24시간마다 배가되었다.   트랜스펙션 전날,  응집물을 제거하고,  세포를 펠렛화시키고,

P/S-비함유 배지에 5x10
5
/ml로 재현탁시켰다.  트랜스펙션일에, 필요시 세포를 9x10

5
/ml로 조정하였고, 생활력은

99%에 가까웠다.  180ml의 세포의 각각의 500ml 스피너 플라스크(VWR, cat# PBV125)를 180㎕의 FSMax 트랜스펙

션 시약(Invitrogen, cat# 16447-100)과 혼합된 180㎍의 전체 플라스미드 DNA로 트랜스펙션시켰다.  DNA 혼합

물을 천천히 첨가하면서 세포를 신속히 소용돌이치도록 하였다.  분석된 H:L 사슬의 비는 3:2, 1:1, 및 2:3이었

다.

트랜스펙션 4일 내지 6일 후에 수거된 세포 배지로 분비된 ADC를 단백질 A 컬럼을 이용하여 정제하였다.  제공[0395]

된 Genscript 생성물 프로토콜 및 완충제 설명을 이용하여 FS CHO 배지로부터 분비된 ADC를 분리시키기 위해 약

0.25ml의 단백질 A 수지(Genscript L00210, 용적 수지 ml 당 >20mg IgG)를 이용하였다.  ADC를 0.5 ml의 0.1M

글리신 pH 2.5의 저 pH 용리 완충액으로 1회 용리시키고, 용리액을 컬럼에 재적용시키고, 두번째로 수거하였다.

1M Tris pH 8을 이용하여 pH를 6.5로 조정하였다.

단백질의 존재를 확인하기 위해, SDS-PAGE(4-15% TGX 젤, Bio-Rad Labs, Hercules, CA, cat# 456-1084) 분석을[0396]

이용하였다.  젤 상에서 분리된 ADC를 은-염색시켰다(Sigma-Aldrich, St  Louis,  MO,  Prot  Sil1  kit).   항-

Phor18  토끼 폴리클로날을 Covance(Denver,  PA,  cat#  338983)로부터 구입하였고, 검출을 위해 항-토끼-HRP를

이용하였다(cat# 111-035-046, Jackson ImmunoResearch, Philadelphia, PA).  Jackson ImmunoResearch로부터

의 항-인간 IgG(cat# 109-035-088)로 ADC의 검출을 수행하였다.  경쇄(L)의 존재를 HRP-마우스 항-인간 카파

(Invitrogen, cat#053920)를 이용하여 환원된 ADC에서 확인하였다.

ADC를 제형화시키기 위해, 20X 용액 중 DPBS 염 및 폴리소르베이트 20(PS20)을 4℃에서의 저장 및 동결-해동 주[0397]

기 동안 안정화시키기 위해 하기 최종 농도로 단백질 A 용리 완충액(Tris-글리신, 50mM-100mM)에 첨가하였다:

CaCl2 100mg/L, MgCl2 (·6H2O)  100mg/L, KCl     200mg/L, NaCl 8g/L, 및 0.09 mg/ml PS20.  단백질 농도를

결정하기 위해, 일부 배치(batch)에 대해, 각각의 샘플에 대한 OD280을 분광광도계에서 결정하였다.  ADC 농도

[mg/ml]를 1.4의 흡광 계수(아미노산 서열을 기초로 함)를 이용하여 계산하였다.  더 큰 정확성을 위해, 항-인

간 IgG Elisa 검정(Genway, 40-374-130037)에 의해 ADC 농도를 결정하였다.

첫번째 항-Her2/neu 항체-기반 ADC를 신호 서열의 조절하에서 생성시키고, 발현 분석을 수행하였다.  생성된[0398]

ADC는 다음과 같다: H1L1(네이키드), H2L2(Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1), H2L1(Phor18-VH-IgG1), H1L2(Phor18-VL-

IgG1),  H1L3(CL-Phor18-IgG1),  H3L1(CH3-Phor18-IgG1),  H3L3(CL-Phor18-CH3-Phor18-IgG1),  H3L4(Phor18-VL-CL-

Phor18-CH3-Phor18-IgG1),   및 H4L3(Phor18-VH-CL-Phor18-CH3-Phor18-IgG1).   분광광도(OD 280)  분석을 기초로

하여, ADC에 대한 평균 수율은 H2L2 = 0.12mg/L 및 H1L3 = 0.8mg/L였다.

표 6은 개별적 ADC 설명, 약어, 및 용해 도메인(Phor18)의 수 및 위치를 나타낸다.[0399]
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표 6: ADC 설명 및 약어[0400]

[0401]

환원된 항체의 면역블롯에서 ADC의 품질을 분석하여, 중쇄 및 경쇄를 시각화시켰다.  Phor18의 존재가 H1L2[0402]

Phor18-VL-IgG1(H1L2)의 경쇄(L), H1L3(CL-Phor18-IgG1)의 경쇄(L) 및 H3L1(CH3-Phor18-IgG1)의 중쇄(H)에서 확

인되었고, 경쇄의 C-말단에만 Phor18을 가졌다(도 6).

중쇄 및 경쇄에서의 Phor18의 존재가 Phor18 컨쥬게이션을 갖는 중쇄에 대한 웨스턴 블롯 분석(도 7A)에서 확인[0403]

되었다.  H1L1 및 항-Her2/neu 항체, 네이키드 항체를 음성 대조군으로 제공하였으며, 이들은 Phor18을 탐지하

는 밴드를 나타내지 않았다.  재조합적으로 생성된 항체 및 항체 컨쥬게이트에서의 경쇄의 존재가 H1L1(IgG1),

H3L1(CH3-Phor18-IgG1),  H1L3(IgG1-CL-Phor18)에  대한  웨스턴  블롯  분석에서  확인되었고(카파  경쇄),

H2L2(Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1)는 IgG 웨스턴 블롯 분석, 카파-경쇄 웨스턴 블롯 분석(도 7B) 및 항-Phor18 면

역 블롯(도 6 및 7A)을 기초로 하여 중쇄 및 경쇄 둘 모두를 가졌다.

본 데이터는 2, 4 및 6의 용해 도메인(Phor18):AB의 소정의 화학량론, 및 소정의 위치의 용해 도메인(Phor18)을[0404]

갖는 전체 항체-용해 도메인(Phor18) 컨쥬게이트가 포유동물 발현 시스템에서 재조합적으로 생성될 수 있는 것

을 나타낸다.

실시예 8[0405]

본 실시예는 8개의 ADC의 효능 및 특이성의 설명을 포함한다.[0406]

N-말단 또는 C-말단에서 2,  4  또는 6개의 Phor18  분자에 컨쥬게이션된 항-Her-2 수용체(IgG1)를 갖는 ADC를[0407]

Her2/neu 양성 난소암 세포주(SKOV-3 인간 난소암 세포)를 이용하여 시험관 내에서 분석하였고, "네이키드"항체

와  비교하였다.   Her-2  수용체  음성,  ER  음성,  PR  음성  인간  유방암  세포(MDA-MB-231)를  대조군으로

제공하였다.

요컨대, SKOV-3(Her2/neu 양성, 계대 번호 pU51) 및 MDA-MB-231(Her2/neu 음성, ER 음성, PR 음성, pu 14) 세[0408]

포를 세포 해리 완충액을 이용하여 열 비활성화 완전 배지 내에 불투명한 플레이트에 웰 당 2,000개 세포의 밀

도로 시딩하였다.  2일 후, 세포에 새로운 배지(75 ㎕)를 공급하고, 25㎕의 각각의 ADC의 4x 연속 희석액과 함

께 인큐베이션하고, 세포 배양 배지에서 제조된 네이키드 항체를 첨가하였다.

4시간 동안 인큐베이션된 세포를 발광측정 검정 키트(Promega, Cytotox Glo G9292 lot # 317872)를 이용하여[0409]

막 온전성에 대해 검정하였다.  세포 생활력을 발광 검정 키트(Promega,  W,  Cell  Titer  Glo,  G  7572,  lot

31511202)를 이용하여 24, 48 및 72시간 후에 결정하였다.  100% 세포 생활력(배양 배지) 및 100% 세포 사멸

(0.1% Triton X 100)에 대한 대조군을 동일 조건하에서 인큐베이션하였다.

Windows용  Graph  Pad  Prizm  version  5.00,  GraphPad  Software,  San  Diego  California  USA,[0410]

www.graphpad.com(Graph Pad Prizm, Inc)을 이용하여 데이터를 처리하고 분석하여 IC50 값을 수득하였다.  유의

성에 대한 통계 분석을 양측 스튜던츠 T-검정에 의해 결정하였다.  각각의 검정을 각각 2-3웰의 이중 플레이트

를 이용하여 수행하여, 시점 당 4-6 데이터 포인트의 N을 수득하였다.
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각각의 ADC의 농도를 분광광도(OD280) 결정하였고, 일부 경우에 ELISA 검정을 이용한 IgG 결정에 의해 결정하였[0411]

다.  각각의 ADC 및 네이키드 항체를 동결된 스톡으로부터 제조하여 최초 농도에 따라 가장 높은 농도로서 800

nM 또는 그 미만을 발생시켰다.

분광광도 결정된 농도에 대한 0.00015, 0.0015, 0.015, 0.15, 1.5, 15, 30 및 60 ㎍/ml에 상응하는 0, 0.001,[0412]

0.01, 0.1, 1, 10, 100 및 200 nM의 웰 당 최종 농도를 달성하도록 연속 희석액을 세포 배양 배지에서 제조하였

다.  IgG 내용물을 갖는 연구를 위해, 가장 높은 가능한 농도를 시험한 후, 각각의 ADC에 대한 1:1 및 1:10 희

석액을 시험하였다.

재조합적으로  발현된  ADC의  활성을  결정하기  위해  다양한  시점을  포함시켰다.   활성의  가장  이른  표시를[0413]

Her2/neu 양성 SKOV-3 세포에서의 ADC 노출 4시간 후의 막 통합에 대한 효과로서 측정하였다.

가변 경쇄에서 Phor18을  갖는 N-말단 컨쥬게이션된 ADC(Phor18-VL-IgG1)는  표적 세포막을 분해시켰다(IC50  =[0414]

187.9±12.8 nM).  하나의 Phor18 분자를 갖는 C-말단 컨쥬게이션된 ADC(CH3-Phor18-IgG1)는 검출가능한 막 활

성을 갖지 않았다.  네이키드 항-Her2-IgG1은 또한 막 온전성에 검출가능하게 영향을 미치지 않았다.

표 7에는 상기 활성 연구의 결과가 요약되어 있다.  ADC는 음성 대조군(Her2/neu 음성) MDA-MB-231에 비해 표적[0415]

세포주 SKOV-3에 대한 높은 특이성을 나타내었다.

최대 독성 수준을 48시간 후에 결정하였다.  IC50 값[nM]은 C-말단 컨쥬게이션된 ADC인 항체 당 2개의 Phor18[0416]

분자를  갖는 CH3-Phor18-IgG1(27.4±5.1  nM,  2  Phor18/AB,  H3L1,  C-말단)에 비해  N-말단  컨쥬게이션된 ADC

Phor18-VH-IgG1(13.02±2.3 nM, 2 Phor18/AB, N-말단) 및 H2L1 Phor18-VL-IgG1(6.9±3.4 nM, 2 Phor18/AB, N-

말단)에 대해 낮은 나노몰 범위였다.

N-말단에 4개 분자의 Phor18을 갖는 N-말단 컨쥬게이션된 ADC는 C-말단 대응물 CL-Phor18-CH3-Phor18-IgG1(36.3[0417]

±10.6  nM,  4  Phor18/AB,  H3L3,  C-말단,  p<0.001)과  비교하여  0.54±0.2  nM(Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1,  4

Phor18/AB, N-말단, H2L2)의 IC50 값을 가졌다.  N-말단에서의 용해 도메인 컨쥬게이션은 C-말단에서의 컨쥬게

이션보다 70배 더 효능이 있었다.

이들 데이터는 N-말단 Phor18 컨쥬게이션을 갖는 ADC가 항체 당 2 및 4개 분자의 화학량적 비율에 대해 C-말단[0418]

Phor18 컨쥬게이션에 비해 우수한 것을 나타낸다.

항체 당 2개로부터 4개 분자로의 Phor18 컨쥬게이션의 증가는 N-말단에서의 컨쥬게이션을 갖는 12배 더 효능 있[0419]

는  ADC를  발생시켰으나,  C-말단에서는  그렇지  않았다.   항체  당  6개의  Phor18  분자와  컨쥬게이션된  ADC는

Phor18-VL-CL-Phor18-CH3-Phor18-IgG1(6  Phor18,  N  및 C  말단, H3L4)에 대해 1.1±0.2  nM,  및 Phor18-VH-CL-

Phor18-CH3-Phor18-IgG1(6 Phor18, H4L3)에 대해 1.1±0.4 nM의 IC50 값으로 대략 동일한 효능을 나타내었다.

네이키드 항-Her2-IgG1은 48시간 후에 SKOV-3  표적 세포에서 실질적으로 덜한 세포 사멸 활성을 나타내었다[0420]

(234.6±49 nM의 IC50 값).  ADC 중 어느 것도 동일 조건 하에서 표적 음성 MDA-MB-231 세포를 사멸시키지 않았

다.

이들 데이터는 용해 도메인 (Phor18)-컨쥬게이션된 항-Her-2 수용체 항체(ADCs)가 Her2/neu 발현 세포에 매우[0421]

특이적인 것을 나타낸다.  표적 수용체의 부재는 세포를 손상되지 않은 채로 남겨둔다.

용해 도메인 (Phor18) 컨쥬게이션된 항체(ADC)의 효능은 컨쥬게이션의 위치 및 용해 도메인 (Phor18) 분자의 수[0422]

에 좌우되었으며, 표적 세포에 대한 가장 높은 효능이 항체 당 2 및 4개의 용해 도메인(Phor18) 분자를 갖는 N-

말단 용해 도메인 (Phor18)-항체 컨쥬게이트에 대해 관찰되었다.  N-말단 컨쥬게이션은 C-말단 용해 도메인

(Phor18)-항체 컨쥬게이션에 비해 70배 활성 증가를 나타내었다.  N-말단 Phor18 컨쥬게이션된 ADC는 항체 당 2

및 4개 Phor18 분자를 갖는 둘 모두의 C-말단 Phor18 컨쥬게이트에 비해 더욱 효능이 있었다.  또한, N-말단 컨

쥬게이션은 표적 세포 SKOV-3의 막 온전성을 감소시키는 것에 대해 측정가능한 효과를 나타내었다.

컨쥬게이션된 용해 도메인 (Phor18) 분자의 수를 항체 당 6개로 증가시키는 것은 낮은 나노몰 범위에서 최대 활[0423]

성을 갖도록 하였다.  Phor18 컨쥬게이션된 ADC는 네이키드 항체에 비해 433배까지 더 효능이 있었다.
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표 7: CHO 세포에서 생성된 ADC 및 네이키드 항체의 시험관내 활성[0424]

[0425]

실시예  9[0426]

본 실시예는 IgG 카파 신호 서열을 이용한 ADC 발현의 최적화의 설명을 포함한다.  대안적 분비 신호 펩티드를[0427]

ADC의 품질 및 발현 수준의 개선에 대해 평가하였다.  N-말단 Phor18을 갖는 중쇄 및 경쇄의 발현을 위한 인간

IgG 카파 신호 서열을 생성시키기 위해, 5' 말단에 새로운 신호 펩티드를 갖는 L2(Phor18-VL), L4(Phor18-VL-CL-

Phor18), 및 H2(Phor18-VH) 항체 중쇄(H) 및 경쇄(L) 전사물에 대한 새로운 유전자 합성을 Genewiz, Inc.에 의

해 수행하였다.  인간 IgG 카파 신호 펩티드의 아미노산 서열은 MQTDTLLLWVLLLWVPGSTGA이다(Felgenhauer M, et

al.,. Nucleic Acids Res., 18:4927 (1990)).- 

igk 분비 신호를 이용하여 생성된 Phor18-VL-IgG1 및 Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1 ADC는 항-CL 카파 및 항-Phor18[0428]

로 탐지된 환원된 단백질의 면역블롯에서 경쇄에 대한 강한 신호를 가졌다.  IgG 카파 신호 펩티드가 더 높은

발현 및 품질을 유도하므로, ADC 생성을 위해 igk 전사물을 선택하였다.  Elisa 정량을 기초로 한 IgG 카파 신

호 서열을 이용하여 CHO 세포에서 발현된 ADC의 생성 수준은 다음과 같다: H1L1 = 0.8mg/L, CL-Phor18-IgG1 =

0.8mg/L, Phor18-VL-IgG1 = 0.3mg/L, 및 Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1 = 0.15mg/L.  IgG 카파 신호 서열을 이용하

여 N-말단 Phor18 ADC의 여러 추가 배치를 생성시키고, 발현 수준, 품질 및 동등한 발현 수준을 이용한 시험관

내에서의 효능에 대해 분석하였다.

Phor18-VL-IgG1(H1L2), IgG1-CL-Phor18-IgG1(H1L3) 및 Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1(H2L2).  이들 N-말단 및 C-말[0429]

단 컨쥬게이션된 Phor18 ADC를 항-Phor18 면역블롯, IgG 및 카파 경쇄 웨스턴 블롯 분석에 의해 품질 및 순도에

대해 분석하였다(도 8).  Phor18 존재를 이들의 분자량을 통해 중쇄 및 경쇄에서 확인하였다(도 8).

ADC의  면역블롯  분석은  igk  분비  신호를  이용하여  생성된  Phor18-VL-IgG1,  CL-Phor18-IgG1  및  Phor18-VL-[0430]

Phor18-VH-IgG1 ADC가 Phor18과 함께 제공된 중쇄 및 경쇄를 갖는 것을 나타내었다.  발현 수준은 Phor18-VL-

IgG1 및 Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1 둘 모두에 대해 0.5mg/L보다 낮았다.

실시예 10[0431]

본 실시예는 항-Her2/neu 항체에 대한 Her2/neu 단백질의 결합에 비한 Phor18-VL-IgG1 및 Phor18-VL-Phor18-VH-[0432]

IgG1에 대한 Her2/neu 단백질의 결합 동역학을 특성규명하기 위한 연구를 기재한다.

염소 항-인간 IgG로 코팅된 GLM 센서 칩을 이용하여 BioRad ProteOn 시스템에서 표면 플라스몬 공명 연구를 수[0433]
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행하였다.  ADC(Phor18-VL-IgG1 및 Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1) 및 항-Her2/neu 항체를 5 ㎍/ml의 농도로 희석시

키고,  포획을  위해  항-인간  IgG  표면  상에  주입하였다.   항-Her2/neu  항체를  150  RU  내지  1000  RU로

포획하였다.  Phor18-VL-IgG1 및 Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1 포획 수준은 200 내지 900 RU였다.

ErbB2/Her2/neu(Sino Biological #1004-H08H)를 3배 희석 시리즈(N=4) 중 가장 높은 농도로서 50 nM에서 분석[0434]

하였다.  데이터를 25℃에서 수집하였다.  표적 표면으로부터의 반응에서 참조 표면을 공제한 후, 1:1 상호작용

모델로 전체적으로 적합화시켰다.  결합 상수를 표 8에 제시된 바와 같이 결정하였다.

표 8: 25℃에서 결정된 결합 상수.[0435]

[0436]

결과는 ErbB2가 84±13  pM의 친화성으로 항-Her2/neu 항체에 결합하였고, 200±24 및 175±13 pM으로 각각 약[0437]

2.5배 및 2배 더 약한 친화성으로 Phor18-VL-IgG1 및 Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1에 결합한 것을 나타낸다.  관찰

된 가장 유의한 차이는 Phor18-VL-IgG1  및 Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1에 대한 것보다 약 2배 더 신속한 Anti-

Her2/neu 항체에 대한 회합 속도였다.  따라서, 전체 항체에 컨쥬게이션된 Phor18의 결합 동역학은 항-Her2/neu

항체와 유사하며, 이는 결합 특성이 가변 경쇄 및 중쇄에서의 컨쥬게이션에 의해 거의 영향을 받지 않는 것을

나타낸다.

실시예 11[0438]

본 실시예는 세포독성에 대해 ADC를 특성규명하고 평가하기 위한 연구를 기재한다.[0439]

다양한 발현 배치를 제조하였다.  ADC 농도를 분광광도 측정(OC280) 및 IgG 정량 검정으로 결정하였다.  항체 당[0440]

2  및  4개의 Phor18  분자에 대한 N-말단 Phor18  컨쥬게이션을 갖는 선택 ADC(Phor18-VL-IgG1  및 Phor18-VL-

Phor18-VH-IgG1)의 연속 희석액을 실시예 10에 기재된 바와 같이 제조하였다.  시험관내 활성은 Phor18-VL-IgG1

및 Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1의 각각의 제조물의 IgG 내용물을 기초로 하였다.

세포막 온전성에 대한 ADC의 효과를 결정하기 위해 4시간 시점을 분석하였다(표 8).  2의 Phor18/AB  및 4의[0441]

Phor18/AB의  화학량적  비율을  갖는  ADC는  4시간  노출  후에  SKOV-3  표적  양성  세포의  세포막을  파괴시켰고

(Phor18-VL-IgG1에 대해 21.5±1 및 Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1에 대해 2.51±0.2 nM의 IC50 값), 이는 막 붕괴

를 나타낸다.  막 활성은 N-말단의 4개의 Phor18 컨쥬게이션된 항체보다 10배 더 높았다.

세포 사멸을 Phor18-VL-IgG1(3.7±0.9 nM) 및 Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1(0.2±0.04 nM)에 대한 낮은 나노몰 범[0442]

위 내의 IC50  값으로 24시간 후에 측정하였다.   Phor18-VL-IGG1  및 Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1의 최대 효능을

Phor18-VL-IgG1(0.54±0.2 nM) 및 Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1(0.07±0.02 nM; p<0.0001)에 대해 48시간 후에 측

정하였다.  둘 모두의 경우에서, 4 Phor18 항체 컨쥬게이트(Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1)에 대한 시험관내 효능은

2 Phor18 항체 컨쥬게이트(Phor18-VL-IgG1)보다 10-20배 더 높았다(p<0.0001).  네이키드 항체는 24 및 48시간

후에 225.8±43 및 295.3±80.6 nM에서 Her2/neu 양성 표적 세포(SKOV-3)를 사멸시켰다.

이전 결과와 일치하게, Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1은 가장 활성의 ADC였고, Phor18-VL-IgG1보다 10배 더 높은 활[0443]

성을 나타냈다.  Her2/neu  음성 대조군 세포주 MDA-MB-231은 네이키드 항체 또는 ADCs(Phor18-VL-IgG1  또는

Phor18-VL-Phor18-VH-IgG1)로 사멸되지 않았다(표 9).  상기 데이터는 항체의 N-말단 도메인에 컨쥬게이션된 더

많은 수의 Phor18(4 vs 2)이 C-말단 Phor18 컨쥬게이션을 갖는 항체와 비교하여 가장 효능이 있는 것을 입증한
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다.

표 9: Her2/neu 양성 난소암 세포주에 대한 2 및 4개의 펩티드의 N-말단 Phor18 컨쥬게이션을 갖도록 재조합적[0444]

으로 생성된 ADC의 시험관내 활성.

[0445]

실시예 12[0446]

본 실시예는 CD20에 결합하는 ADC의 생성을 기재한다.[0447]

CD20은 B-세포 악성종양의 표면 상에서 발현되며, 내재화되지 않는 표면 표적이다.  항체 단편 컨쥬게이트를 E.[0448]

콜리(단일쇄 단편 및 Phor18-컨쥬게이트) 및 피키아 파스토리스(Pichia pastoris)(단일쇄 이합체 및 Phor18-컨

쥬게이트)에서 생성시키고, 2, 4, 및 6개의 Phor18 분자를 갖는 전체 항체 컨쥬게이트를 CHO 세포에서 발현시켰

다.  항-CD20 IgG1 항체 AT80 및 MS4A1을 이용하여 화학적 컨쥬게이션을 수행하였다.

화학적 컨쥬게이션 - AT80(마우스 IgG1, Tenovus) 및 MS4A1(리툭시맙(rituximab) 유사, R&D)[0449]

정제된 항체 IgG1 AT80 및 IgG1 MS4A1을 수득하였고, Phor18과의 화학적 컨쥬게이션에 사용하였다.  항체를 인[0450]

산염 완충 염수(PBS)에서 약 2 mg/mL로 농축시켰다.  SPDP의 20 mM 용액을 DMSO에서 새로이 제조하고, 20배 과

량으로 항체 용액에 첨가하였다.  혼합물을 약 30분 동안 실온에서 인큐베이션하여, 항체-링커 중간체를 생성시

켰다.  과량의 반응되지 않은 SPDP를 크기 배제 크로마토그래피에 의해 제거하였다.  시스테인을 함유하는 세포

독소 분자를 10배 과량의 리덕타크릴 시약과의 반응에 의해 충분히 환원시킨 후, 10배 과량으로 항체-링커 작제

물과 혼합하였다.  반응물을 18시간 동안 실온에서 인큐베이션시킨 후, 탈염시켜, 반응되지 않은 세포독소 분자

를 제거하였다.  용액을 저장 전에 필터-멸균시켰다.  최종 ADC의 농도는 브래드포드(Bradford) 단백질 측정에

의해  결정시  AT80-Phor18  컨쥬게이트에  대해  0.76  mg/ml였고,  MS4A1-Phor18  컨쥬게이트에  대해  0.34

mg/ml였다.  컨쥬게이션을 위한 SPDP 방법을 이용한 항체 당 Phor18 분자의 통상적인 수는 항체 당 3-5분자의

Phor18이다.

Phor18에 화학적으로 컨쥬게이션된 CD20에 대한 2개의 항체를 분석하였는데, 이는 이들이 세포외 CD20 루프의[0451]

다양한 도메인에 결합하기 때문이다.  시험관내 연구에서, CD20 양성 세포(Daudi 및 Raji, 버킷림프종)에서 2개

의 화학적으로 컨쥬게이션된 CD20을 표적으로 하는 전체 항체 IgG1-Phor18 컨쥬게이트와 "네이키드" 항체(IgG

1)의 세포독성을 비교하였다.  CD20 음성 백혈병 세포(U937)를 대조군으로 제공하였다.

네이키드  항체  항-CD20-IgG1-Phor18을  0.34  mg/ml(MS4A-Phor18)  및  0.76  mg/ml(AT-80-Phor18)의  농도로  약[0452]

158,000  g/mol의  분자량으로  화학적으로  컨쥬게이션시켰다(MS4A  및  AT80).   세포주를  미국  미생물보존센터

(American Type Cell Collection)(Mannassas, VA)에서 수득하였다.  인간 비-호지킨 림프종 세포 Daudi(CD20

양성, 계대 번호 p2), Raji(CD20 양성 p 2) 및 인간 백혈병 세포주 U937(CD20 음성, p 10)을 열 비활성화된 완

전 배지에서 불투명한 플레이트에 웰 당 3,000개 세포의 밀도로 시딩하였다.  24시간 후, 세포에 새로운 배지

(75 ㎕)를 공급하고, 25㎕의 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100 및 500 nM(N=6)의 MS4A1-Phor18 및 AT80-Phor18의

4x  연속 희석액과 함께 인큐베이션하였다.  2-5시간 동안 인큐베이션된 세포를 발광측정 검정 키트(Promega,

Madison, WI, Cytotox Glo G9292 lot # 301329)를 이용하여 막 온전성에 대해 검정하였다.  세포 생활력을 발

광 검정 키트(Promega, Madison, WI,  Cell Titer Glo, G 7572, lot 30068102)를 이용하여 24, 및 48시간 후에

결정하였다.

화학적으로 컨쥬게이션된 MS4A1-Phor18 및 AT80-Phor18을 이들의 막 활성에 대해 시험하였다.  MS4A1-Phor18은[0453]

CD20 양성 세포주 Raji 및 Daudi에서 2 또는 5시간 후에 활성이 아니었던 반면, AT-80-Phor18은 106.1±2.9 nM
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의 IC50 값으로 CD20 양성 Daudi 세포에서 막 온전성을 파괴하였다.  Daudi 세포는 11.9±0.9 nM의 IC50 값으로

48시간 이내에 AT-80-Phor18 컨쥬게이트에 의해 사멸되었고, Raji 세포는 6.3±1.02 nM의 IC50 값으로 사멸되었

다.  CD20 음성 대조군 세포주 U937은 네이키드 AT-80 항체 또는 AT-80-Phor18 컨쥬게이트에 의해 사멸되지 않

았다.

MS4A1-Phor18 컨쥬게이트는 24 및 46시간 후에 267±13 및 227±11 nM의 IC50 값으로 Raji 세포에서 낮은 활성[0454]

을 나타내었다.  Daudi 세포는 10.6±2.1 및 3.0±1.2 nM의 IC50 값으로 MS4A1-Phor18 컨쥬게이트에 대해 훨씬

더 민감하였다.  네이키드 MS4A1 항체는 Raji 또는 Daudi 세포주에 대해 독성이 아니었다.  CD20 음성 인간 백

혈병 세포(U937)는 어느 ADC에 의해서도 사멸되지 않았다(표 10).

이들 데이터는 화학적으로 컨쥬게이션된 Phor18 ADC가 접촉시 CD20 양성 세포를 사멸시키고, 내재화를 필요로[0455]

하는 것으로 보이지 않는 것을 나타낸다.  세포독성은 CD20 표적에 특이적이며, ADC의 결합 도메인에 좌우된다.

표 10: CD20 양성 비-호지킨 림프종 세포주 Raji 및 Daudi 및 CD20 음성 세포주 U937에서의 화학적으로 컨쥬게[0456]

이션된 항-CD20 IgG1-Phor18 컨쥬게이트의 시험관내 활성

[0457]

ND = 결정되지 않음[0458]

실시예 13[0459]

본 실시예는 CD20 표적화 ADC의 카스파제 활성화의 비교를 기재한다.[0460]

CD20 표적화 ADC는 내재화되지 않는다.  세포 사멸의 개시는 아폽토시스 관련 경로를 결정함으로써 측정될 수[0461]

있다.  초기 아폽토시스 과정은 카스파제 3 및 7의 활성화를 나타낸다.  카스파제는 시스테인 아스파르트산-특

이적 프로테아제 패밀리의 일원이며, 포유동물 세포의 아폽토시스에서 중요한 효과기 역할을 한다.  상기 검정

은 카스파제 활성, 루시페라제 활성 및 세포 용해에 최적화된 시약에서 테트라펩티드 서열 DEVD를 함유하는 루

미노제닉(luminogenic) 카스파제-3/7 기질을 제공한다.

시험관내 연구에서, CD20 양성 세포(Daudi 버킷림프종)에서 화학적으로 컨쥬게이션된 CD20을 표적으로 하는 전[0462]

체 항체 IgG1-Phor18 컨쥬게이트와 "네이키드" 항체(IgG1-AT80)의 카스파제 활성화를 비교하였다.

인간 비-호지킨 림프종 세포 Daudi(CD20 양성, 계대 번호 p2)를 열 비활성화 완전 배지 내에 불투명한 플레이트[0463]
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에 웰 당 3,000개 세포의 밀도로 시딩하였다.   24시간 후, 세포에 새로운 배지(75 ㎕)를 공급하고, 15 및 75

㎍/ml(100 및 500 nM)(N=6)의 AT80-Phor18(0.76 mg/ml) 또는 네이키드 항체 AT-80와 함께 인큐베이션하였다.

10 μM의 스타우로스포린을 카스파제 3/7 활성화에 대한 양성 대조군으로 제공하였다.  인큐베이션 5시간 후,

배양물을 발광측정 검정 키트(Promega, Madison, WI,  Caspase Glo 3/7  G811C lot # 28731802)를 이용하여 카

스파제 3/7 수준에 대해 검정하였다.

카스파제 3/7 활성화를 발광측정 신호로부터의 상대 광 단위로부터 계산하였다.  스타우로스포린을 100% 카스파[0464]

제  3/7  활성화로  설정하였고,  시약의  첨가가  없는  세포  현탁액  단독을  0%  카스파제  수준으로  제공하였다.

AT80-Phor18은  15  ㎍/ml에서  카스파제  3/7  수준을  13±2.6%로  상승시켰고,  75  ㎍/ml에서  85.7±5에

도달시켰다.  15 또는 75 ㎍/ml 농도에서 컨쥬게이션되지 않은 AT-80은 카스파제 활성화가 결핍되었다(-12.3 및

-2.3%).  AT80-Phor18의 가장 높은 용량은 스타우로스포린과 동등한 카스파제 활성화를 발생시켰다(도 9).

Phor18-컨쥬게이션된 ADC는 표적 세포에 결합된 경우 카스파제 3/7을 활성화시키고, 이에 따라 5시간 이내에 아[0465]

폽토시스 세포 사멸을 촉진한다.

실시예 14[0466]

본 실시예는 E. 콜리에서의 단일쇄 항-CD20 Phor18(scFv-Phor18) 컨쥬게이트의 발현 작제물 및 특성규명을 기재[0467]

한다.

p185의 인간화 가변 영역으로 리툭산(Rituxan) CDR을 삽입함으로써 단일쇄 Fv 항-CD20 단편을 설계하였다.  폴[0468]

리-히스티딘 태그를 정제를 위해 단백질의 N-말단에 첨가하였다.  아미노산 서열이 하기 제시되며, 삽입된 CDR

은 굵은 글씨로 제시된다.  폴리-글리신 가요성 링커를 VL과 VH 도메인 사이에 삽입하였고, Phor18을 GS 링커 뒤

의 C-말단에 두었다.

scFv 단편의 아미노산 서열 (네이키드 AB); 굵은 글씨의 CDR (SEQ ID NO.:92)[0469]

[0470]

scFv-Phor18 컨쥬게이트의 아미노산 서열 (C-말단); 굵은 글씨의 CDR (SEQ ID NO.:93)[0471]

[0472]

상기 항체 단편을 E. 콜리에서의 생성을 위해 Genscript USA(Piscataway, NJ)로부터 주문하였다.  Genscript는[0473]

E. 콜리 극한 발현 세포에서의 생성을 위해 이들의 pGS21a 발현 플라스미드를 사용하였다.  Genscript는 E. 콜

리 봉입체로부터 단백질을 분리시켰다.

네이키드 scFv 단편은 친화성 크로마토그래피를 통해 정제하였고, 0.31 mg/ml의 농도에서 15 mg/L의 수율을 발[0474]

생시켰다.  순도는 85%로 결정되었다.  분자량을 27,088 g/mol을 이용한 쿠마시 염색된 SDS PAGE 분석을 이용하

여 결정하였다.  Phor18 컨쥬게이트는 쿠마시 염색된 SDS-Page를 기초로 하여 15 mg/L의 유사한 수율 및 85%의
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순도를 가졌다.  분자량을 29,349 g/mol에서 측정하였다.  네이키드 AB 및 ADC 둘 모두는 50 mM Tris 완충액,

pH 8.0 내에 제공되었다.

항-CD20 ScFv-Phor18은 29.3kD의 계산된 분자량을 갖는다.  항체 단편을 정제를 위해 폴리-히스티딘 태그와 함[0475]

께 발현시켰다.  항-히스티딘으로 탐지된 단백질의 면역블롯 및 분자량을 나타낸 쿠마시 블루로 염색된 SDS-

PAGE는 정확한 범위 내였다.

실시예 15[0476]

본 실시예는 E. 콜리에서 재조합적으로 생성된 CD20 표적화 Fv-CH3-CH3-Fv-Phor18 컨쥬게이트의 발현 및 특성규[0477]

명을 기재한다:

2가 항-CD20 미니바디를 가변 도메인 사이 및 CH3 도메인 사이에 가요성 글리신-세린 링커를 첨가하여 Fv-CH3-[0478]

CH3-Fv 미니바디를 생성시킴으로써 설계하였다.  폴리-히스티딘 태그를 봉입체로부터의 정제를 위해 단백질의 N-

말단으로 첨가하였고, Phor18을 GS 링커 뒤의 C-말단에 위치시켰다.  아미노산 서열은 하기 제시되며, 다양한

도메인에서 삽입된 CDR은 굵은 글씨로 제시되며, CH3 도메인은 소문자 알파벳으로 표시된다.

항-CD20 미니바디 Fv-CH3-CH3-Fv의 아미노산 서열; 굵은 글씨의 CDR (SEQ ID NO.:94)[0479]

[0480]
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항-CD20-Phor18 미니바디 컨쥬게이트 Fv-CH3-CH3-Fv-Phor18의 아미노산 서열; 굵은 글씨의 CDR (SEQ ID NO.:95)[0481]

[0482]

항체 단편을 E. 콜리에서의 생성을 위해 Genscript USA(Piscataway, NJ)로부터 수득하였다.  Genscript는 E.[0483]

콜리 극한 발현 세포에서의 생성을 위해 이들의 pGS21a 발현 플라스미드를 사용하였다.  Genscript는 E. 콜리

봉입체로부터 단백질을 분리시켰다.

네이키드 항-CD20 미니바디는 친화성 크로마토그래피를 통해 정제하였고, 0.23 mg/ml의 농도에서 3 mg/L의 수율[0484]

을 발생시켰다.  순도는 80%로 결정되었다.  분자량을 78,988 g/mol을 이용한 쿠마시 염색된 SDS PAGE 분석을

이용하여 결정하였다.  Phor18 컨쥬게이트는 쿠마시 염색된 SDS-Page를 기초로 하여 3 mg/L의 유사한 수율 및

70%의 순도를 가졌다.  분자량을 93,515 g/mol에서 측정하였다.  네이키드 AB 및 ADC 둘 모두는 50 mM Tris 완

충제, 150 mM NaCl, 15-20% 글리세롤, pH 8-9.5 내에 제공되었다.

네이키드 단일쇄 Fv 및 항-CD20 미니바디 및 scFv-Phor18 및 항 CD20-Phor18 컨쥬게이트를 E. 콜리에서 발현시[0485]

켰다.  각각의 항체 단편 백본에 해당하는 별개의 분자량이 SDS-PAGE 젤 및 웨스턴 블롯에서 입증되었다.

실시예 16 [0486]

본 실시예는 CD20 양성 및 CD20 음성 세포주에서의 scFv 및 항-CD20 네이키드 미니바디 및 Phor18 컨쥬게이트의[0487]

시험관내 분석을 기재한다.

시험관내 연구에서, CD20  양성 세포(Daudi,  버킷림프종)에서 박테리아 발현 시스템에서 재조합적으로 생성된[0488]

CD20을 표적으로 하는 scFv-Phor18  및 항-CD20-Phor18  미니바디와 "네이키드" 항체(scFv  및 항-CD20  미니바

디)의 세포독성을 비교하였다.  CD20 음성 백혈병 세포(U937)를 대조군으로 제공하였다.

각각의 네이키드 항체 단편 및 ADC의 농도를 브래드포드에 따라 결정하였다.  0.3 mg/ml 농도의 네이키드 항체[0489]

scFv는 Mw 27,088 g/mol이었고, 미니바디는 Mw 78,988 g/mol, 0.231 mg/ml였고; Phor 18 컨쥬게이션된 항체는

scFv-Phor18(Mw 29,349 g/mol, 0.9 mg/ml) 및 미니바디-Phor18(Mw 93,515, 0.48 mg/ml)이었다.  세포주를 미국

미생물보존센터(Mannassas,VA)에서 수득하였다.  인간 비-호지킨 림프종 세포 Daudi(CD20 양성, 계대 번호 p8)

및 인간 백혈병 세포주 U937(CD20  음성, p  16)을 열 비활성화된 완전 배지에서 불투명한 플레이트에 웰 당
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2,000개 세포의 밀도로 시딩하였다.  24시간 후, 세포에 새로운 배지(75 ㎕)를 공급하고, 25㎕의 scFv-Phor18

및 미니바디-Phor18 ADC의 4x 연속 희석액과 함께 인큐베이션하고, 세포 배양 배지에서 제조된 네이키드 항체

단편(scFv 및 미니바디)을 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10, 100, 200, 및 500 nM(N=6)의 농도로 첨가하였다.

4시간  동안  인큐베이션된  세포를  발광측정  검정  키트(Promega,  Madison,  WI,  ,  Cytotox  Glo  G9292  lot  #

301329)를 이용하여 막 온전성에 대해 검정하였다.  세포 생활력을 발광 검정 키트(Promega,  Madison,  WI,

Cell Titer Glo, G 7572, lot 30062102)를 이용하여 24, 48 및 72시간 후에 결정하였다.

100% 세포 생활력(배양 배지) 및 100% 세포 사멸(0.1% Triton X 100)에 대한 대조군을 동일 조건하에서 인큐베[0490]

이션하였다.

Windows용  Graph  Pad  Prizm  version  5.00,  GraphPad  Software,  San  Diego  California  USA,[0491]

www.graphpad.com(Graph Pad Prizm, Inc)을 이용하여 데이터를 처리하고 분석하여 IC50 값을 수득하였다.  유의

성에 대한 통계 분석을 양측 스튜던츠 T-검정에 의해 결정하였다.  각각의 검정을 각각 2-3웰의 2개의 플레이트

를 이용하여 수행하여, 시점 당 4-6 데이터 포인트의 N을 수득하였다.

재조합 scFv-Phor18 컨쥬게이트를 E. 콜리에서 발현시켰다.  도 10, 표 11에 제시된 바와 같이, 항-CD20-scFv-[0492]

Phor18 컨쥬게이트는 CD20 양성 Daudi 세포에서 막 온전성을 파괴시켰다.  인간 버킷 림프종 세포(Daudi)는 48

시간 이내에 사멸된 반면, CD20 음성 인간 백혈병 세포(U937)는 사멸되지 않았다.  네이키드 scFv 항체는 어느

세포주도 사멸시키지 않았다.  세포 생활력 데이터의 힐 플롯(Hill plot)  분석은 Daudi  세포에서 24시간 후

10.02±0.5 nM 및 48시간 후 1.5±0.3 nM의 미니바디 컨쥬게이트에 대한 IC50 값을 발생시켰다.  네이키드 scFv

는 독성이 아니었다.  CD20 음성 세포주 U937은 네이키드 scFv 또는 scFv-Phor18 또는 미니바디-Pho18 컨쥬게이

트에 의해 사멸되지 않았다.  미니바디-Phor18 컨쥬게이트의 시험관내 활성은 24  및 46시간 후에 CD20  양성

Daudi 세포에서 10.5±0.5 및 3.9±1.6 nM이었다.  네이키드 미니바디는 독성이 아니었다.

표 11: scFv-Phor18 및 Fv-CH3-CH3-Fv-Phor18, 및 CD20을 표적으로 하는 scFv 및 Fv-CH3-CH3-Fv의 시험관내 독[0493]

성.  Daudi 세포(NHL)는 CD20에 대해 양성이고, U937 세포(백혈병)는 CD20에 대해 음성이다.

[0494]

ND= 결정되지 않음[0495]

효능 있는 scFv-Phor18 및 Fv-CH3-CH3-Fv-Phor18 컨쥬게이트를 E. 콜리에서 발현시켰고, 이는 네이키드 scFv 또[0496]

는 Fv-CH3-CH3-Fv보다 더 효능이 있었다.  CD20 표적화 ADC는 표적 세포를 특이적으로 사멸시켰고, 세포 사멸은

내재화와 독립적이었다.  scFv-Phor18 또는 Fv-CH3-CH3-Fv-Phor18 표적화 컨쥬게이트는 아폽토시스 경로를 활성

화시켰으나, 네이키드 scFv 항체 단편은 그렇지 않았다.  C-말단 컨쥬게이션된 scFv 및 Fv-CH3-CH3-Fv 컨쥬게이

트는 24시간 후에 나노몰 범위의 유사한 활성을 나타내었다.

실시예 17[0497]

본 실시예는 CD20 표적화 ADC의 가능한 작용 메커니즘을 기재한다.[0498]
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시험관내 연구에서, CD20 양성 세포(Daudi 버킷 림프종)에서 재조합적으로 발현된 CD20을 표적으로 하는 scFv-[0499]

Phor18  컨쥬게이트와 "네이키드" 항체(scFv)의 카스파제 활성화를 비교하였다.  인간 비-호지킨 림프종 세포

Daudi(CD20 양성, p 5) 및 Raji(CD20 양성, 계대 번호 p 3)를 열 비활성화된 완전 배지에서 불투명한 플레이트

에 웰 당 3,000개  세포의 밀도로 시딩하였다.   24시간 후,  세포에 새로운 배지(75  ㎕)를 공급하고, scFv-

Phor18(0.365  mg/ml)  또는  5  및  15  ㎍/ml(100  및  500  nM)(N=6)의  네이키드  항체  scFv와  함께

인큐베이션하였다.  10　μM의 스타우로스포린을 카스파제 3/7 활성화를 위한 양성 대조군으로 제공하였다.  5

시간 후, 발광측정 검정 키트(Promega, Madison, WI, Caspase Glo 3/7  G811C lot # 28731802)를 이용하여 카

스파제 3/7 활성화에 대해 검정하였다.

상대 카스파제 3/7 활성화를 발광측정 신호로부터의 상대 광 단위로부터 계산하였다.  스타우로스포린을 100%[0500]

카스파제  3/7  활성화로  설정하였고,  시약이  없음을  0%  활성화  대조군으로  설정하였다.   5  ㎍/ml의  scFv-

Phor18은 스타우로스포린에 비해 18.3±0.8 및  29.3±0.9%의 상승된 카스파제 3/7 수준을 가졌다(도 11).

Phor18-컨쥬게이션된 ADC는 표적 세포에서 카스파제 3/7을 활성화시키고, 이에 따라 아폽토시스 세포 사멸을 촉[0501]

진한다.  따라서, 단일쇄 또는 미니바디 단편으로서의 항체 Phor18 컨쥬게이트는 재조합적으로 생성될 수 있고,

표적 세포에서의 내재화 없이 활성이다.  ADC를 통한 카스파제 활성화는 가능한 작용 메커니즘일 수 있다.

실시예 18[0502]

본 실시예는 N 또는 C 말단에서 컨쥬게이션된 Phor18을 갖고, 항체 단편 당 1 및 2개의 Phor18 분자의 화학량론[0503]

을 갖는 CD20 표적화 scFvFc Phor18 컨쥬게이트의 발현을 기재한다.

재조합 시리즈를 원형질막 주위 분비를 이용하여 E. 콜리에서 Genscript, USA(Piscataway, NJ)에 의해 생성시켰[0504]

다.  전사물을 합성하고, 코돈 사용빈도를 E. 콜리에 대해 최적화시켰다.  Genscript pGS-21a 발현 벡터를 이용

하였다.  발현된 단백질은 아미노산 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA(SEQ ID NO.:101)로 구성된 분해가능한 PelB  박테

리아 신호 서열의 N-말단으로의 첨가에 의해 E. 콜리 세포의 원형질막 주위공간으로 유도되었다.  리툭산 CDR을

p185 허셉틴(Herceptin)의 인간화 가변 영역으로 삽입하였고, 이는 굵은 글씨로 제시된다.  4개의 글리신 및 세

린이 가요성 첨가를 위해 가변 영역에 연결되었다.  Phor18을 N-말단, C-말단, 또는 둘 모두에 위치시켰다.  항

체 단편의 아미노산 서열은 하기와 같다:

분해된 PelB N-말단 신호 서열 MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA (SEQ ID NO.:96)[0505]

scFv-Fc의 아미노산 서열 (네이키드 항체); 굵은 글씨의 CDR (SEQ ID NO.:97)[0506]

[0507]

용해-펩티드 Phor18-항체 컨쥬게이트의 아미노산 서열; 굵은 글씨의 CDR[0508]
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Phor18-scFv-Fc-Phor18: N-말단 및 C-말단 컨쥬게이션 (SEQ ID NO.:98)[0509]

[0510]

용해-펩티드 Phor18-항체 컨쥬게이트의 아미노산 서열; 굵은 글씨의 CDR[0511]

Phor18-scFv-Fc: N-말단 컨쥬게이션 (SEQ ID NO.:99)[0512]

[0513]

용해-펩티드 Phor18-항체 컨쥬게이트의 아미노산 서열; 굵은 글씨의 CDR[0514]
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Phor18-scFv-Fc: C-말단 컨쥬게이션 (SEQ ID NO.:100)[0515]

[0516]

ADC를 단백질 A 친화성 크로마토그래피 컬럼 상에서 정제하고, 동결 저장(-20℃)하였다.  각각의 네이키드 항체[0517]

단편 및 ADC의 농도를 분광광도(OD280) 결정하였다.  1.1 mg/ml의 농도의 네이키드 항체 scFv-Fc는 Mw 52,562

g/mol이었고, Phor 18 컨쥬게이션된 항체는 Phor18-VL-scFvFc(Mw 54,685 g/mol, 1.0 mg/ml)였고, Phor18-CH3-

scFvFc(Mw 54,685 g/mol, 0.8 mg/ml)는 단일쇄를 형성하였다.

실시예 19[0518]

본 실시예는 시험관내 연구에서 scFv-Fc-Phor18 컨쥬게이트의 활성을 기재한다.[0519]

CD20 양성 세포(Daudi, 버킷 림프종)에서 N-말단 또는 C-말단 및 N-말단 및 C-말단에서 Phor18 컨쥬게이션을 갖[0520]

는 E. 콜리 발현 시스템에서 재조합적으로 생성된 CD20을 표적으로 하는 scFv-Fc-Phor18 컨쥬게이트의 세포독성

을 "네이키드" 항체(scFv-Fc)와 비교하였다.  CD20 음성 백혈병 세포(U937)를 대조군으로 제공하였다.  E. 콜리

발현된 ADC는 단일쇄이며, VL 사슬의 N 말단의 1개의 Phor18 분자(Phor18-VL-scFv-Fc), 및 CH3 사슬의 C-말단의

1개의 Phor18 분자(scFv-Fc-CH3-Phor18)에 컨쥬게이션되었다.

각각의 네이키드 항체 단편 및 ADC의 농도를 분광광도(OD280) 결정하였다.  1.1 mg/ml의 농도의 네이키드 항체[0521]

scFv-Fc는  Mw  52,562  g/mol이었고,  Phor  18  컨쥬게이션된  항체는  Phor18-VL-scFvFc(Mw  54,685  g/mol,  1.0

mg/ml)였고,   scFv-Fc-CH3-Phor18(Mw  54,685  g/mol,  0.8  mg/ml)이었다.   인간  비-호지킨  림프종  세포

Daudi(CD20 양성, 계대 번호 p7) 및 인간 백혈병 세포주 U937(CD20 음성, p 6)을 세포 해리 완충액을 이용하여

열 비활성화 완전 배지 내에 불투명한 플레이트에 웰 당 2,000개 세포의 밀도로 시딩하였다.  24시간 후, 세포

에 새로운 배지(75 ㎕)를 공급하고, 25 ㎕의 각각의 ADC의 4x 연속 희석액과 함께 인큐베이션시키고, 세포 배양

배지에서 제조된 네이키드 항체를 scFvFc, Phor18-VL-scFvFc 및 scFv-Fc-CH3-Phor18에 대해 0.01, 0.1, 1, 10,

100, 200 및 500 nM의 농도로 첨가하였다.

4시간  동안  인큐베이션된  세포를  발광측정  검정  키트(Promega,  Madison,  WI,  Cytotox  Glo  G9292  lot  #[0522]

26229601)를 이용하여 막 온전성에 대해 검정하였다.  세포 생활력을 발광 검정 키트(Promega, Madison, WI,

Cell Titer Glo, G 7572, lot 30731602)를 이용하여 24시간 후에 결정하였다.  100% 세포 생활력(배양 배지)

및 100% 세포 사멸(0.1% Triton X 100)에 대한 대조군을 동일 조건하에서 인큐베이션하였다.

Windows용  Graph  Pad  Prizm  version  5.00,  GraphPad  Software,  San  Diego  California  USA,[0523]

www.graphpad.com(Graph Pad Prizm, Inc)을 이용하여 데이터를 처리하고 분석하여 IC50 값을 수득하였다.  유의

성에 대한 통계 분석을 양측 스튜던츠 T-검정에 의해 결정하였다.  각각의 검정을 각각 2-3웰의 2개의 플레이트

를 이용하여 수행하여, 시점 당 4-6 데이터 포인트의 N을 수득하였다.

N-말단 또는 C-말단에 1개의 Phor18을 갖는 재조합 ScFv-Fc-Phor18 컨쥬게이트를 E. 콜리에서 발현시켰다.  표[0524]
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12에 제시된 바와 같이, 항-CD20-Phor18 컨쥬게이트 Phor18-VL-scFvFc는 277±37.5 nM의 IC50 값으로 4시간 후

에 CD20 양성 Daudi 세포에서 막 온전성을 파괴하였다.  scFv-Fc-CH3-Phor18에 대한 C-말단 컨쥬게이트에 대해

2558±259 nM로 10배 더 높은 값이 수득되었다.  네이키드 scFvFc는 독성이 아니었다.

인간 버킷 림프종 세포(Daudi)를 Phor18-VL-scFv-Fc에 대해 21.8±0.8 nM, 및 scFv-Fc-CH3-Phor18에 대해 422.6[0525]

±47.5 nM의 IC50 값으로 24시간 이내에 사멸시켰다.

네이키드 scFv는 CD20 양성 Daudi 세포주에서 677.2±45.3 nM에서 세포 사멸을 야기시켰다.  CD20 음성 인간 백[0526]

혈병 세포(U937)는 4시간 후에 사멸되지 않았고, 표적 세포주와 비교하여 네이키드 scFvFc에 대해 495.4±35.2

nM, Phor18-VL-scFv-Fc에 대해 105.3±15.6nM 및 scFv-Fc-CH3-Phor18 컨쥬게이트에 대해 722.3±33.2 nM의 IC50

값의 더 낮은 민감도를 나타내었다.

표 12: Phor18-VL-scFv-Fc 및 scFv-Fc-CH3-Phor18, 및 CD20을 표적으로 하는 scFv-Fc의 시험관내 독성.  Daudi[0527]

세포(NHL)는 CD20에 대해 양성이고, U937 세포(백혈병)는 CD20에 대해 음성이다.

[0528]

N-말단 컨쥬게이션된 Phor18 항체 단편은 C-말단 컨쥬게이션된 Phor18 항체 단편에 비해 더 독성이었다.[0529]

실시예 20[0530]

본 실시예는 피키아 파스토리스(효모)에서 생성된 CD20을 표적으로 하는 scFv-Fc-Phor18 컨쥬게이트의 발현 및[0531]

활성을 기재한다.

p185의 인간화 가변 영역으로 리툭산 CDR을 삽입함으로써 4개의 항-CD20 단일쇄 Fv-Fc 항체 단편을 설계하였다.[0532]

삽입된 CDR은 하기 제시된 아미노산 서열에서 굵은 글씨로 표현된다.  가변 영역 및 인간 불변 도메인 힌지,

CH2 및 CH3 사이에서 폴리-G 링커를 사용하였다.  하기 제시된 항체 단편 서열의 순서는 다음과 같다: 네이키드

항체, C-말단 및 N-말단 Phor18, N-말단 Phor18 단독, C-말단 Phor18 단독.  각각의 작제물에 대한 아미노산

서열은 하기에 제시된다:
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네이키드 항체의 아미노산 서열; 굵은 글씨의 CDR (SEQ ID NO.:101)[0533]

[0534]

컨쥬게이션된 항체 Phor18-VL-scFv-Fc-CH3-Phor18의 아미노산 서열; 굵은 글씨의 CDR (SEQ ID NO.:102)[0535]

[0536]
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컨쥬게이션된 항체 Phor18-VL-scFv-Fc의 아미노산 서열; 굵은 글씨의 CDR (SEQ ID NO.: 103)[0537]

[0538]

컨쥬게이션된 항체 scFv-Fc-CH3-Phor18의 아미노산 서열; 굵은 글씨의 CDR (SEQ ID NO.:104)[0539]

[0540]

4개의 scFv-Fc 단편에 대한 유전자 합성을 Genscript USA로부터 주문하였고,  코돈을 Genscript에서 피키아 파[0541]

스토리스  효모  균주  GS115에서의  생성에  대해  최적화시켰다.   Genescript는  각각의  발현  플라스미드를

InVitrogen 효모 발현 플라스미드 pPICZαA(cat#V195-20 lot#900479, 도 12)로 서브클로닝하였다.  상기 발현

플라스미드는 효모 α-인자 분비 신호를 가져, 항체 단백질이 배지로부터 분리될 수 있다.

은 염색된 SDS PAGE에서의 CD20을 표적으로 하는 scFv-Fc-Phor18 컨쥬게이트의 특성규명은 피키아 파스토리스[0542]

발현된 ADC가 단일쇄 이합체이며, VL 사슬의 N-말단(Phor18-VL-scFvFc), CH3 사슬의 C-말단(scFvFc-CH3-Phor18)

및 VL 사슬의 N 말단 및 CH3 사슬의 C-말단(Phor18-VL-scFv-Fc-CH3-Phor18)에서 2 또는 4개의 Phor18 분자에 컨

쥬게이션된 것을 나타내었다.

각각의 네이키드 항체 단편 및 ADC의 농도를 분광광도(OD280) 결정하였다.  네이키드 항체 scFv-Fc(Mw 102,078[0543]

공개특허 10-2021-0090298

- 73 -



g/mol)는  0.26  mg/ml의  농도였고,  Phor  18  컨쥬게이션된  항체는  Phor18-VL-scFvFc(Mw  106,616  g/mol,  0.5

mg/ml),   scFvFc-CH3-Phor18(Mw  106,616  g/mol,  0.17  mg/ml)  및  Phor18-VL-scFv-Fc-CH3-Phor18(Mw  111,154

g/mol, 0.7 mg/ml)이었다.

시험관내 연구에서, CD20 양성 세포(Daudi, 버킷 림프종)에서 효모 발현 시스템에서 재조합적으로 생성된 CD20[0544]

을 표적으로 하는 scFv-Fc-Phor18 컨쥬게이트와 "네이키드" 항체(scFv-Fc)의 세포독성을 비교하였다.  CD20 음

성 백혈병 세포(U937)를 대조군으로 제공하였다.  피키아 발현된 ADC는 단일쇄 이합체이며, VL 사슬의 N-말단

(Phor18-VL-scFvFc), CH3 사슬의 C-말단(scFvFc-CH3-Phor18) 및 VL 사슬의 N-말단 및 CH3 사슬의 C-말단(Phor18-

VL-scFv-Fc-CH3-Phor18)에서 2 또는 4개의 Phor18 분자에 컨쥬게이션되었다.

인간 비-호지킨 림프종 세포 Daudi(CD20 양성, 계대 번호 p3) 및 인간 백혈병 세포주 U937(CD20 음성, p 12)을[0545]

세포 해리 완충액을 이용하여 열 비활성화 완전 배지 내에 불투명한 플레이트에 웰 당 2,000개 세포의 밀도로

시딩하였다.  24시간 후, 세포에 새로운 배지(75 ㎕)를 공급하고, 25㎕의 각각의 ADC의 4x 연속 희석액과 함께

인큐베이션시키고, 세포 배양 배지에서 제조된 네이키드 항체를 Phor18-VL-scFv-Fc-CH3-Phor18  및 Phor18-VL-

scFvFc에 대해 0.013,  0.133,  1.33,  13.3,  133,  266,  및 633  nM  및 네이키드 항체 scFv-Fc 및 scFvFc-CH3-

Phor18에 대해 0.013-266 nM의 농도로 첨가하였다.

4시간  동안  인큐베이션된  세포를  발광측정  검정  키트(Promega,  Madison,  WI,  Cytotox  Glo  G9292  lot  #[0546]

26229601)를 이용하여 막 온전성에 대해 검정하였다.  세포 생활력을 발광 검정 키트(Promega, Madison, WI,

Cell Titer Glo, G 7572, lot 31386501)를 이용하여 24, 및 48시간 후에 결정하였다.  100% 세포 생활력(배양

배지) 및 100% 세포 사멸(0.1% Triton X 100)에 대한 대조군을 동일 조건하에서 인큐베이션하였다.

Windows용 Graph Pad Prizm version 5.00, GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com[0547]

(Graph Pad Prizm, Inc)를 이용하여 데이터를 처리하고 분석하여 IC50 값을 수득하였다.  유의성에 대한 통계

분석을 양측 스튜던츠 T-검정에 의해 결정하였다.  각각의 검정을 각각 2-3개의 웰을 갖는 2개의 플레이트를 이

용하여 수행하여, 시점 당 4-6의 데이터 포인트의 N을 수득하였다.

재조합 ScFv-Fc-Phor18 컨쥬게이트를 피키아 파스토리스에서 발현시켰다.  도 13 및 표 13에 제시된 바와 같이,[0548]

항-CD20-Phor18  컨쥬게이트는 Phor18-VL-scFv-Fc-CH3-Phor18에  대해  6.2±2  nM,  및  Phor18-VL-scFvFc에  대해

23.5±2.5 nM 및 scFv-Fc-CH3-Phor18에 대해 282.4±15 nM의 IC50 값으로 4시간 후에 CD20 양성 Daudi 세포에서

막 온전성을 파괴하였고, 컨쥬게이션되지 않은 네이키드 scFvFc는 독성이 아니었다.  인간 버킷 림프종 세포

(Daudi)는 Phor18-VL-scFv-Fc-CH3-Phor18에 대해 9.9±2 nM, 및 Phor18-VL-scFvFc에 대해 18.8±4 nM 및 scFv-

Fc-CH3-Phor18에 대해 141.1±6 nM의 IC50 값으로 24시간 이내에 사멸되었고, 네이키드 scFvFc는 287±28 nM의

IC50  값을 가졌다.  가장 낮은 IC50  값이 Phor18-VL-scFv-Fc-CH3-Phor18에 대해 1.6±0.3  nM,  및 Phor18-VL-

scFvFc에 대해  3.4±0.05 nM 및 scFv-Fc-CH3-Phor18에 대해 106±10 nM로 48시간 후에 측정되었고, 네이키드

scFvFc는 339±26 nM의 IC50 값을 가졌다.  CD20 음성 인간 백혈병 세포(U937)는 컨쥬게이션된 ADC 및 컨쥬게이

션되지 않은 ADC에 대해 동일한 반응을 나타내었고, 4시간 후에 막 온전성에 대해서는 효과가 없었고, 24시간

후의  IC50  값은  298±13.4를  갖는  네이키드  scFv-Fc,  Phor18-VL-scFv-Fc-CH3-Phor18에  대해  246.1±14.8,

Phor18-VL-scFvFc에 대해 875±81 및 scFv-Fc-CH3-Phor18에 대해 274±154 nM로 동등하였다.

이들 데이터는 N-말단 컨쥬게이션된 ADC가 C-말단 컨쥬게이션된 ADC보다 더 효능 있는 것을 입증한다.  4개의[0549]

Phor18 분자를 갖는 ADC가 2개의 Phor18 분자를 갖는 컨쥬게이트보다 더 활성이었다.

표 13:  Phor18-VL-scFv-Fc  및 scFv-Fc-CH3-Phor18,  Phor18-VL-scFv-Fc-CH3-Phor18   및 CD20을 표적으로 하는[0550]

scFv-Fc의 시험관내 독성.  Daudi 세포(NHL)는 CD20에 대해 양성이고, U937 세포(백혈병)는 CD20에 대해 음성

이다.
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[0551]

N-말단 또는 C-말단 및 N-말단 및 C-말단에 2 및 4개의 Phor18 분자를 갖는 효능있는 scFv-Fc-Phor18 컨쥬게이[0552]

트를 피키아 파스토리스에서 발현시켰다.  ADC는 네이키드 scFv-Fc보다 더 효능이 있었다.  ScFv-Fc-Phor18 컨

쥬게이트는 N 및 C-말단이 컨쥬게이션되거나, N-말단이 컨쥬게이션된 경우에 표적 세포의 막 온전성을 파괴하였

다.  C-말단 컨쥬게이션은 N-말단, 및 C-말단 및 N-말단 컨쥬게이션된 ADC에 비해 50-100배 덜 활성이었다.

CD20 표적화 ADC는 표적 세포를 특이적으로 사멸시켰고, 세포 사멸은 내재화에 독립적이었다.  ADC에서 Phor18

의 수를 증가시키는 것은 효능을 증가시켰다.

실시예 21[0553]

본 실시예는 포유동물 시스템에서 생성된 IgG2-Phor18 컨쥬게이트를 기재한다:[0554]

CHO  세포  발현된  CD20  표적화  ADC는  전체  항체이며,  다양한  위치에서  2,  4  및  6개의  Phor18에[0555]

컨쥬게이션되었다.  생성된 ADC를 특성규명하여, 중쇄 및 경쇄에서의 Phor18 존재, 및 이들의 분자량을 확인하

였다.

CHO 세포 발현 시스템으로부터의 재조합적으로 생성된 CD20 표적화 IgG2-Phor18 컨쥬게이트를 이용하여 시험관[0556]

내에서 세포독성을 결정하였고, CD20 양성 세포(Daudi, 버킷 림프종)에서 "네이키드" 항체(리툭산)와 비교하였

다.  CD20 음성 백혈병 세포(U937)를 대조군으로 제공하였다.

항-CD20 ADC의 VL 및 VH 도메인은 리툭산 항-CD20 CDR에 의해 대체된 CDR을 갖는 항-p185 허셉틴으로부터의 인간[0557]

화된 서열이다.  불변 경쇄(CL) 도메인의 λ 아이소형을 갖는 전체 항체 백본에 대해 전체 인간 IgG2를 이용하

였다.

FcR 상호작용을 최소화시키고, 리툭산 ADC에 의한 면역 세포의 결합 및 사멸을 제한하기 위해 IgG2 아이소형을[0558]

선택하였다.   유전자  합성을  CHO  세포에  대해  최적화된  코돈  사용빈도를  이용하여  Genscript  USA  Inc.,

Piscataway, NJ에 의해 수행하였다.  "컨쥬게이션되지 않은" 항-CD20 항체 항-CD20 항체 중쇄(H) 및 경쇄(L)의

아미노산 서열이 하기에 제시된다.  가변 도메인 내의 리툭산 CDR이 굵은 글씨체로 제시된다.

리툭산 CDR을 갖는 경쇄 및 중쇄의 항-CD20 항체 아미노산 서열[0559]
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경쇄: VL (SEQ ID NO.:105) [0560]

[0561]

CL (λ) (SEQ ID NO.:106)[0562]

[0563]

중쇄: VH (SEQ ID NO.:107)[0564]

[0565]

IGg2 CH1 및 힌지 (SEQ ID NO.:108) [0566]

[0567]

IGg2 CH2 및 CH3 (SEQ ID NO.:109) [0568]

[0569]

포유동물 시스템(CHO 세포)에서의 전체 IgG2  항체-Phor18(KFAKFAKKFAKFAK KFAK(SEQ  ID  NO.:4))  컨쥬게이트의[0570]

재조합  발현.   중쇄  및  경쇄  전사물을 pSECTag2  포유동물 발현 플라스미드(Invitrogen  cat#  V900-20,  lot

842626)로의 방향적 클로닝을 위한 Asc1 및 EcoR1 제한 부위를 갖는 PCR 프라이머를 이용하여 Genscript DNA

전사물 외부에서 합성하였다.  pSecTag2 플라스미드를 선택하였는데, 이는 이것이 포유동물 CMV 프로모터 및 항

체의 분비를 위한 Igk 신호 서열을 갖기 때문이다.  신호 서열에 비한 발현 플라스미드 내의 다중 클로닝 부위

의 위치 때문에, 발현된 ADC 단백질 내의 신호 펩티드의 분해는 플라스미드 설계로 인해 각각의 펩티드의 N-말

단에 다음과 같은 6개의 아미노산을 남긴다: DAAQPA(SEQ ID NO.:152).

Phor18(이탤릭체)을 갖는 ADC의 전체 경쇄 및 전체 중쇄에 대해 Genscript ADC 전사물 DNA 서열이 하기에 제시[0571]

된다:

CHO 세포 내의 CD20 표적화 항체-Phor18 컨쥬게이트의 발현을 위한 유전자의 서열[0572]
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전체 ADC 경쇄 표적 서열은 다음과 같다: (SEQ ID NO.:110)[0573]

[0574]

전체 ADC 중쇄 표적 서열은 다음과 같다: (SEQ ID NO.:111)[0575]

[0576]

경쇄 및 중쇄를 서브클로닝하기 위해 사용된 PCR 프라이머가 하기에 제시된다.[0577]

ADC PCR 프라이머:[0578]

정방향 프라이머는 5' 말단에 ASCI 제한 부위(GGCGCGCC)를 갖는다.[0579]

역방향 프라이머는 5' 말단에 EcoR1 제한 부위(GAATTC)를 갖는다.[0580]

경쇄 프라이머 (SEQ ID NOs.:112-115)[0581]

[0582]

중쇄 프라이머 (SEQ ID NOs.:116-118)[0583]

[0584]

2개의 Phor18  분자(Phor18-VL  IgG2,   Phor18-VH  IgG2),  4개의 Phor18  분자(Phor18-VL-Phor18VH-IgG2),  6개의[0585]

Phor18  분자(Phor18-VL-CL-Phor18-Phor18-VH-IgG2)  및  8개의 Phor18  분자 Phor18-VL-CL-Phor18-VH-Phor18-CH3-

Phor18-IgG2 및 Phor18-VL-CL-Phor18-VH-Phor18-CH3-IgG2)를 갖는 Phor18-IgG2 컨쥬게이트 및 네이키드 IgG2 항

체 각각에 대한 아미노산 서열이 하기에 제시된다.
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네이키드 항체, 용해-펩티드 Phor18-항체 중쇄 및 경쇄 컨쥬게이트의 아미노산 서열[0586]

IgG2 (480) (네이키드) (SEQ ID NO.:119)[0587]

경쇄[0588]

[0589]

중쇄 (SEQ ID NO.:120)[0590]

[0591]

Phor18-VL IgG2 (481) (2 Phor18, N-말단) (SEQ ID NO.:121)[0592]

경쇄[0593]

[0594]
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중쇄 (SEQ ID NO.:122)[0595]

[0596]

Phor18-VH IgG2 (483) (2 Phor18, N-말단) (SEQ ID NO.:123)[0597]

경쇄[0598]

[0599]

중쇄 (SEQ ID NO.:124) [0600]

[0601]

Phor18-VL-Phor18VH-IgG2 (485) (4 Phor18, 2 N-말단) (SEQ ID NO.:125)[0602]
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경쇄[0603]

[0604]

중쇄 (SEQ ID NO.:126)[0605]

[0606]

Phor18-VL-CL-Phor18-Phor18-VH-IgG2 (487) (6 Phor18, 2 N 및 1 C-말단) (SEQ ID NO.:127)[0607]

경쇄[0608]

[0609]
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중쇄 (SEQ ID NO.:128)[0610]

[0611]

Phor18-VL-CL-Phor18-VH-Phor18-CH3-Phor18-IgG2 (489) (8 Phor18, 2 N 및 2 C-말단) (SEQ ID NO.:129)[0612]

경쇄[0613]

[0614]

중쇄 (SEQ ID NO.:130) [0615]

[0616]

공개특허 10-2021-0090298

- 81 -



Invitrogen  자유-방식  현탁액  성장된  CHO  세포(Free-style  MAX  CHO  expression  system  cat#  K9000-20)를[0617]

Invitrogen 프로토콜을 이용하여 트랜스펙션시켰다.  간단히, FS CHO 세포를 해동 후 6 내지 7일 동안 신속한

성장기로 확장시키고, 24시간 마다 배가시켰다.  트랜스펙션일에, 응집물을 제거하고, 세포를 펠렛화시키고,

P/S-비함유 배지에 5x10
5
/ml로 재현탁시켰다.  트랜스펙션일에, 필요시 세포의 30ml의 배양물을 9x10

5
/ml로 조

정하였고, 생활력은 99%에 가까워야 한다.

30ml의 세포의 각각의 125ml 스피너 플라스크(VWR, cat# PBV125)를 35㎕의 FSMax 트랜스펙션 시약(Invitrogen,[0618]

cat# 16447-100)과 혼합된 35㎍의 전체 플라스미드 DNA로 트랜스펙션시켰다.  DNA는 1mg/ml 또는 그보다 높은

농도여야 한다.  DNA 혼합물을 천천히 첨가하면서 세포를 신속히 소용돌이치도록 하였다.  시험된 H:L 사슬의

비는 3:2, 1:1, 및 2:3이었다.

단백질을 트랜스펙션 3일 및 6일 후에 수거하였다.  약 0.25ml의 단백질 A 수지(Genscript L00210, 수용량 수지[0619]

ml 당 >20mg IgG)를 제공된 Genscript 프로토콜을 이용하여 FS CHO 배지로부터 분비된 ADC를 분리시키기 위해

이용하였다.  발현된 항-CD20 IgG2 항체(CD20 수용체에 대한 인간화된 가변 경쇄 및 중쇄 도메인 영역) 및 2:1,

4:1 및 6:1의 Phor18:AB의 화학량적 비율을 갖는 다양한 항체-Phor18 컨쥬게이트를 SDS PAGE, 및 웨스턴 블롯

분석을 이용하여 특성규명하였다(표 14).

표 14: CD20을 표적으로 하는 ADC에 대한 ADC 설명[0620]

[0621]

ADC를 항-Phor18로 탐지되는 웨스턴 블롯 상에서 탐지하였다.  모든 ADC는 중쇄 및 경쇄에 단일한 Phor18을 갖[0622]

는다.  중쇄(H) 또는 경쇄(L) C-말단 또는 N-말단-Phor18 컨쥬게이션을 갖는 재조합적으로 생성된 항체(전체

IgG2 항체)의 수율, 순도 및 세포독성을 분석하였다.  전체 항체 분자에 컨쥬게이션된 2, 4 및 6개 분자의 용해

도메인(Phor18)을 발현시켰다.

재조합적으로 생성된 항체 및 항체-Phor18 컨쥬게이트의 농도를 분광광도 측정(OD280)을 이용하여 결정하였고,[0623]

이는 다음과 같다: IgG2(Mw 150,000; 1.096 mg/ml), Phor18-VL-IgG2(Mw 154,340 g/mol, 0.561 mg/ml), Phor18-

VH-IgG2(Mw  154,340  g/mol,  0.1  mg/ml)  및  Phor18-VL-Phor18VH-IgG2(Mw  158,400  g/mol,  0.561  mg/ml)  및

Phor18-VL-Phor18VH-CL-Phor18-IgG2(Mw 162,600, 0.07 mg/ml).

실시예 22[0624]

본 실시예는 재조합적으로 생성된 IgG2-Phor18 컨쥬게이트의 시험관내 활성을 기재한다.[0625]

포유동물 발현 시스템에서 재조합적으로 생성된 CD20을 표적으로 하는 IgG2-Phor18  컨쥬게이트의 세포독성을[0626]

CD20 양성 세포(Daudi, 버킷 림프종)에서 "네이키드" 항체(IgG2)와 비교하였다.  CD20 음성 백혈병 세포(U937)

를 대조군으로 제공하였다.  CHO 세포 발현된 ADC는 온전한 항체였고, VL 사슬의 N-말단, VH 사슬의 N-말단, VH

및 VL 사슬의 N-말단 및 VL, VH의 N-말단 및 CL 사슬의 C-말단에서 2, 4 및 6개의 Phor18 분자에 컨쥬게이션되었

다.  서열 설명이 표 14에 요약되어 있다.

인간 비-호지킨 림프종 세포 Daudi(CD20 양성, 계대 번호 p6) 및 인간 백혈병 세포주 U937(CD20 음성, p 10)을[0627]

세포 해리 완충액을 이용하여 열 비활성화 완전 배지 내에 불투명한 플레이트에 웰 당 2,000개 세포의 밀도로

시딩하였다.  24시간 후, 세포에 새로운 배지(75 ㎕)를 공급하고, 25㎕의 각각의 ADC의 4x 연속 희석액과 함께

인큐베이션하고,  세포  배양  배지에서  제조된  네이키드  항체를  IgG2,  Phor18-VL-IgG2,  Phor18-VH-IgG2  및

Phor18-VL-Phor18VH-IgG2에 대해 0.001-200 nM, 및 Phor18-VL-Phor18VH-CL-Phor18-IgG2에 대해 0.001-100 nM의

농도로 첨가하였다.
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4시간 동안 인큐베이션된 세포를 발광측정 검정 키트(Promega, Madison, WI, Cytotox Glo G9292 lot # 31787[0628]

2)를 이용하여 막 온전성에 대해 검정하였다.  세포 생활력을 발광 검정 키트(Promega,  Madison,  WI,  Cell

Titer Glo, G 7572, lot 336262)를 이용하여 24 및 48시간 후에 결정하였다.

100% 세포 생활력(배양 배지) 및 100% 세포 사멸(0.1% Triton X 100)에 대한 대조군을 동일 조건하에서 인큐베[0629]

이션하였다.

Windows용  Graph  Pad  Prizm  version  5.00,  GraphPad  Software,  San  Diego  California  USA,[0630]

www.graphpad.com(Graph Pad Prizm, Inc)을 이용하여 데이터를 처리하고 분석하여, IC50 값을 수득하였다.  유

의성에 대한 통계 분석을 양측 스튜던츠 T-검정에 의해 결정하였다.  각각의 검정을 각각 2-3웰의 이중 플레이

트를 이용하여 수행하여, 시점 당 4-6 데이터 포인트의 N을 수득하였다.

표  15:  CD20을  표적으로  하는 항-CD20  IgG2,  Phor18-VL-IgG2,  Phor18-VH-IgG2,  Phor18-VL-Phor18VH-IgG2  및[0631]

Phor18-VL-Phor18VH-CL-Phor18-IgG2의 시험관내 독성.  Daudi 세포(NHL)는 CD20에 대해 양성이었고, U937 세포

(백혈병)는 CD20에 대해 음성이다.

[0632]

ND=결정되지 않음[0633]

막 온전성의 파괴를 Phor18-VH-IgG2(2 Phor18)에 대해 1,108±198, Phor18-VL-Phor18VH-IgG2(4 Phor18)에 대해[0634]

109.6±20.1 및 Phor18-VL-Phor18VH-CL-Phor18-IgG2(6 Phor18)에 대해 71.6±29의 나노몰 농도에서 4시간 후에

측정하였다.  네이키드 항체는 CD20 양성 Daudi 세포에 대해 24 또는 48시간 후에 독성이 아니었다.

IC50 값[nM]으로 표현된 24시간 후의 표적 세포의 사멸은 824±63, 75.24±37.5, (2 Phor18), 40.1±15.1 (4[0635]

Phor18)  및  18.8±5.9  (6  Phor18)  nM이었다.   최대  효과는  48시간  후에  측정되었다(각각 IC50  [nM]  >436

(Phor18-VL-IgG2),  4.8±2  Phor18-VH-IgG2  (2  클립(Clips))  및  20.4±8.2  nM  Phor18-VL-Phor18VH--IgG2  (4

클립), 및 1.9±0.2 nM Phor18-VL-Phor18VH-CL-Phor18-IgG2 (6 Phor18)).  CD20 음성 세포주(U937)는 4 및 24시

간 후에 네이키드 항체 또는 2, 4, 및 6개의 Phor18 컨쥬게이션된 ADC에 의해 사멸되지 않았다.  48시간 후의

독성 수준은 249 및 258 nM의 IC50 값과 유사하였다.  이들 데이터는 Phor18의 위치가 Phor18-VH-IgG2에 대한 증

가된 효능을 갖는 CD20 ADC의 효능을 결정하는 것을 입증한다.  항체 당 Phor18 분자의 증가는 효능을 증가시켰

다.
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2, 4 및 6의 Phor18:항체 화학량론을 갖는 전체 항체 Phor18 컨쥬게이트를 CHO 세포에서 재조합적으로 발현시켰[0636]

다.  이들 항체 약물 컨쥬게이트는 중쇄 및 경쇄에서 Phor18 분자가 확인되었다.  이들은 4시간 후에 막 분해의

활성과 함께 시험관 내에서 CD20 양성 세포에서 활성이었다.  48시간 후, 6 및 4개의 Phor18을 갖는 ADC에서 가

장 높은 한 자릿수의 나노몰 활성이 측정되었다.

비-내재화 CD20 항체 컨쥬게이트는 4시간 이내에 표적 세포(Daudi)의 막 온전성을 파괴하였다.  세포 사멸이 낮[0637]

은 나노몰 범위의 IC50 값으로 24시간 후에 관찰되었다.  CD20 음성 세포(U937)는 사멸되지 않았다.  4 및 6개

의  클립을  갖는  전체  IgG2  ADC는  2개의  Phor18  컨쥬게이트에  비해  표적  양성  세포에  대한  증가된  효능을

가졌다.  N-말단에서의 Phor18의 위치는 더 높은 효능을 갖는 ADC를 발생시켰다.  항체 당 Phor18 수의 증가는

증가된 효능을 나타내었다.

N-말단 도메인에 컨쥬게이션된 항체에서의 Phor18의 더 높은 수(6 대 4 대 2)는 네이키드 항체에 비해 더욱 효[0638]

능이 있다.

실시예 23[0639]

본 실시예는 본 발명의 항체 및 폴리펩티드 컨쥬게이트 및 네이키드 항체 및 이들의 Phor18 컨쥬게이트가 생성[0640]

될 수 있는 대표적 표적 단백질에 대한 표적 서열 정보를 포함한다.

ERBB2 (HER2/NEU) 아이소형(Isoform) 1 [UniParc]: (SEQ ID NO.:131)[0641]

[0642]
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[0643]
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[0644]

CD19: B-림프구 표면 항원 B4, B-세포 공동-수용체의 성분, NCBI 참조 서열: NP_001171569.1:[0645]

기점 (SEQ ID NO.:132)[0646]

[0647]

CD20: B-세포 림프종, 털모양 세포 백혈병, 및 B-세포 만성 림프성 백혈병에서 발현되는, 세포 활성화에 필요한[0648]

칼슘의 유입을 가능케 하는 세포막 내의 칼슘 채널을 형성하는 B 세포에서 발견된 타입 III 막횡단 단백질.

CD20에 대한 항체로서 상기 질병의 치료를 위해 중요하다: 리툭시맙. NCBI  참조 서열 NP_068769.2,  MS4A1  -

P11836: (SEQ ID NO.:133)

[0649]

CD22:  N-말단에  위치된  면역글로불린(Ig)  도메인을  갖는,  시알산에  특이적으로  결합하는  당  결합  막횡단[0650]

단백질.  이는 면역글로불린 상과 및 SIGLEC 패밀리의 일원이다.  CD22는 B 세포 수용체(BCR) 신호전달에 대한

억제 수용체로 작용한다.  NCBI 참조 서열 NP_001172028.1:

공개특허 10-2021-0090298

- 86 -



기점 (SEQ ID NO.:134)[0651]

[0652]

CD23: IgE와 복합체화된 항원의 포획 및 가공을 향상시키는, 성숙 B 세포, 단핵구, 활성화된 대식세포, 호산구,[0653]

혈소판, 및 수지상 세포에서 발견되는 타입 II 막횡단 단백질.  NCBI 참조 서열 NP_001193948.2:

기점 (SEQ ID NO.:135)[0654]

[0655]

CD27: TNF-수용체.  휴지 기억 B 세포의 표면에 존재한다.  NCBI 참조 서열 NP_001233.1:[0656]

기점 (SEQ ID NO.:136)[0657]

[0658]

CD28: 모든 T-세포 상에 존재하고, CD80 또는 CD86일 수 있는 적절한 리간드인 표지된 B7과 매치되는 경우, 이[0659]

는 T-세포에 대한 공동자극 효과를 갖는다.  이는 또한 특히 조직 침윤 후에 호산구 과립구에서 발현된다.  이

의  라이게이션은  효능  있는  신경독  IL-2  및  IL-13  뿐만  아니라  IFN-γ의  방출을  발생시킨다.   Checksum

1D9B6552A5878D0F: (SEQ ID NO.:137)

[0660]

CD30: 세포 활성화 및/또는 분화에서 역할을 할 수 있는, 활성화된 T 및 B 세포에 존재하는 타입 I 막횡단 단백[0661]

질; 호지킨 질병, 일부 T-세포 림프종, 및 역형성 큰세포 림프종에서 발현됨. (SEQ ID NO.:138)
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[0662]

P28908-2, 종양 괴사 인자 수용체 상과 일원 8, 호모 사피엔스(Homo sapiens)(SEQ ID NO.:139):[0663]

[0664]
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CD31: PECAM-1, 혈소판 및 내피 세포 상의 세포 부착 분자 (SEQ ID NO.:140).[0665]

[0666]

CD33: 급성 골수성 백혈병 모세포 및 성숙 단핵구를 포함하는 미성숙 골수성 세포에서 발견되는 공지되지 않은[0667]

기능의 마커.  P20138: (SEQ ID NO.:141)
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[0668]

CD34: 조혈 전구체(제대혈에서 높은 농도로 발견됨), 모세관 내피, 및 배아 섬유모세포에서 발견되는 줄기 세포[0669]

마커, 부착.  아이소형 CD34-F: (SEQ ID NO.:142)

[0670]

CD40: 항원 제시 세포에서 발견되는 공동자극 단백질.  CD40은 T 세포 상에서 CD154(CD40L)와 조합되어 B 세포[0671]

에서의 항체 아이소형 스위칭(switching)을 유도한다.  아이소형 I: (SEQ ID NO.:143)
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[0672]

CD52: P31358m(SEQ ID NO.:144)[0673]

[0674]

Q9UJ81 (SEQ ID NO.:145)[0675]

[0676]

CD 56: 신경 세포 부착 분자 1.  짧은 명칭=N-CAM-1, 대안적 명칭(들).  CD_항원=CD56. 아이소형 1: (SEQ ID[0677]

NO.:146)
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[0678]
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CD70: 종양 괴사 인자 리간드 상과 일원 7. P32970 (CD70_HUMAN): (SEQ ID NO.:147) [0679]

[0680]

CD123: IL3RA. 아이소형 1: (SEQ ID NO.:148)[0681]

[0682]

CD154: CD40에 대한 리간드.  이는 B 세포 활성화가 가장 공지되어 있으나, APC 상의 MHC 분자에 의한 T 세포[0683]

수용체 자극과 관련된 APC의 활성화를 유도하는 것으로 또한 공지된, 많은 역할을 하는 공동자극 분자이다.

Q3L8U2: (SEQ ID NO.:149)
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[0684]

CD138: 신데칸-1(syndecan-1)으로 공지된 형질 세포-표면 당단백질인 신데칸. 신데칸은 콜라겐, 섬유결합소 및[0685]

트롬보스폰딘에 대한 알파 수용체로 작용한다.  P18827: (SEQ ID NO.:150)

[0686]

온코페토프로테인 - 5T4 영양막 당단백질.  NCBI 참조 서열 NP_001159864.1:[0687]

기점 (SEQ ID NO.:151)[0688]

[0689]
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도면

도면1a

도면1b
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도면4
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도면6
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도면7a

도면7b

도면8
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도면9

도면10a
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도면10b

도면11
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도면13a
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도면13b
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도면13d

도면14

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110>  ESPERANCE PHARMACEUTICALS, INC.

       LEUSCHNER, CAROLA
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       ALILA, HECTOR

 

<120>  ANTIBODY/DRUG CONJUGATES AND METHODS OF USE

<130>  026039-0424485

<140>  To Be Assigned

<141>  Herewith

<150>  61/720,257

<151>  2012-10-30

<160>  152    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Lytic peptide

<400>  1

Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys 

1               5                   10                  15  

<210>  2

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Lytic peptide

<400>  2

Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe 

1               5                   10                  15      

<210>  3

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Lytic peptide

<400>  3

Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe 

공개특허 10-2021-0090298

- 105 -



1               5                   10                  15      

Ala 

    

<210>  4

<211>  18

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Lytic peptide

<400>  4

Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe 

1               5                   10                  15      

Ala Lys 

        

<210>  5

<211>  19

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Lytic peptide

<400>  5

Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe 

1               5                   10                  15      

Ala Lys Phe 

            

<210>  6

<211>  20

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Lytic peptide

<400>  6

Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe 

1               5                   10                  15      

Ala Lys Phe Ala 

            20  

<210>  7
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<211>  28

<212>  PRT

<213>

  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Lytic peptide

<400>  7

Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe 

1               5                   10                  15      

Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys 

            20                  25              

<210>  8

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Linker peptide

<400>  8

Gly Ser Gly Gly Ser 

1               5   

<210>  9

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Linker peptide

<400>  9

Ala Ser Ala Ala Ser 

1               5   

<210>  10

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Linker peptide

<400>  10

Gly Ser Gly Arg Ser Ala 

1               5       
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<210>  11

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Linker peptide

<400

> 11

Arg Val Arg Arg Ser Val 

1               5       

 

<210>  12

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  12

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 Asp Val Asn 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 Phe Leu Glu 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  13

<211>  120
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  13

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 Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp 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 Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Val Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  14

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  14

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 Asp Val Asn Thr Ala 

            20                  25                  30          
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Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Glu 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  15

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  15

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 Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Asp 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 Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Val Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
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        115                 120 

<210>  16

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  16

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 Asp Val Asn 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 Phe Leu Glu 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  17

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  17

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 Asn Ile Lys Asp Thr 
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            20                  25                  30          

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Val Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  18

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  18

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 Asp Val Asn 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 Phe Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Arg 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      
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Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  19

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  19

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 Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr 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      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Val Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  20

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  20
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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 Asp Val Asn 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 Phe Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Arg 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  21

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  21

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 Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
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                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Val Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  22

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  22

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 Asp Val Asn 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 Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Arg 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  23

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain mammalian 

       humanized antibody
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<400>  23

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 Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Val Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  24

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  24

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 Asp Val Asn 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 Phe Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  
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Ser Arg 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  25

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  25

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 Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  26

<211>  107

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  26

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 Asp Val Asn 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 Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Arg 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  27

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  27

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 Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val 
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    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  28

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  28

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 Asp Val Asn 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 Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Arg 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  29

<211>  120
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  29

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 Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  30

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  30

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 Asp Val Asn Thr Ala 

            20                  25                  30          

공개특허 10-2021-0090298

- 120 -



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

        35                  40                  45              

Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Arg 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  31

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence:  Heavy chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  31

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 Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
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        115                 120 

<210>  32

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  32

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 Asp Val Ser Ser Ala 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Asp Trp Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro 

                85                  90                  95      

Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105             

<210>  33

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  33

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 Asn Ile Lys Asp Thr 
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            20                  25                  30          

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Trp Gly Pro Lys Leu Ala Met Asp Tyr Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  34

<211>  216

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  34

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 Ile Gly 

            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 Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ile Tyr Pro Tyr 

                85                  90                  95      
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Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu 

    130                 135                 140                 

Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Glu Asn 

145                 150                 155                 160 

Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser 

                165                 170                 175     

Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys 

            180                 185                 190         

Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr 

        195                 200                 205             

Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 215     

<210>  35

<211>  448

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  35

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 Thr Asp Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ala Asp Val Asn Pro Asn Ser Gly Gly Ser Ile Tyr Asn Gln Arg Phe 

    50                  55                  60                  
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Lys Gly Arg Phe Thr Leu Ser Val Asp Arg 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 Asn Leu Gly Pro Ser Phe Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe 

        115                 120                 125             

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu 

    130                 135                 140                 

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp 

145                 150                 155                 160 

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro 

        195                 200                 205             

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys 

    210                 215                 220                 

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro 

225                 230                 235                 240 

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser 

                245                 250                 255     

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp 

            260                 265                 270         

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn 

        275                 280                 285             

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val 

    290                 295                 300                 

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu 
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305                 310                 315                 320 

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys 

                325                 330                 335     

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr 

            340                 345                 350         

Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr 

        355                 360                 365             

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu 

    370                 375                 380                 

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

385                 390                 395                 400 

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys 

                405                 410                 415     

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu 

            420                 425                 430         

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

        435                 440                 445             

<210>  36

<211>  217

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  36

Val His Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Leu Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr Gly Val Pro Ser Arg 
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    50                  55                  60                  

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ile 

                85                  90                  95      

Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr 

            100                 105                 110         

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu 

        115                 120                 125             

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro 

    130                 135                 140                 

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly 

145                 150                 155                 160 

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr 

                165                 170                 175     

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His 

            180                 185                 190         

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val 

        195                 200                 205             

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 215         

<210>  37

<211>  448

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain mammalian 

       humanized antibody

<400

>  37

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 Thr Asp Tyr 

            20                  25                  30          
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Thr Met Asp Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Asp Val Asn Pro Asn Ser Gly Gly Ser Ile Tyr Asn Gln Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Leu Ser Val Asp Arg 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 Asn Leu Gly Pro Ser Phe Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe 

        115                 120                 125             

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu 

    130                 135                 140                 

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp 

145                 150                 155                 160 

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro 

        195                 200                 205             

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys 

    210                 215                 220                 

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro 

225                 230                 235                 240 

Ser Val Phe Leu Val Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser 

                245                 250                 255     

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp 

            260                 265                 270         

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn 
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        275                 280                 285             

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val 

    290                 295                 300                 

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu 

305                 310                 315                 320 

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys 

                325                 330                 335     

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr 

            340                 345                 350         

Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr 

        355                 360                 365             

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu 

    370                 375                 380                 

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

385                 390                 395                 400 

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys 

                405                 410                 415     

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu 

            420                 425                 430         

Ala Leu Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        435                 440                 445             

<210>  38

<211>  216

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  38

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 Ile Gly 

            20                  25                  30          
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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 Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Tyr Ile Tyr Pro Tyr 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu 

    130                 135                 140                 

Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Glu Asn 

145                 150                 155                 160 

Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser 

                165                 170                 175     

Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys 

            180                 185                 190         

Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr 

        195                 200                 205             

Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 215     

<210>  39

<211>  448

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain mammalian 

       humanized antibody

<400>  39
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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 Thr Asp Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ala Asp Val Asn Pro Asn Ser Gly Gly Ser Ile Tyr Asn Gln Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Leu Ser Val Asp Arg 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 Asn Leu Gly Pro Ser Phe Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe 

        115                 120                 125             

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu 

    130                 135                 140                 

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp 

145                 150                 155                 160 

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro 

        195                 200                 205             

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys 

    210                 215                 220                 

Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro 

225                 230                 235                 240 

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser 
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                245                 250                 255     

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp 

            260                 265                 270         

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn 

        275                 280                 285             

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val 

    290                 295                 300                 

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu 

305                 310                 315                 320 

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys 

                325                 330                 335     

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr 

            340                 345                 350         

Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr 

        355                 360                 365             

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu 

    370                 375                 380                 

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

385                 390                 395                 400 

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys 

                405                 410                 415     

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu 

            420                 425                 430         

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

        435                 440                 445             

<210>  40

<211>  58

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Mammalian humanized antibody

<400>  40
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Val Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu Gln Gln Asn Ala Phe Tyr Glu Ile 

1               5                   10                  15      

Leu His Leu Pro Asn Leu Asn Glu Glu Gln Arg Asn Ala Phe Ile Gln 

            20                  25                  30          

Ser Leu Lys Asp Asp Pro Ser Gln Ser Ala Asn Leu Leu Ala Glu Ala 

        35                  40                  45              

Lys Lys Leu Asn Asp Ala Gln Ala Pro Lys 

    50                  55              

<210>  41

<211>  58

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Mammalian humanized antibody

<400>  41

Val Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu Leu Arg Gln Ala Tyr Trp Glu Ile 

1               5                   10                  15      

Gln Ala Leu Pro Asn Leu Asn Trp Thr Gln Ser Arg Ala Phe Ile Arg 

            20                  25                  30          

Ser Leu Tyr Asp Asp Pro Ser Gln Ser Ala Asn Leu Leu Ala Glu Ala 

        35                  40                  45              

Lys Lys Leu Asn Asp Ala Gln Ala Pro Lys 

    50                  55              

<210>  42

<211>  58

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Mammalian humanized antibody

<400>  42

Val Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu Pro Lys Thr Ala Tyr Trp Glu Ile 

1               5                   10                  15      

Val Lys Leu Pro Asn Leu Asn Pro Glu Gln Arg Arg Ala Phe Ile Arg 

            20                  25                  30          
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Ser Leu Tyr Asp Asp Pro Ser Gln Ser Ala Asn Leu Leu Ala Glu Ala 

        35                  40                  45              

Lys Lys Leu Asn Asp Ala Gln Ala Pro Lys 

    50                  55              

<210>  43

<211>  58

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Mammalian humanized antibody

<400>  43

Val Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu Pro Arg Glu Ala Tyr Trp Glu Ile 

1               5                   10                  15      

Gln Arg Leu Pro Asn Leu Asn Asn Lys Gln Lys Ala Ala Phe Ile Arg 

            20                  25                  30          

Ser Leu Tyr Asp Asp Pro Ser Gln Ser Ala Asn Leu Leu Ala Glu Ala 

        35                  40                  45              

Lys Lys Leu Asn Asp Ala Gln Ala Pro Lys 

    50                  55              

<210>  44

<211>  58

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Mammalian humanized antibody

<400>  44

Val Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu Trp Met Thr Ala Gly Lys Glu Ile 

1               5                   10                  15      

Tyr Arg Leu Pro Asn Leu Asn Gly Thr Gln Val Arg Ala Phe Ile Gln 

            20                  25                  30          

Ser Leu Ser Asp Asp Pro Ser Gln Ser Ala Asn Leu Leu Ala Glu Ala 

        35                  40                  45              

Lys Lys Leu Asn Asp Ala Gln Ala Pro Lys 

    50                  55              

<210>  45
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<211>  58

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Mammalian humanized antibody

<400>  45

Val Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu Trp Val Gln Ala Gly Ser Glu Ile 

1               5                   10                  15      

Tyr Asn Leu Pro Asn Leu Asn Arg Ala Gln Met Arg Ala Phe Ile Arg 

            20                  25                  30          

Ser Leu Ser Asp Asp Pro Ser Gln Ser Ala Asn Leu Leu Ala Glu Ala 

        35                  40                  45              

Lys Lys Leu Asn Asp Ala Gln Ala Pro Lys 

    50                  55              

<210>  46

<211>  58

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Mammalian humanized antibody

<400>  46

Val Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu Ile Lys Gln Ala Phe His Glu Ile 

1               5                   10                  15      

Val Arg Leu Pro Asn Leu Asn Ala Asp Gln Val Arg Ala Phe Ile Tyr 

            20                  25                  30          

Ser Leu Gly Asp Asp Pro Ser Gln Ser Ala Asn Leu Leu Ala Glu Ala 

        35                  40                  45              

Lys Lys Leu Asn Asp Ala Gln Ala Pro Lys 

    50                  55              

<210>  47

<211>

  57

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Mammalian humanized antibody
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<400>  47

Val Asp Asn Lys Phe Asn Lys Glu Met Val Asp Ala Gly Ala Glu Ile 

1               5                   10                  15      

Trp Arg Leu Pro Asn Leu Asn Ala Lys Gln Met Ala Phe Ile Asp Ser 

            20                  25                  30          

Leu Gly Asp Asp Pro Ser Gln Ser Ala Asn Leu Leu Ala Glu Ala Lys 

        35                  40                  45              

Lys Leu Asn Asp Ala Gln Ala Pro Lys 

    50                  55          

<210>  48

<211>  106

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain antibody

<400>  48

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 Ser Ser Val Ser Tyr Ile 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Ser Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105     

<210>  49

<211>  121

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain antibody

<400>  49

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 Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  50

<211>  106

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence:  Light chain antibody

<400>  50

Gln Ile Val Leu Ser Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser Ala Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Ile 

            20                  25                  30          

His Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Val Arg Phe Ser Gly Ser 
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    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Ser Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105     

<210>  51

<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain antibody

<400>  51

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser 

        115                 120 

<210>  52

<211>  106

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain antibody

<400>  52

Gln Ile Val Leu Ser Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser Ala Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Ala Pro Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Phe Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys 

            100                 105     

<210>  53

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain antibody

<400>  53

Gln Ala Tyr Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Arg Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 
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65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Val Val Tyr Tyr Ser Asn Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp 

            100                 105                 110         

Gly Thr Gly Thr Thr Val Thr Val Ser 

        115                 120     

<210>  54

<211>  106

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain antibody

<400>  54

Gln Ile Val Leu Ser Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser Ala Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Ala Pro Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Phe Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys 

            100                 105     

<210>  55

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain antibody
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<400>  55

Gln Ala Tyr Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Arg Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Val Val Tyr Tyr Ser Asn Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp 

            100                 105                 110         

Gly Thr Gly Thr Thr Val Thr Val Ser 

        115                 120     

<210>  56

<211>  123

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain antibody

<400>  56

Ala 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          

Thr Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Leu Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Gly Ile Ser Trp Asn Ser Gly Ser Ile Gly Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

Leu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Leu Asn Ser Leu Tyr 
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65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Thr Leu Asp Asn Gln Tyr Gly Ser Gly Ser Thr Tyr Gly Leu Gly Val 

            100                 105                 110         

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120             

<210>  57

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain antibody

<400>  57

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 Leu 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Leu 

            100                 105         

<210>  58

<211>  141

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain antibody
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<400>  58

Met Phe Leu Gly Leu Ser Trp Ile Phe Leu Leu Ala Ile Leu Lys Gly 

1               5                   10                  15      

Val Gln Cys Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln 

            20                  25                  30          

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe 

        35                  40                  45              

Asn Asp Tyr Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Glu Trp Val Ser Thr Ile Ser Trp Asn Ser Gly Ser Ile Gly Tyr Ala 

65                  70                  75                  80  

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Lys 

                85                  90                  95      

Ser Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu 

            100                 105                 110         

Tyr Tyr Cys Ala Lys Asp Ile Gln Tyr Gly Asn Tyr Tyr Tyr Gly Met 

        115                 120                 125             

Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

    130                 135                 140     

<210>  59

<211>  126

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain antibody

<400>  59

Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser 

        35                  40                  45              

Val Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro 
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    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn 

            100                 105                 110         

Trp Pro Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys 

        115                 120                 125     

<210>  60

<211>  144

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain antibody

<400>  60

Met Glu Leu Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Leu Lys Gly 

1               5                   10                  15      

Val Gln Cys Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val His 

            20                  25                  30          

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Gly Ser Gly Phe Thr Phe 

        35                  40                  45              

Ser Tyr His Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Glu Trp Val Ser Ile Ile Gly Thr Gly Gly Val Thr Tyr Tyr Ala Asp 

65                  70                  75                  80  

Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Val Lys Asn Ser 

                85                  90                  95      

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Met Ala Val Tyr 

            100                 105                 110         

Tyr Cys Ala Arg Asp Tyr Tyr Gly Ala Gly Ser Phe Tyr Asp Gly Leu 

        115                 120                 125             
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Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

    130                 135                 140                 

<210>  61

<211>  127

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain antibody

<400>  61

Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser 

        35                  40                  45              

Val Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser 

            100                 105                 110         

Asp Trp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

        115                 120                 125         

<210>  62

<211>  141

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain antibody

<400>  62

Met Glu Leu Gly Leu Ser Trp Ile Phe Leu Leu Ala Ile Leu Lys Gly 

1               5                   10                  15      
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Val Gln Cys Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln 

            20                  25                  30          

Pro Asp Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe 

        35                  40                  45              

His Asp Tyr Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Glu Trp Val Ser Thr Ile Ser Trp Asn Ser Gly Thr Ile Gly Tyr Ala 

65                  70                  75                  80  

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn 

                85                  90                  95      

Ser Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Leu 

            100                 105                 110         

Tyr Tyr Cys Ala Lys Asp Ile Gln Tyr Gly Asn Tyr Tyr Tyr Gly Met 

        115                 120                 125             

Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

    130                 135                 140     

<210>  63

<211>  127

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain antibody

<400>  63

Met Glu Ala Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser 

        35                  40                  45              

Val Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  
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Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser 

                85                  90                  95      

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser 

            100                 105                 110         

Asn Trp Pro Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys 

        115                 120                 125         

<210>  64

<211>  443

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain antibody

<400>  64

Gln Ala Tyr Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Arg Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Val Val Tyr Tyr Ser Asn Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp 

            100                 105                 110         

Gly Thr Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Pro Ser Val Tyr Pro Leu 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Leu Val Lys Gly Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Leu Thr Trp Asn Ser 
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145                 150                 155                 160 

Gly Ser Leu Ser Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser 

                165                 170                 175     

Asp Leu Tyr Thr Leu Ser Ser Ser Val Thr Val Thr Ser Ser Thr Trp 

            180                 185                 190         

Pro Ser Gln Ser Ile Thr Cys Asn Val Ala His Pro Ala Ser Ser Thr 

        195                 200                 205             

Lys Val Asp Lys Lys Ile Glu Pro Arg Gly Pro Thr Ile Lys Pro Cys 

    210                 215                 220                 

Pro Pro Cys Lys Cys Pro Ala Pro Asn Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val 

225                 230                 235                 240 

Phe Ile Phe Pro Pro Lys Ile Lys Asp Val Leu Met Ile Ser Leu Ser 

                245                 250                 255     

Pro Ile Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Glu Asp Asp Pro Asp 

            260                 265                 270         

Val Gln Ile Ser Trp Phe Val Asn Asn Val Glu Val His Thr Ala Gln 

        275                 280                 285             

Thr Gln Thr His Arg Glu Asp Tyr Asn Ser Thr Leu Arg Val Val Ser 

    290                 295                 300                 

Ala Leu Pro Ile Gln His Gln Asp Trp Met Ser Gly Lys Glu Phe Lys 

305                 310                 315                 320 

Cys Lys Val Asn Asn Lys Asp Leu Pro Ala Pro Ile Glu Arg Thr Ile 

                325                 330                 335     

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

            340                 345                 350         

Pro Pro Glu Glu Glu Met Thr Lys Lys Gln Val Thr Leu Thr Cys Met 

        355                 360                 365             

Val Thr Asp Phe Met Pro Glu Asp Ile Tyr Val Glu Trp Thr Asn Asn 

    370                 375                 380                 

Gly Lys Thr Glu Leu Asn Tyr Lys Asn Thr Glu Pro Val Leu Asp Ser 

385                 390                 395                 400 
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Asp Gly Ser Tyr Phe Met Tyr Ser Lys Leu Arg Val Glu Lys Lys Asn 

                405                 410                 415     

Trp Val Glu Arg Asn Ser Tyr Ser Cys Ser Val Val His Glu Gly Leu 

            420                 425                 430         

His Asn His His Thr Thr Lys Ser Phe Ser Arg 

        435                 440             

<210>  65

<211>  209

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain antibody

<400>  65

Gln Ile Val Leu Ser Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser Ala Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Ala Pro Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Phe Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys 

    130                 135                 140                 

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu 
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145                 150                 155                 160 

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser 

                165                 170                 175     

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala 

            180                 185                 190         

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe 

        195                 200                 205             

Asn 

    

<210>  66

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain antibody

<400>  66

Gln Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Ala Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ala Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala 
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    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

            260                 265                 270         

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 
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Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys 

    450     

<210>  67

<211>  213

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain antibody

<400>  67

Gln Ile Val Leu Ser Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser Ala Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Ile 

            20                  25                  30          

His Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Val Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Ser Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             
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Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys 

    130                 135                 140                 

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu 

145                 150                 155                 160 

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser 

                165                 170                 175     

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala 

            180                 185                 190         

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe 

        195                 200                 205             

Asn Arg Gly Glu Cys 

    210             

<210>  68

<211>  447

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220

><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain antibody

<400>  68

Gln Ala Tyr Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Arg Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Val Val Tyr Tyr Ser Asn Ser Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp 

            100                 105                 110         
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Gly Thr Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu 

        115                 120                 125             

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys 

    130                 135                 140                 

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser 

145                 150                 155                 160 

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser 

                165                 170                 175     

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser 

            180                 185                 190         

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn 

        195                 200                 205             

Thr Lys Val Asp Lys Lys Ala Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His 

    210                 215                 220                 

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val 

225                 230                 235                 240 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr 

                245                 250                 255     

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu 

            260                 265                 270         

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys 

        275                 280                 285             

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser 

    290                 295                 300                 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys 

305                 310                 315                 320 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile 

                325                 330                 335     

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro 

            340                 345                 350         

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu 
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        355                 360                 365             

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn 

    370                 375                 380                 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser 

385                 390                 395                 400 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg 

                405                 410                 415     

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu 

            420                 425                 430         

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        435                 440                 445         

<210>  69

<211>  210

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain antibody

<400>  69

Gln Ile Val Leu Ser Gln Ser Pro Ala Ile Leu Ser Ala Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met 

            20                  25                  30          

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Ala Pro Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Phe Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro 

            100                 105                 110         
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Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr 

        115                 120                 125             

Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys 

    130                 135                 140                 

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu 

145                 150                 155                 160 

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser 

                165                 170                 175     

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala 

            180                 185                 190         

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe 

        195                 200                 205             

Asn Arg 

    210 

<210>  70

<211>  396

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Immunoglobulin light chain

<400>  70

atggattcac aggcccaggt tcttatattg ctgctgctat gggtatctgg tacctgtggg       60

gacattgtga tgtcacagtc tccatcctcc ctggctgtgt cagcaggaga gaaggtcact      120

atgagctgca aatccagtca gagtctgctc aacagtagaa cccgaaagaa ctacttggct      180

tggtaccagc agaaaccagg gcagtctcct aaactgctga tctactgggc atccactagg      240

gaatctgggg tccctgatcg cttcacaggc agtggatctg ggacagattt cactctcacc      300

atcagcagtg tgcaggctga agacctggca gtttattact gcaagcaatc ttataatctt      360

tacacgttcg gaggggggac caagctggaa ataaaa                                396

<210>  71

<211>  130

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Immunoglobulin light chain
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<400>  71

Met Asp Ser Gln Ala Gln Val Leu Leu Leu Leu Leu Trp Val Ser Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Ser Ala Gly Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu 

        35                  40                  45              

Leu Asn Ser Arg Thr Arg Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr 

                85                  90                  95      

Leu Thr Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys 

            100                 105                 110         

Lys Gln Ser Tyr Asn Leu Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu 

        115                 120                 125             

Ile Lys 

    130 

<210>  72

<211>  354

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Immunoglobulin heavy chain

<400>  72

caggtgcagc tgaaggagtc aggacctggc ctggtggcac cctcacagag cctgtccatc       60

acatgcactg tctctgggtt ctcattatcc agatatagtg tacactgggt tcgccagcct      120

ccaggaaagg gcctggagtg gctgggaatg atatggggtg gtggaagcac agactataat      180

tcagctctca aatccagact gagcatcagc aaggacaact ccaagagcca agttttctta      240

aaaatgaaca gtctgcaaac tgatgacaca gccatgtact actgtgccag aggcaatgat      300

ggttactact cgtttgctta ctggggccaa gggactctgg tcactgtctc ttca            354

<210>  73
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<211>  118

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Immunoglobulin heavy chain

<400>  73

Gln Val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Ser Val His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu 

        35                  40                  45              

Gly Met Ile Trp Gly Gly Gly Ser Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Met Asn Ser Leu Gln Thr Asp Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Gly Asn Asp Gly Tyr Tyr Ser Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  74

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Lytic peptide

<400>  74

Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Lys Leu Ala Lys 

1               5                   10          

<210>  75

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Description of Artificial Sequence: Linker

<400>  75

Asn Arg Val Arg Arg Ser 

1               5       

<210>  76

<211>  2217

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Her2/neu antibody

<400>  76

catatgcatc accaccacca ccacgacgac gacgacaaag atattcaaat gacccagtcc       60

ccgagcagcc tgagtgcctc cgttggcgac cgcgtgacca ttacgtgccg tgcgagccag      120

gatgtcaaca ccgcggtggc ctggtatcag caaaaaccgg gcaaagcgcc gaaactgctg      180

atctattcag cctcgtttct gtacagcggt gttccgtctc gtttcagcgg ctctcgcagt      240

ggtaccgatt ttaccctgac gattagctct ctgcagccgg aagactttgc gacgtattac      300

tgccagcaac attacaccac gccgccgacc ttcggccagg gtacgaaagt ggaaatcaaa      360

ggttccacct caggcggtgg cagtggtggc ggttccggcg gtggcggtag ttccgaagtt      420

cagctggtcg aaagtggcgg tggcctggtt caaccgggtg gctcactgcg tctgtcgtgt      480

gcagcaagcg gtttcaacat caaagatacc tacatccact gggttcgtca ggcgccgggc      540

aaaggtctgg aatgggtcgc ccgcatttac ccgaccaatg gctatacgcg ttacgcagat      600

agcgtgaaag gtcgctttac catctctgcg gacaccagta aaaacacggc ctatctgcag      660

atgaatagcc tgcgtgcgga agatacggcc gtttattact gctctcgctg gggtggcgat      720

ggcttctatg ctatggacta ctggggccag ggtaccctgg tgacggtttc atcgggtcag      780

ccgcgtgaac cgcaagtgta taccctgccg ccgtcacgcg atgaactgac gaaaaaccag      840

gtgtcgctga cgtgtctggt taaaggcttt tacccgagcg acatcgcggt tgaatgggaa      900

tctaatggtc aaccggaaaa caattataaa accacgccgc cggtcctgga tagtgacggc      960

tcctttttcc tgtacagtaa actgaccgtg gataaatccc gttggcagca gggtaacgtc     1020

ttctcgtgta gcgtgatgca tgaagccctg cataatcact atacccagaa atctctgagt     1080

ctgtccccgg gcaaaggttc aacgtcgggt ggcggttccg gcggtggctc aggtggcggt     1140

ggcagctctg gccaaccgcg cgaaccgcag gtttacaccc tgccgccgag ccgtgacgaa     1200

ctgaccaaaa accaagtcag cctgacgtgc ctggtgaaag gcttttaccc gagtgacatt     1260
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gcagttgaat gggaatccaa tggtcagccg gaaaataact acaaaacgac gccgccggtt     1320

ctggattcag acggctcgtt tttcctgtac tcaaaactga ccgtcgataa atcgcgctgg     1380

caacagggta acgttttcag ctgctctgtc atgcacgaag ccctgcacaa ccattatacc     1440

cagaaaagtc tgtccctgtc accgggcaaa gaagtgcagc tggttgaatc tggtggcggt     1500

ctggtgcaac cgggcggttc gctgcgtctg agctgtgcag cttctggctt taatattaaa     1560

gacacgtaca tccactgggt gcgtcaggca ccgggtaaag gcctggaatg ggttgctcgt     1620

atctatccga cgaacggtta tacgcgttac gccgatagcg tcaaaggccg ttttaccatc     1680

agtgcagaca cctccaaaaa cacggcttat ctgcagatga atagtctgcg tgcagaagat     1740

accgctgttt attactgcag ccgctggggc ggtgatggct tctatgcaat ggattattgg     1800

ggtcaaggta ccctggtcac cgtgagttcc ggttcgacca gcggcggtgg ctcaggtggc     1860

ggttcgggcg gtggcggttc atcggacatt cagatgacgc aaagcccgag ctctctgtct     1920

gcgagtgttg gcgatcgtgt caccatcacg tgtcgcgcct ctcaggacgt gaataccgca     1980

gttgcttggt accaacaaaa accgggcaaa gcaccgaaac tgctgattta ctccgcttca     2040

ttcctgtaca gcggtgtgcc gtctcgtttt tcgggcagcc gctctggtac cgatttcacc     2100

ctgacgatta gttccctgca accggaagat ttcgccacct actactgcca gcaacactat     2160

acgaccccgc cgacgtttgg tcagggcacg aaagtggaaa ttaaataatg aaagctt        2217

<210>  77

<211>  2277

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Her2/neu antibody

<400>  77

catatgcatc accaccacca ccacgacgac gacgacaaag atattcaaat gacccagtcc       60

ccgagcagcc tgagtgcctc cgttggcgac cgcgtgacca ttacgtgccg tgcgagccag      120

gatgtcaaca ccgcggtggc ctggtatcag caaaaaccgg gcaaagcgcc gaaactgctg      180

atctattcag cctcgtttct gtacagcggt gttccgtctc gtttcagcgg ctctcgcagt      240

ggtaccgatt ttaccctgac gattagctct ctgcagccgg aagactttgc gacgtattac      300

tgccagcaac attacaccac gccgccgacc ttcggccagg gtacgaaagt ggaaatcaaa      360

ggttccacct caggcggtgg cagtggtggc ggttccggcg gtggcggtag ttccgaagtt      420

cagctggtcg aaagtggcgg tggcctggtt caaccgggtg gctcactgcg tctgtcgtgt      480

gcagcaagcg gtttcaacat caaagatacc tacatccact gggttcgtca ggcgccgggc      540
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aaaggtctgg aatgggtcgc ccgcatttac ccgaccaatg gctatacgcg ttacgcagat      600

agcgtgaaag gtcgctttac catctctgcg gacaccagta aaaacacggc ctatctgcag      660

atgaatagcc tgcgtgcgga agatacggcc gtttattact gctctcgctg gggtggcgat      720

ggcttctatg ctatggacta ctggggccag ggtaccctgg tgacggtttc atcgggtcag      780

ccgcgtgaac cgcaagtgta taccctgccg ccgtcacgcg atgaactgac gaaaaaccag      840

gtgtcgctga cgtgtctggt taaaggcttt tacccgagcg acatcgcggt tgaatgggaa      900

tctaatggtc aaccggaaaa caattataaa accacgccgc cggtcctgga tagtgacggc      960

tcctttttcc tgtacagtaa actgaccgtg gataaatccc gttggcagca gggtaacgtc     1020

ttctcgtgta gcgtgatgca tgaagccctg cataatcact atacccagaa atctctgagt     1080

ctgtccccgg gcaaaggttc aacgtcgggt ggcggttccg gcggtggctc aggtggcggt     1140

ggcagctctg gccaaccgcg cgaaccgcag gtttacaccc tgccgccgag ccgtgacgaa     1200

ctgaccaaaa accaagtcag cctgacgtgc ctggtgaaag gcttttaccc gagtgacatt     1260

gcagttgaat gggaatccaa tggtcagccg gaaaataact acaaaacgac gccgccggtt     1320

ctggattcag acggctcgtt tttcctgtac tcaaaactga ccgtcgataa atcgcgctgg     1380

caacagggta acgttttcag ctgctctgtc atgcacgaag ccctgcacaa ccattatacc     1440

cagaaaagtc tgtccctgtc accgggcaaa gaagtgcagc tggttgaatc tggtggcggt     1500

ctggtgcaac cgggcggttc gctgcgtctg agctgtgcag cttctggctt taatattaaa     1560

gacacgtaca tccactgggt gcgtcaggca ccgggtaaag gcctggaatg ggttgctcgt     1620

atctatccga cgaacggtta tacgcgttac gccgatagcg tcaaaggccg ttttaccatc     1680

agtgcagaca cctccaaaaa cacggcttat ctgcagatga atagtctgcg tgcagaagat     1740

accgctgttt attactgcag ccgctggggc ggtgatggct tctatgcaat ggattattgg     1800

ggtcaaggta ccctggtcac cgtgagttcc ggttcgacca gcggcggtgg ctcaggtggc     1860

ggttcgggcg gtggcggttc atcggacatt cagatgacgc aaagcccgag ctctctgtct     1920

gcgagtgttg gcgatcgtgt caccatcacg tgtcgcgcct ctcaggacgt gaataccgca     1980

gttgcttggt accaacaaaa accgggcaaa gcaccgaaac tgctgattta ctccgcttca     2040

ttcctgtaca gcggtgtgcc gtctcgtttt tcgggcagcc gctctggtac cgatttcacc     2100

ctgacgatta gttccctgca accggaagat ttcgccacct actactgcca gcaacactat     2160

acgaccccgc cgacgtttgg tcagggcacg aaagtggaaa ttaaaggcag caaatttgcg     2220

aaattcgcca aaaaattcgc aaaattcgcg aaaaaattcg cgaaataatg aaagctt        2277

<210>  78

<211>  2265
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Her2/neu antibody

<400>  78

catatggaaa atctgtattt ccaaggtgat attcaaatga cccagtcccc gagcagcctg       60

agtgcctccg ttggcgaccg cgtgaccatt acgtgccgtg cgagccagga tgtcaacacc      120

gcggtggcct ggtatcagca aaaaccgggc aaagcgccga aactgctgat ctattcagcc      180

tcgtttctgt acagcggtgt tccgtctcgt ttcagcggct ctcgcagtgg taccgatttt      240

accctgacga ttagctctct gcagccggaa gactttgcga cgtattactg ccagcaacat      300

tacaccacgc cgccgacctt cggccagggt acgaaagtgg aaatcaaagg ttccacctca      360

ggcggtggca gtggtggcgg ttccggcggt ggcggtagtt ccgaagttca gctggtcgaa      420

agtggcggtg gcctggttca accgggtggc tcactgcgtc tgtcgtgtgc agcaagcggt      480

ttcaacatca aagataccta catccactgg gttcgtcagg cgccgggcaa aggtctggaa      540

tgggtcgccc gcatttaccc gaccaatggc tatacgcgtt acgcagatag cgtgaaaggt      600

cgctttacca tctctgcgga caccagtaaa aacacggcct atctgcagat gaatagcctg      660

cgtgcggaag atacggccgt ttattactgc tctcgctggg gtggcgatgg cttctatgct      720

atggactact ggggccaggg taccctggtg acggtttcat cgggtcagcc gcgtgaaccg      780

caagtgtata ccctgccgcc gtcacgcgat gaactgacga aaaaccaggt gtcgctgacg      840

tgtctggtta aaggctttta cccgagcgac atcgcggttg aatgggaatc taatggtcaa      900

ccggaaaaca attataaaac cacgccgccg gtcctggata gtgacggctc ctttttcctg      960

tacagtaaac tgaccgtgga taaatcccgt tggcagcagg gtaacgtctt ctcgtgtagc     1020

gtgatgcatg aagccctgca taatcactat acccagaaat ctctgagtct gtccccgggc     1080

aaaggttcaa cgtcgggtgg cggttccggc ggtggctcag gtggcggtgg cagctctggc     1140

caaccgcgcg aaccgcaggt ttacaccctg ccgccgagcc gtgacgaact gaccaaaaac     1200

caagtcagcc tgacgtgcct ggtgaaaggc ttttacccga gtgacattgc agttgaatgg     1260

gaatccaatg gtcagccgga aaataactac aaaacgacgc cgccggttct ggattcagac     1320

ggctcgtttt tcctgtactc aaaactgacc gtcgataaat cgcgctggca acagggtaac     1380

gttttcagct gctctgtcat gcacgaagcc ctgcacaacc attataccca gaaaagtctg     1440

tccctgtcac cgggcaaaga agtgcagctg gttgaatctg gtggcggtct ggtgcaaccg     1500

ggcggttcgc tgcgtctgag ctgtgcagct tctggcttta atattaaaga cacgtacatc     1560

cactgggtgc gtcaggcacc gggtaaaggc ctggaatggg ttgctcgtat ctatccgacg     1620

공개특허 10-2021-0090298

- 162 -



aacggttata cgcgttacgc cgatagcgtc aaaggccgtt ttaccatcag tgcagacacc     1680

tccaaaaaca cggcttatct gcagatgaat agtctgcgtg cagaagatac cgctgtttat     1740

tactgcagcc gctggggcgg tgatggcttc tatgcaatgg attattgggg tcaaggtacc     1800

ctggtcaccg tgagttccgg ttcgaccagc ggcggtggct caggtggcgg ttcgggcggt     1860

ggcggttcat cggacattca gatgacgcaa agcccgagct ctctgtctgc gagtgttggc     1920

gatcgtgtca ccatcacgtg tcgcgcctct caggacgtga ataccgcagt tgcttggtac     1980

caacaaaaac cgggcaaagc accgaaactg ctgatttact ccgcttcatt cctgtacagc     2040

ggtgtgccgt ctcgtttttc gggcagccgc tctggtaccg atttcaccct gacgattagt     2100

tccctgcaac cggaagattt cgccacctac tactgccagc aacactatac gaccccgccg     2160

acgtttggtc agggcacgaa agtggaaatt aaaggcagca aactggcgaa actggccaaa     2220

aaactggcaa aactggcgaa aaaactggcg aaataatgaa agctt                     2265

<210>  79

<211>  2277

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Her2/neu antibody

<400>  79

catatggaaa atctgtattt ccaaggtgat attcaaatga cccagtcccc gagcagcctg       60

agtgcctccg ttggcgaccg cgtgaccatt acgtgccgtg cgagccagga tgtcaacacc      120

gcggtggcct ggtatcagca aaaaccgggc aaagcgccga aactgctgat ctattcagcc      180

tcgtttctgt acagcggtgt tccgtctcgt ttcagcggct ctcgcagtgg taccgatttt      240

accctgacga ttagctctct gcagccggaa gactttgcga cgtattactg ccagcaacat      300

tacaccacgc cgccgacctt cggccagggt acgaaagtgg aaatcaaagg ttccacctca      360

ggcggtggca gtggtggcgg ttccggcggt ggcggtagtt ccgaagttca gctggtcgaa      420

agtggcggtg gcctggttca accgggtggc tcactgcgtc tgtcgtgtgc agcaagcggt      480

ttcaacatca aagataccta catccactgg gttcgtcagg cgccgggcaa aggtctggaa      540

tgggtcgccc gcatttaccc gaccaatggc tatacgcgtt acgcagatag cgtgaaaggt      600

cgctttacca tctctgcgga caccagtaaa aacacggcct atctgcagat gaatagcctg      660

cgtgcggaag atacggccgt ttattactgc tctcgctggg gtggcgatgg cttctatgct      720

atggactact ggggccaggg taccctggtg acggtttcat cgggtcagcc gcgtgaaccg      780

caagtgtata ccctgccgcc gtcacgcgat gaactgacga aaaaccaggt gtcgctgacg      840
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tgtctggtta aaggctttta cccgagcgac atcgcggttg aatgggaatc taatggtcaa      900

ccggaaaaca attataaaac cacgccgccg gtcctggata gtgacggctc ctttttcctg      960

tacagtaaac tgaccgtgga taaatcccgt tggcagcagg gtaacgtctt ctcgtgtagc     1020

gtgatgcatg aagccctgca taatcactat acccagaaat ctctgagtct gtccccgggc     1080

aaaggttcaa cgtcgggtgg cggttccggc ggtggctcag gtggcggtgg cagctctggc     1140

caaccgcgcg aaccgcaggt ttacaccctg ccgccgagcc gtgacgaact gaccaaaaac     1200

caagtcagcc tgacgtgcct ggtgaaaggc ttttacccga gtgacattgc agttgaatgg     1260

gaatccaatg gtcagccgga aaataactac aaaacgacgc cgccggttct ggattcagac     1320

ggctcgtttt tcctgtactc aaaactgacc gtcgataaat cgcgctggca acagggtaac     1380

gttttcagct gctctgtcat gcacgaagcc ctgcacaacc attataccca gaaaagtctg     1440

tccctgtcac cgggcaaaga agtgcagctg gttgaatctg gtggcggtct ggtgcaaccg     1500

ggcggttcgc tgcgtctgag ctgtgcagct tctggcttta atattaaaga cacgtacatc     1560

cactgggtgc gtcaggcacc gggtaaaggc ctggaatggg ttgctcgtat ctatccgacg     1620

aacggttata cgcgttacgc cgatagcgtc aaaggccgtt ttaccatcag tgcagacacc     1680

tccaaaaaca cggcttatct gcagatgaat agtctgcgtg cagaagatac cgctgtttat     1740

tactgcagcc gctggggcgg tgatggcttc tatgcaatgg attattgggg tcaaggtacc     1800

ctggtcaccg tgagttccgg ttcgaccagc ggcggtggct caggtggcgg ttcgggcggt     1860

ggcggttcat cggacattca gatgacgcaa agcccgagct ctctgtctgc gagtgttggc     1920

gatcgtgtca ccatcacgtg tcgcgcctct caggacgtga ataccgcagt tgcttggtac     1980

caacaaaaac cgggcaaagc accgaaactg ctgatttact ccgcttcatt cctgtacagc     2040

ggtgtgccgt ctcgtttttc gggcagccgc tctggtaccg atttcaccct gacgattagt     2100

tccctgcaac cggaagattt cgccacctac tactgccagc aacactatac gaccccgccg     2160

acgtttggtc agggcacgaa agtggaaatt aaaaaccgtg tgcgtcgcag caaatttgcg     2220

aaattcgcca aaaaatttgc aaaattcgct aaaaaatttg cgaaataatg aaagctt        2277

<210>  80

<211>  2289

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Her2/neu antibody

<400>  80

catatgcatc accaccacca ccacgacgac gacgacaaag atattcaaat gacccagtcc       60
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ccgagcagcc tgagtgcctc cgttggcgac cgcgtgacca ttacgtgccg tgcgagccag      120

gatgtcaaca ccgcggtggc ctggtatcag caaaaaccgg gcaaagcgcc gaaactgctg      180

atctattcag cctcgtttct gtacagcggt gttccgtctc gtttcagcgg ctctcgcagt      240

ggtaccgatt ttaccctgac gattagctct ctgcagccgg aagactttgc gacgtattac      300

tgccagcaac attacaccac gccgccgacc ttcggccagg gtacgaaagt ggaaatcaaa      360

ggttccacct caggcggtgg cagtggtggc ggttccggcg gtggcggtag ttccgaagtt      420

cagctggtcg aaagtggcgg tggcctggtt caaccgggtg gctcactgcg tctgtcgtgt      480

gcagcaagcg gtttcaacat caaagatacc tacatccact gggttcgtca ggcgccgggc      540

aaaggtctgg aatgggtcgc ccgcatttac ccgaccaatg gctatacgcg ttacgcagat      600

agcgtgaaag gtcgctttac catctctgcg gacaccagta aaaacacggc ctatctgcag      660

atgaatagcc tgcgtgcgga agatacggcc gtttattact gctctcgctg gggtggcgat      720

ggcttctatg ctatggacta ctggggccag ggtaccctgg tgacggtttc atcgggtcag      780

ccgcgtgaac cgcaagtgta taccctgccg ccgtcacgcg atgaactgac gaaaaaccag      840

gtgtcgctga cgtgtctggt taaaggcttt tacccgagcg acatcgcggt tgaatgggaa      900

tctaatggtc aaccggaaaa caattataaa accacgccgc cggtcctgga tagtgacggc      960

tcctttttcc tgtacagtaa actgaccgtg gataaatccc gttggcagca gggtaacgtc     1020

ttctcgtgta gcgtgatgca tgaagccctg cataatcact atacccagaa atctctgagt     1080

ctgtccccgg gcaaaggttc aacgtcgggt ggcggttccg gcggtggctc aggtggcggt     1140

ggcagctctg gccaaccgcg cgaaccgcag gtttacaccc tgccgccgag ccgtgacgaa     1200

ctgaccaaaa accaagtcag cctgacgtgc ctggtgaaag gcttttaccc gagtgacatt     1260

gcagttgaat gggaatccaa tggtcagccg gaaaataact acaaaacgac gccgccggtt     1320

ctggattcag acggctcgtt tttcctgtac tcaaaactga ccgtcgataa atcgcgctgg     1380

caacagggta acgttttcag ctgctctgtc atgcacgaag ccctgcacaa ccattatacc     1440

cagaaaagtc tgtccctgtc accgggcaaa gaagtgcagc tggttgaatc tggtggcggt     1500

ctggtgcaac cgggcggttc gctgcgtctg agctgtgcag cttctggctt taatattaaa     1560

gacacgtaca tccactgggt gcgtcaggca ccgggtaaag gcctggaatg ggttgctcgt     1620

atctatccga cgaacggtta tacgcgttac gccgatagcg tcaaaggccg ttttaccatc     1680

agtgcagaca cctccaaaaa cacggcttat ctgcagatga atagtctgcg tgcagaagat     1740

accgctgttt attactgcag ccgctggggc ggtgatggct tctatgcaat ggattattgg     1800

ggtcaaggta ccctggtcac cgtgagttcc ggttcgacca gcggcggtgg ctcaggtggc     1860

ggttcgggcg gtggcggttc atcggacatt cagatgacgc aaagcccgag ctctctgtct     1920
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gcgagtgttg gcgatcgtgt caccatcacg tgtcgcgcct ctcaggacgt gaataccgca     1980

gttgcttggt accaacaaaa accgggcaaa gcaccgaaac tgctgattta ctccgcttca     2040

ttcctgtaca gcggtgtgcc gtctcgtttt tcgggcagcc gctctggtac cgatttcacc     2100

ctgacgatta gttccctgca accggaagat ttcgccacct actactgcca gcaacactat     2160

acgaccccgc cgacgtttgg tcagggcacg aaagtggaaa ttaaaaaccg tgtgcgtcgc     2220

agcaaactgg cgaaactggc caaaaaactg gcaaaactgg ctaaaaaact ggcgaaataa     2280

tgaaagctt                                                             2289

<210>  81

<211>  2313

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Her2/neu antibody

<400>  81

catatggaaa atctgtattt ccaaggtaaa tttgcgaaat tcgccaaaaa attcgcaaaa       60

ttcgcgaaaa aattcgcgaa agatattcaa atgacccagt ccccgagcag cctgagtgcc      120

tccgttggcg accgcgtgac cattacgtgc cgtgcgagcc aggatgtcaa caccgcggtg      180

gcctggtatc agcaaaaacc gggcaaagcg ccgaaactgc tgatctattc agcctcgttt      240

ctgtacagcg gtgttccgtc tcgtttcagc ggctctcgca gtggtaccga ttttaccctg      300

acgattagct ctctgcagcc ggaagacttt gcgacgtatt actgccagca acattacacc      360

acgccgccga ccttcggcca gggtacgaaa gtggaaatca aaggttccac ctcaggcggt      420

ggcagtggtg gcggttccgg cggtggcggt agttccgaag ttcagctggt cgaaagtggc      480

ggtggcctgg ttcaaccggg tggctcactg cgtctgtcgt gtgcagcaag cggtttcaac      540

atcaaagata cctacatcca ctgggttcgt caggcgccgg gcaaaggtct ggaatgggtc      600

gcccgcattt acccgaccaa tggctatacg cgttacgcag atagcgtgaa aggtcgcttt      660

accatctctg cggacaccag taaaaacacg gcctatctgc agatgaatag cctgcgtgcg      720

gaagatacgg ccgtttatta ctgctctcgc tggggtggcg atggcttcta tgctatggac      780

tactggggcc agggtaccct ggtgacggtt tcatcgggtc agccgcgtga accgcaagtg      840

tataccctgc cgccgtcacg cgatgaactg acgaaaaacc aggtgtcgct gacgtgtctg      900

gttaaaggct tttacccgag cgacatcgcg gttgaatggg aatctaatgg tcaaccggaa      960

aacaattata aaaccacgcc gccggtcctg gatagtgacg gctccttttt cctgtacagt     1020

aaactgaccg tggataaatc ccgttggcag cagggtaacg tcttctcgtg tagcgtgatg     1080
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catgaagccc tgcataatca ctatacccag aaatctctga gtctgtcccc gggcaaaggt     1140

tcaacgtcgg gtggcggttc cggcggtggc tcaggtggcg gtggcagctc tggccaaccg     1200

cgcgaaccgc aggtttacac cctgccgccg agccgtgacg aactgaccaa aaaccaagtc     1260

agcctgacgt gcctggtgaa aggcttttac ccgagtgaca ttgcagttga atgggaatcc     1320

aatggtcagc cggaaaataa ctacaaaacg acgccgccgg ttctggattc agacggctcg     1380

tttttcctgt actcaaaact gaccgtcgat aaatcgcgct ggcaacaggg taacgttttc     1440

agctgctctg tcatgcacga agccctgcac aaccattata cccagaaaag tctgtccctg     1500

tcaccgggca aagaagtgca gctggttgaa tctggtggcg gtctggtgca accgggcggt     1560

tcgctgcgtc tgagctgtgc agcttctggc tttaatatta aagacacgta catccactgg     1620

gtgcgtcagg caccgggtaa aggcctggaa tgggttgctc gtatctatcc gacgaacggt     1680

tatacgcgtt acgccgatag cgtcaaaggc cgttttacca tcagtgcaga cacctccaaa     1740

aacacggctt atctgcagat gaatagtctg cgtgcagaag ataccgctgt ttattactgc     1800

agccgctggg gcggtgatgg cttctatgca atggattatt ggggtcaagg taccctggtc     1860

accgtgagtt ccggttcgac cagcggcggt ggctcaggtg gcggttcggg cggtggcggt     1920

tcatcggaca ttcagatgac gcaaagcccg agctctctgt ctgcgagtgt tggcgatcgt     1980

gtcaccatca cgtgtcgcgc ctctcaggac gtgaataccg cagttgcttg gtaccaacaa     2040

aaaccgggca aagcaccgaa actgctgatt tactccgctt cattcctgta cagcggtgtg     2100

ccgtctcgtt tttcgggcag ccgctctggt accgatttca ccctgacgat tagttccctg     2160

caaccggaag atttcgccac ctactactgc cagcaacact atacgacccc gccgacgttt     2220

ggtcagggca cgaaagtgga aattaaaaaa tttgcgaaat tcgccaaaaa attcgcaaaa     2280

ttcgcgaaaa aattcgcgaa ataatgaaag ctt                                  2313

<210>  82

<211>  948

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Recombinant anti-Her2 

       antibody

<400>  82

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 Asp Val Asn Thr Ala 
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            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 Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Arg 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly Ser Thr Ser Gly 

            100                 105                 110         

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Glu Val Gln 

        115                 120                 125             

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg 

    130                 135                 140                 

Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr Tyr Ile His 

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg 

            180                 185                 190         

Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met 

        195                 200                 205             

Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Arg Trp 

    210                 215                 220                 

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

225                 230                 235                 240 

Val Thr Val Ser Ser Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro 

                245                 250                 255     

Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser 

            260                 265                 270         
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Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp 

        275                 280                 285             

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn 

    290                 295                 300                 

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val 

305                 310                 315                 320 

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu 

                325                 330                 335     

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys 

            340                 345                 350         

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr 

        355                 360                 365             

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr 

    370                 375                 380                 

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu 

385                 390                 395                 400 

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

                405                 410                 415     

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys 

            420                 425                 430         

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu 

        435                 440                 445             

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

    450                 455                 460                 

Lys Gly Ser Thr Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly 

465                 470                 475                 480 

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

                485                 490                 495     

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val 

            500                 505                 510         

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly 
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        515                 520                 525             

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp 

    530                 535                 540                 

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp 

545                 550                 555                 560 

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His 

                565                 570                 575     

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Pro Cys 

            580                 585                 590         

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro 

        595                 600                 605             

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys 

    610                 615                 620                 

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp 

625                 630                 635                 640 

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 

                645                 650                 655     

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu 

            660                 665                 670         

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 

        675                 680                 685             

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Glu 

    690                 695                 700                 

Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser 

705                 710                 715                 720 

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

                725                 730                 735     

Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala 

            740                 745                 750         

Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val Lys 

        755                 760                 765             
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Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu 

    770                 775                 780                 

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

785                 790                 795                 800 

Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

                805                 810                 815     

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Ser Thr Ser Gly Gly Gly Ser Gly 

            820                 825                 830         

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser 

        835                 840                 845             

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

    850                 855                 860                 

Arg Ala Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys 

865                 870                 875                 880 

Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr 

                885                 890                 895     

Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe 

            900                 905                 910         

Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr 

        915                 920                 925             

Cys Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys 

    930                 935                 940                 

Val Glu Ile Lys 

945             

<210>  83

<211>  968

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence:  Lytic peptide conjugate

<

400>  83

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 
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1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Val Asn 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 Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Arg 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly Ser Thr Ser Gly 

            100                 105                 110         

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Glu Val Gln 

        115                 120                 125             

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg 

    130                 135                 140                 

Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn Ile Lys Asp Thr Tyr Ile His 

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg 

            180                 185                 190         

Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met 

        195                 200                 205             

Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Arg Trp 

    210                 215                 220                 

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

225                 230                 235                 240 

Val Thr Val Ser Ser Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro 

                245                 250                 255     
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Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser 

            260                 265                 270         

Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp 

        275                 280                 285             

Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn 

    290                 295                 300                 

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val 

305                 310                 315                 320 

Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu 

                325                 330                 335     

Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys 

            340                 345                 350         

Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr 

        355                 360                 365             

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr 

    370                 375                 380                 

Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu 

385                 390                 395                 400 

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

                405                 410                 415     

Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys 

            420                 425                 430         

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu 

        435                 440                 445             

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

    450                 455                 460                 

Lys Gly Ser Thr Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly 

465                 470                 475                 480 

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

                485                 490                 495     

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val 
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            500                 505                 510         

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly 

        515                 520                 525             

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp 

    530                 535                 540                 

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp 

545                 550                 555                 560 

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His 

                565                 570                 575     

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Pro Cys 

            580                 585                 590         

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro 

        595                 600                 605             

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys 

    610                 615                 620                 

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp 

625                 630                 635                 640 

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 

                645                 650                 655     

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu 

            660                 665                 670         

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 

        675                 680                 685             

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Glu 

    690                 695                 700                 

Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser 

705                 710                 715                 720 

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

                725                 730                 735     

Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala 

            740                 745                 750         
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Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val Lys 

        755                 760                 765             

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu 

    770                 775                 780                 

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

785                 790                 795                 800 

Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

                805                 810                 815     

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Ser Thr Ser Gly Gly Gly Ser Gly 

            820                 825                 830         

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser 

        835                 840                 845             

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

    850                 855                 860                 

Arg Ala Ser Gln Asp Val Asn Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys 

865                 870                 875                 880 

Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr 

                885                 890                 895     

Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser Gly Thr Asp Phe 

            900                 905                 910         

Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr 

        915                 920                 925             

Cys Gln Gln His Tyr Thr Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys 

    930                 935                 940                 

Val Glu Ile Lys Gly Ser Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala 

945                 950                 955                 960 

Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys 

                965             

<210>  84

<211>  214

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Anti-Her2/neu light chain 

       antibody

<400>  84

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 Asp Val Asn 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 Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Arg 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala 

    130                 135                 140                 

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln 

145                 150                 155                 160 

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser 

                165                 170                 175     

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr 

            180                 185                 190         

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser 

        195                 200                 205             

Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 
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<210>  85

<211>  451

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Her2/neu heavy chain antibody

<400>  85

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 Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 
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        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

            260                 265                 270         

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             
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Pro Gly Lys 

    450     

<210>  86

<211>  234

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain antibody

<400>  86

Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe 

1               5                   10                  15      

Ala Lys Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser 

            20                  25                  30          

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp 

        35                  40                  45              

Val Asn Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro 

    50                  55                  60                  

Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr 

            100                 105                 110         

Thr Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg 

        115                 120                 125             

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln 

    130                 135                 140                 

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr 

145                 150                 155                 160 

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser 

                165                 170                 175     

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr 

            180                 185                 190         
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Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 

        195                 200                 205             

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro 

    210                 215                 220                 

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

225                 230                 

<210>  87

<211>  235

<212

>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain antibody

<400>  87

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 Asp Val Asn 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 Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Arg 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 His Tyr Thr Thr Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala 

    130                 135                 140                 

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln 

145                 150                 155                 160 
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Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser 

                165                 170                 175     

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr 

            180                 185                 190         

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser 

        195                 200                 205             

Phe Asn Arg Gly Glu Cys Gly Ser Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys 

    210                 215                 220                 

Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Ala 

225                 230                 235 

<210>  88

<211>  255

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain antibody

<400>  88

Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe 

1               5                   10                  15      

Ala Lys Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser 

            20                  25                  30          

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp 

        35                  40                  45              

Val Asn Thr Ala Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro 

    50                  55                  60                  

Lys Leu Leu Ile Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln His Tyr 

            100                 105                 110         

Thr Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg 
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        115                 120                 125             

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln 

    130                 135                 140                 

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr 

145                 150                 155                 160 

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser 

                165                 170                 175     

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr 

            180                 185                 190         

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 

        195                 200                 205             

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro 

    210                 215                 220                 

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys Gly Ser Lys Phe Ala Lys 

225                 230                 235                 240 

Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Ala 

                245                 250                 255 

<210>  89

<211>  471

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain antibody

<400>  89

Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe 

1               5                   10                  15      

Ala Lys Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val 

            20                  25                  30          

Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn 

        35                  40                  45              

Ile Lys Asp Thr Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Glu Trp Val Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr 
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65                  70                  75                  80  

Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys 

                85                  90                  95      

Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala 

            100                 105                 110         

Val Tyr Tyr Cys Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp 

        115                 120                 125             

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys 

    130                 135                 140                 

Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly 

145                 150                 155                 160 

Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro 

                165                 170                 175     

Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr 

            180                 185                 190         

Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val 

        195                 200                 205             

Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn 

    210                 215                 220                 

Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro 

225                 230                 235                 240 

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro 

                245                 250                 255     

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys 

            260                 265                 270         

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val 

        275                 280                 285             

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp 

    290                 295                 300                 

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr 

305                 310                 315                 320 
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Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp 

                325                 330                 335     

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu 

            340                 345                 350         

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg 

        355                 360                 365             

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys 

    370                 375                 380                 

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp 

385                 390                 395                 400 

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys 

                405                 410                 415     

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser 

            420                 425                 430         

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser 

        435                 440                 445             

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser 

    450                 455                 460                 

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

465                 470     

<210>  90

<211>  472

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain antibody

<400>  90

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 Asn Ile Lys Asp Thr 

            20                  25                  30          

Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              
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Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Pro Lys Ser Cys 

    210                 215                 220                 

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly 

225                 230                 235                 240 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

                245                 250                 255     

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

            260                 265                 270         

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

        275                 280                 285             

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 
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    290                 295                 300                 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

305                 310                 315                 320 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

                325                 330                 335     

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

            340                 345                 350         

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

385                 390                 395                 400 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val 

                405                 410                 415     

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

            420                 425                 430         

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

        435                 440                 445             

Pro Gly Lys Gly Ser Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys 

    450                 455                 460                 

Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Ala 

465                 470         

<210>  91

<211>  492

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain antibody

<400>  91

Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe 

1               5                   10                  15      
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Ala Lys Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val 

            20                  25                  30          

Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asn 

        35                  40                  45              

Ile Lys Asp Thr Tyr Ile His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Glu Trp Val Ala Arg Ile Tyr Pro Thr Asn Gly Tyr Thr Arg Tyr 

65                  70                  75                  80  

Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys 

                85                  90                  95      

Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala 

            100                 105                 110         

Val Tyr Tyr Cys Ser Arg Trp Gly Gly Asp Gly Phe Tyr Ala Met Asp 

        115                 120                 125             

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys 

    130                 135                 140                 

Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly 

145                 150                 155                 160 

Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro 

                165                 170                 175     

Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr 

            180                 185                 190         

Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val 

        195                 200                 205             

Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn 

    210                 215                 220                 

Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro 

225                 230                 235                 240 

Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro 

                245                 250                 255     

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys 
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            260                 265                 270         

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val 

        275                 280                 285             

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp 

    290                 295                 300                 

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr 

305                 310                 315                 320 

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp 

                325                 330                 335     

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu 

            340                 345                 350         

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg 

        355                 360                 365             

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys 

    370                 375                 380                 

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp 

385                 390                 395                 400 

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys 

                405                 410                 415     

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser 

            420                 425                 430         

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser 

        435                 440                 445             

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser 

    450                 455                 460                 

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Gly Ser Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys 

465                 470                 475                 480 

Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Ala 

                485                 490         

<210>  92

<211>  249
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: scFv fragment

<400>  92

His His His His His His Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Pro Lys Pro Trp Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Val Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Thr Ser Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Gly 

            100                 105                 110         

Ser Thr Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 

        115                 120                 125             

Ser Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

    130                 135                 140                 

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

145                 150                 155                 160 

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

                165                 170                 175     

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

            180                 185                 190         

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

        195                 200                 205             

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 
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    210                 215                 220                 

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly 

225                 230                 235                 240 

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

                245                 

<210>  93

<211>  269

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: scFv-Phor18 conjugate

<400>  93

His His His His His His Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Pro Lys Pro Trp Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro 

    50                  55                  60                  

Val Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Thr Ser Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Gly 

            100                 105                 110         

Ser Thr Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 

        115                 120                 125             

Ser Val Gln Leu Gln Gln Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala 

    130                 135                 140                 

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

145                 150                 155                 160 

Asn Met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 
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                165                 170                 175     

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

            180                 185                 190         

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

        195                 200                 205             

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys 

    210                 215                 220                 

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly 

225                 230                 235                 240 

Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Gly Ser Lys Phe Ala Lys Phe 

                245                 250                 255     

Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys 

            260                 265                 

<210>  94

<211>  717

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Anti-CD20 mimibody

<400>  94

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

1               5                   10                  15      

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Ile 

            20                  25                  30          

His Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Val Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Ser Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Gly Ser Thr Ser Gly Gly Gly 
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            100                 105                 110         

Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Val Gln Leu Gln Gln 

        115                 120                 125             

Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys 

    130                 135                 140                 

Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asn Met His Trp Val Lys 

145                 150                 155                 160 

Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile Gly Ala Ile Tyr Pro Gly 

                165                 170                 175     

Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu 

            180                 185                 190         

Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gln Leu Ser Ser Leu 

        195                 200                 205             

Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr 

    210                 215                 220                 

Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr 

225                 230                 235                 240 

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

                245                 250                 255     

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val 

            260                 265                 270         

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly 

        275                 280                 285             

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp 

    290                 295                 300                 

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp 

305                 310                 315                 320 

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His 

                325                 330                 335     

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Gly Ser 

            340                 345                 350         
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Thr Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe 

385                 390                 395                 400 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu 

                405                 410                 415     

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe 

            420                 425                 430         

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly 

        435                 440                 445             

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr 

    450                 455                 460                 

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

465                 470                 475                 480 

Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys 

                485                 490                 495     

Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asn Met His Trp Val Lys 

            500                 505                 510         

Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile Gly Ala Ile Tyr Pro Gly 

        515                 520                 525             

Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu 

    530                 535                 540                 

Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gln Leu Ser Ser Leu 

545                 550                 555                 560 

Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr 

                565                 570                 575     

Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr 

            580                 585                 590         

Val Ser Ser Gly Ser Thr Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly 
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        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser 

625                 630                 635                 640 

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

                645                 650                 655     

Lys Pro Trp Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Val 

            660                 665                 670         

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg 

        675                 680                 685             

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

    690                 695                 700                 

Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile 

705                 710                 715         

<210>  95

<211>  737

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Anti-CD20-Phor18 mimibody 

       conjugate

<400>  95

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

1               5                   10                  15      

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Ile 

            20                  25                  30          

His Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Val Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu 
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65                  70                  75                  80  

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Ser Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Gly Ser Thr Ser Gly Gly Gly 

            100                 105                 110         

Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser Val Gln Leu Gln Gln 

        115                 120                 125             

Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys 

    130                 135                 140                 

Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asn Met His Trp Val Lys 

145                 150                 155                 160 

Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile Gly Ala Ile Tyr Pro Gly 

                165                 170                 175     

Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu 

            180                 185                 190         

Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gln Leu Ser Ser Leu 

        195                 200                 205             

Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr 

    210                 215                 220                 

Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr 

225                 230                 235                 240 

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

                245                 250                 255     

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val 

            260                 265                 270         

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly 

        275                 280                 285             

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp 

    290                 295                 300                 

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp 

305                 310                 315                 320 
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Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His 

                325                 330                 335     

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Gly Ser 

            340                 345                 350         

Thr Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Ser 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe 

385                 390                 395                 400 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu 

                405                 410                 415     

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe 

            420                 425                 430         

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly 

        435                 440                 445             

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr 

    450                 455                 460                 

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

465                 470                 475                 480 

Pro Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala Ser Val Lys Met Ser Cys 

                485                 490                 495     

Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asn Met His Trp Val Lys 

            500                 505                 510         

Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile Gly Ala Ile Tyr Pro Gly 

        515                 520                 525             

Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu 

    530                 535                 540                 

Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr Met Gln Leu Ser Ser Leu 

545                 550                 555                 560 

Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr 
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                565                 570                 575     

Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr 

            580                 585                 590         

Val Ser Ser Gly Ser Thr Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly 

        595                 600                 605             

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

    610                 615                 620                 

Ser Ala Ser Pro Gly Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Arg Ala Ser Ser 

625                 630                 635                 640 

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

                645                 650                 655     

Lys Pro Trp Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Val 

            660                 665                 670         

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg 

        675                 680                 685             

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

    690                 695                 700                 

Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Gly Ser Lys 

705                 710                 715                 720 

Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala 

                725                 730                 735     

Lys 

    

<210>  96

<211>  22

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Signal sequence

<400>  96

Met Lys Tyr Leu Leu Pro Thr Ala Ala Ala Gly Leu Leu Leu Leu Ala 

1               5                   10                  15      

Ala Gln Pro Ala Met Ala 
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            20          

<210>  97

<211>  454

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Naked antibody

<400>  97

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Ser Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly Gly Gly Gly Ser Glu 

            100                 105                 110         

Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser 

        115                 120                 125             

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asn 

    130                 135                 140                 

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

145                 150                 155                 160 

Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys 

                165                 170                 175     

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu 

            180                 185                 190         
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Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser 

        195                 200                 205             

Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln 

    210                 215                 220                 

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Val Gln Pro Cys Pro Ala Pro Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 

                245                 250                 255     

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 

            260                 265                 270         

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 

        275                 280                 285             

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn 

    290                 295                 300                 

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp 

305                 310                 315                 320 

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 

                325                 330                 335     

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu 

            340                 345                 350         

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn 

        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 

385                 390                 395                 400 

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys 

                405                 410                 415     

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys 

            420                 425                 430         

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu 
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        435                 440                 445             

Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

    450                 

<210>  98

<211>  494

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Lytic peptide

<400>  98

Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe 

1               5                   10                  15      

Ala Lys Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Leu Leu Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly Gly 

        115                 120                 125             

Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln 

    130                 135                 140                 

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe 

145                 150                 155                 160 

Thr Ser Tyr Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu 

                165                 170                 175     

Glu Trp Val Ala Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn 
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            180                 185                 190         

Gln Lys Phe Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Tyr Tyr Cys Ser Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asp 

225                 230                 235                 240 

Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Val Gln Pro Cys 

                245                 250                 255     

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro 

            260                 265                 270         

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys 

        275                 280                 285             

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 

305                 310                 315                 320 

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu 

                325                 330                 335     

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 

            340                 345                 350         

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly 

        355                 360                 365             

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu 

    370                 375                 380                 

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr 

385                 390                 395                 400 

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn 

                405                 410                 415     

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe 

            420                 425                 430         
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Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn 

        435                 440                 445             

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 

    450                 455                 460                 

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Gly Ser Lys Phe Ala Lys 

465                 470                 475                 480 

Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys 

                485                 490                 

<210>  99

<211>  474

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Lytic peptide

<400>  99

Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe 

1               5                   10                  15      

Ala Lys Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Leu Leu Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly Gly 

        115                 120                 125             

Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln 

    130                 135                 140                 
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Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe 

145                 150                 155                 160 

Thr Ser Tyr Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu 

                165                 170                 175     

Glu Trp Val Ala Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn 

            180                 185                 190         

Gln Lys Phe Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Tyr Tyr Cys Ser Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asp 

225                 230                 235                 240 

Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Val Gln Pro Cys 

                245                 250                 255     

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro 

            260                 265                 270         

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys 

        275                 280                 285             

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp 

    290                 295                 300                 

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 

305                 310                 315                 320 

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu 

                325                 330                 335     

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 

            340                 345                 350         

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly 

        355                 360                 365             

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu 

    370                 375                 380                 

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr 
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385                 390                 395                 400 

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn 

                405                 410                 415     

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe 

            420                 425                 430         

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn 

        435                 440                 445             

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 

    450                 455                 460                 

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

465                 470                 

<210>  100

<211>  474

<212

>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Lytic peptide

<400>  100

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 Ser Ser Val Ser Tyr Ile 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Ser Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly Gly Gly Gly Ser Glu 

            100                 105                 110         
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Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser 

        115                 120                 125             

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asn 

    130                 135                 140                 

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

145                 150                 155                 160 

Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys 

                165                 170                 175     

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu 

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln 

    210                 215                 220                 

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Val Gln Pro Cys Pro Ala Pro Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp 

                245                 250                 255     

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp 

            260                 265                 270         

Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly 

        275                 280                 285             

Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn 

    290                 295                 300                 

Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp 

305                 310                 315                 320 

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro 

                325                 330                 335     

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu 

            340                 345                 350         

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn 
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        355                 360                 365             

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

    370                 375                 380                 

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr 

385                 390                 395                 400 

Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys 

                405                 410                 415     

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys 

            420                 425                 430         

Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu 

        435                 440                 445             

Ser Leu Ser Pro Gly Lys Gly Ser Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys 

    450                 455                 460                 

Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys 

465                 470                 

<210>  101

<211>  467

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Naked antibody

<400>  101

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu 

65                  70                  75                  80  
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Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Ser Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly Gly Gly Gly Ser Gly 

            100                 105                 110         

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser 

        115                 120                 125             

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asn Met His Trp Val Arg Gln 

145                 150                 155                 160 

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala Ala Ile Tyr Pro Gly Asn 

                165                 170                 175     

Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser 

            180                 185                 190         

Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

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

225                 230                 235                 240 

Ser Ser Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly 

                245                 250                 255     

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

            260                 265                 270         

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

        275                 280                 285             

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    290                 295                 300                 

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

305                 310                 315                 320 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 
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                325                 330                 335     

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

            340                 345                 350         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        355                 360                 365             

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

    370                 375                 380                 

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

385                 390                 395                 400 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                405                 410                 415     

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val 

            420                 425                 430         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        435                 440                 445             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    450                 455                 460                 

Pro Gly Lys 

465         

<210>  102

<211>  507

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Conjugated antibody

<400>  102

Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe 

1               5                   10                  15      

Ala Lys Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Val Ser Tyr Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys 
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    50                  55                  60                  

Leu Leu Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly Gly 

        115                 120                 125             

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln 

    130                 135                 140                 

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg 

145                 150                 155                 160 

Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asn Met His 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly Arg 

        195                 200                 205             

Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met 

    210                 215                 220                 

Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Arg Ser 

225                 230                 235                 240 

Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr 

                245                 250                 255     

Leu Val Thr Val Ser Ser Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro 

            260                 265                 270         

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys 

        275                 280                 285             

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val 

    290                 295                 300                 
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Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp 

305                 310                 315                 320 

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr 

                325                 330                 335     

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp 

            340                 345                 350         

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu 

        355                 360                 365             

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg 

    370                 375                 380                 

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys 

385                 390                 395                 400 

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp 

                405                 410                 415     

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys 

            420                 425                 430         

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser 

        435                 440                 445             

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser 

    450                 455                 460                 

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser 

465                 470                 475                 480 

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys Gly Ser Lys Ala Phe Lys Lys Ala Phe 

                485                 490                 495     

Lys Ala Phe Lys Lys Ala Phe Lys Ala Phe Lys 

            500                 505         

<210>  103

<211>  487

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Conjugated antibody

<400>  103
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Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe 

1               5                   10                  15      

Ala Lys Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Leu Leu Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly Gly 

        115                 120                 125             

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln 

    130                 135                 140                 

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg 

145                 150                 155                 160 

Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asn Met His 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly Arg 

        195                 200                 205             

Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met 

    210                 215                 220                 

Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Arg Ser 

225                 230                 235                 240 

Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr 
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                245                 250                 255     

Leu Val Thr Val Ser Ser Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro 

            260                 265                 270         

Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys 

        275                 280                 285             

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val 

    290                 295                 300                 

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp 

305                 310                 315                 320 

Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr 

                325                 330                 335     

Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp 

            340                 345                 350         

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu 

        355                 360                 365             

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg 

    370                 375                 380                 

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys 

385                 390                 395                 400 

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp 

                405                 410                 415     

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys 

            420                 425                 430         

Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser 

        435                 440                 445             

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser 

    450                 455                 460                 

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser 

465                 470                 475                 480 

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

                485         
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<210>  104

<211>  487

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Conjugated antibody

<400>  104

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 Ser Ser Val Ser Tyr Ile 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Ser Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly Gly Gly Gly Ser Gly 

            100                 105                 110         

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser 

        115                 120                 125             

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asn Met His Trp Val Arg Gln 

145                 150                 155                 160 

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala Ala Ile Tyr Pro Gly Asn 

                165                 170                 175     

Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser 

            180                 185                 190         

Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg 

        195                 200                 205             
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Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ser Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly 

    210                 215                 220                 

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

225                 230                 235                 240 

Ser Ser Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly 

                245                 250                 255     

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met 

            260                 265                 270         

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 

        275                 280                 285             

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    290                 295                 300                 

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

305                 310                 315                 320 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

                325                 330                 335     

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

            340                 345                 350         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        355                 360                 365             

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser 

    370                 375                 380                 

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

385                 390                 395                 400 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                405                 410                 415     

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val 

            420                 425                 430         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        435                 440                 445             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 
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    450                 455                 460                 

Pro Gly Lys Gly Ser Lys Ala Phe Lys Lys Ala Phe Lys Ala Phe Lys 

465                 470                 475                 480 

Lys Ala Phe Lys Ala Phe Lys 

                485         

<210>  105

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Anti-CD20 light chain 

       antibody

<400>  105

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Arg 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 Trp Thr Ser Asn Pro Pro 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg 

            100                 105             

<210>  106

<211>  106

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Anti-CD20 light chain 

       antibody
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<400>  106

Gly Gln Pro Lys Ala Asn Pro Thr Val Thr Leu Phe Pro Pro Ser Ser 

1               5                   10                  15      

Glu Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp 

            20                  25                  30          

Phe Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Gly Ser Pro 

        35                  40                  45              

Val Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Lys Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn 

    50                  55                  60                  

Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys 

65                  70                  75                  80  

Ser His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val 

                85                  90                  95      

Glu Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser 

            100                 105     

<210>  107

<211>  122

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Anti-CD20 heavy chain 

       antibody

<400>  107

Met Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser 

            20                  25                  30          

Tyr Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp 

        35                  40                  45              

Val Ala Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys 

    50                  55                  60                  

Phe Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala 

65                  70                  75                  80  
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Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120         

<210>  108

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Anti-CD20 hinge antibody

<400>  108

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr 

            20                  25                  30          

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser 

        35                  40                  45              

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr 

65                  70                  75                  80  

Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys 

                85                  90                  95      

Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro 

            100                 105                 110 

<210>  109

<211>  216

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Anti-CD20 heavy chain 

       antibody
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<400>  109

Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro 

1               5                   10                  15      

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val 

            20                  25                  30          

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val 

        35                  40                  45              

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln 

    50                  55                  60                  

Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Val His Gln 

65                  70                  75                  80  

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly 

                85                  90                  95      

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro 

            100                 105                 110         

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr 

        115                 120                 125             

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser 

    130                 135                 140                 

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr 

145                 150                 155                 160 

Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr 

                165                 170                 175     

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe 

            180                 185                 190         

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys 

        195                 200                 205             

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

    210                 215     

<210>  110

<211>  765

<212>  DNA

공개특허 10-2021-0090298

- 218 -



<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: ADC light chain target

<400>  110

atgaagttcg caaagttcgc caaaaagttc gcaaagttcg caaaaaagtt cgccaaaggg       60

tcagatattc agatgactca gagccccagc tccctgtccg catctgtggg cgaccgagtc      120

actatcacct gccgagcctc tagttcagtg agctacattc actggtatca gcagaagcct      180

gggaaagccc caaagctgct catctacgcc acaagcaacc tggcttccgg tgtgccttct      240

aggttcagtg ggtcaagaag cggtacagac tttacactga ctattagctc cctccagcca      300

gaggatttcg ccacttacta ttgccagcag tggacttcca atccccctac ctttggccag      360

ggaacaaaag tggaaatcaa ggggcagccc aaagctaacc ctaccgtcac actgttccca      420

ccctctagtg aggaactcca ggcaaataag gccactctgg tgtgtctcat ttccgacttt      480

taccccggag ctgtgaccgt cgcttggaag gcagatggct ctccagtgaa agcaggagtc      540

gagaccacaa aacccagtaa gcagtcaaac aataagtacg ccgcttcaag ctatctgagt      600

ctcacccctg aacagtggaa aagccatagg tcctattctt gccaggtcac tcacgaaggt      660

agcactgtgg aaaagactgt cgcaccaacc gaatgtagcg gctccaaggc tttcaagaag      720

gccttcaagg ccttcaagaa agcattcaag gcctttaaat gataa                      765

<210>  111

<211>  1470

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: ADC heavy chain target

<400>  111

atgaagttcg ccaaatttgc taagaaattc gcaaagtttg ccaagaaatt cgctaaaggc       60

tccgaagtgc agctcgtcga aagcgggggg ggactcgtgc agccaggggg aagcctcaga      120

ctctcatgcg ccgcctcagg ttatactttc acaagctaca acatgcactg ggtcagacag      180

gcacctggga agggtctgga gtgggtggcc gctatctacc caggcaacgg agacacatct      240

tataatcaga agttcaaagg ccggtttact attagcgcag atacatccaa gaacactgcc      300

tacctgcaga tgaatagcct ccgggctgaa gacactgcag tgtactattg cagtcgctca      360

acctactatg gcggagactg gtatttcgat gtgtgggggc agggtactct ggtcaccgtg      420

agctccgcct ctaccaaggg gcccagtgtg tttccactgg ctccctgcag ccggtccacc      480

tctgagagta cagcagccct gggttgtctc gtgaaagatt acttccctga accagtcacc      540
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gtgtcctgga actctggcgc tctgaccagc ggagtccaca catttcctgc agtgctccag      600

tctagtgggc tgtactccct ctcaagcgtg gtcacagtcc catcctctaa tttcggtact      660

cagacctata catgcaacgt ggaccataag ccctccaata ctaaggtcga taaaaccgtg      720

gagcgcaaat gctgtgtgga atgcccacct tgtccagcac caccagtcgc tgggcctagc      780

gtgttcctgt ttcctccaaa gccaaaagac actctcatga tctctcgaac tcccgaggtc      840

acctgtgtgg tcgtggacgt cagtcacgag gatcctgaag tccagtttaa ctggtacgtg      900

gatggagtcg aagtgcataa tgcaaagacc aaaccaaggg aggaacagtt caactcaacc      960

tttagagtcg tgagcgtgct gacagtcgtg catcaggact ggctcaacgg gaaggagtat     1020

aagtgcaaag tgtctaataa gggtctgccc gctcctatcg agaaaacaat tagcaagact     1080

aaaggacagc ctcgagaacc acaggtgtac acactgcccc ctagcaggga ggaaatgaca     1140

aagaaccagg tctccctgac ttgtctcgtg aaaggcttct atcccagtga cattgccgtg     1200

gagtgggaat caaatggaca gcctgagaac aattacaaga ccacaccacc catgctggac     1260

agtgatggct cattctttct gtattccaag ctcaccgtgg ataaatctag gtggcagcag     1320

ggaaatgtct tttcatgtag cgtgatgcac gaggctctcc ataaccatta cacccagaag     1380

tccctgtcac tctcccccgg caaaggctcc aaggctttca agaaggcctt caaggccttc     1440

aagaaagcat tcaaggcctt taaatgataa                                      1470

<210>  112

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: ADC light chain primer

<400>  112

gggggcgcgc cgatattcag atgactcaga gcc                                    33

<210>  113

<211>  31

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: ADC light chain primer

<400>  113

gggggcgcgc caagttcgca aagttcgcca a                                      31

<210>  114

<211>  31
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: ADC light chain primer

<400>  114

ggggaattct tatcagctac attcggttgg t                                      31

<210>  115

<211>  34

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: ADC light chain primer

<400>  115

ggggaattct tatcatttaa aggccttgaa tgct                                   34

<210>  116

<211>  31

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: ADC heavy chain primer

<400>  116

gggggcgcgc cgaagtgcag ctcgtcgaaa g                                      31

<210>  117

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: ADC heavy chain primer

<400>  117

gggggcgcgc caagttcgcc aaatttgcta aga                                    33

<210>  118

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: ADC heavy chain primer

<400>  118

ggggaattct tatcatttgc cggggga                                           27
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<210>  119

<211>  212

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain naked antibody

<400>  119

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 Ser Ser Val Ser Tyr Ile 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Ser Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly Gln Pro Lys Ala Asn 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala Val 

    130                 135                 140                 

Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Gly Ser Pro Val Lys Ala Gly Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Thr Thr Lys Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser 

                165                 170                 175     

Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr Ser 

            180                 185                 190         

Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys Thr Val Ala Pro 
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        195                 200                 205             

Thr Glu Cys Ser 

    210         

<210>  120

<211>  447

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain naked antibody

<400>  120

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 Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 

145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 
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            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys 

    210                 215                 220                 

Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val 

225                 230                 235                 240 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr 

                245                 250                 255     

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu 

            260                 265                 270         

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys 

        275                 280                 285             

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser 

    290                 295                 300                 

Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys 

305                 310                 315                 320 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile 

                325                 330                 335     

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

            340                 345                 350         

Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu 

        355                 360                 365             

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn 

    370                 375                 380                 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser 

385                 390                 395                 400 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg 

                405                 410                 415     

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu 

            420                 425                 430         
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His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        435                 440                 445         

<210>  121

<211>  233

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain naked antibody

<400>  121

Met Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys 

1               5                   10                  15      

Phe Ala Lys Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Ser Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe 

145                 150                 155                 160 

Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Gly Ser Pro Val 

                165                 170                 175     

Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Lys Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys 

            180                 185                 190         
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Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser 

        195                 200                 205             

His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu 

    210                 215                 220                 

Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser 

225                 230             

<210>  122

<211>  447

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain naked antibody

<400>  122

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 Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser 

        115                 120                 125             

Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val 
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145                 150                 155                 160 

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala 

                165                 170                 175     

Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val 

            180                 185                 190         

Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His 

        195                 200                 205             

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys 

    210                 215                 220                 

Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val 

225                 230                 235                 240 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr 

                245                 250                 255     

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu 

            260                 265                 270         

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys 

        275                 280                 285             

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser 

    290                 295                 300                 

Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys 

305                 310                 315                 320 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile 

                325                 330                 335     

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

            340                 345                 350         

Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu 

        355                 360                 365             

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn 

    370                 375                 380                 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser 

385                 390                 395                 400 
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Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg 

                405                 410                 415     

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu 

            420                 425                 430         

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        435                 440                 445         

<210>  123

<211>  212

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain naked antibody

<400>  123

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 Ser Ser Val Ser Tyr Ile 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Arg Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Thr Ser Asn Pro Pro Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly Gln Pro Lys Ala Asn 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe Tyr Pro Gly Ala Val 

    130                 135                 140                 

Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Gly Ser Pro Val Lys Ala Gly Val Glu 

145                 150                 155                 160 
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Thr Thr Lys Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys Tyr Ala Ala Ser Ser 

                165                 170                 175     

Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser His Arg Ser Tyr Ser 

            180                 185                 190         

Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu Lys Thr Val Ala Pro 

        195                 200                 205             

Thr Glu Cys Ser 

    210         

<210>  124

<211>  468

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain naked antibody

<400>  124

Met Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys 

1               5                   10                  15      

Phe Ala Lys Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu 

            20                  25                  30          

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr 

        35                  40                  45              

Thr Phe Thr Ser Tyr Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Leu Glu Trp Val Ala Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser 

                85                  90                  95      

Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser 

    130                 135                 140                 
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Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr 

145                 150                 155                 160 

Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro 

                165                 170                 175     

Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val 

            180                 185                 190         

His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser 

        195                 200                 205             

Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr 

    210                 215                 220                 

Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val 

225                 230                 235                 240 

Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val 

                245                 250                 255     

Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu 

            260                 265                 270         

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser 

        275                 280                 285             

His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu 

    290                 295                 300                 

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr 

305                 310                 315                 320 

Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn 

                325                 330                 335     

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro 

            340                 345                 350         

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln 

        355                 360                 365             

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val 

    370                 375                 380                 

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val 
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385                 390                 395                 400 

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro 

                405                 410                 415     

Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr 

            420                 425                 430         

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val 

        435                 440                 445             

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu 

    450                 455                 460                 

Ser Pro Gly Lys 

465             

<210>  125

<211>  233

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain naked antibody

<400>  125

Met Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys 

1               5                   10                  15      

Phe Ala Lys Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         
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Ser Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe 

145                 150                 155                 160 

Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Gly Ser Pro Val 

                165                 170                 175     

Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Lys Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys 

            180                 185                 190         

Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser 

        195                 200                 205             

His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu 

    210                 215                 220                 

Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser 

225                 230             

<210>  126

<211>  468

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain naked antibody

<400>  126

Met Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys 

1               5                   10                  15      

Phe Ala Lys Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu 

            20                  25                  30          

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr 

        35                  40                  45              

Thr Phe Thr Ser Tyr Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Leu Glu Trp Val Ala Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser 

65                  70                  75                  80  
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Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser 

                85                  90                  95      

Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser 

    130                 135                 140                 

Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr 

145                 150                 155                 160 

Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro 

                165                 170                 175     

Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val 

            180                 185                 190         

His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser 

        195                 200                 205             

Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr 

    210                 215                 220                 

Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val 

225                 230                 235                 240 

Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val 

                245                 250                 255     

Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu 

            260                 265                 270         

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser 

        275                 280                 285             

His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu 

    290                 295                 300                 

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr 

305                 310                 315                 320 

Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn 
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                325                 330                 335     

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro 

            340                 345                 350         

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln 

        355                 360                 365             

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val 

    370                 375                 380                 

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val 

385                 390                 395                 400 

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro 

                405                 410                 415     

Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr 

            420                 425                 430         

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val 

        435                 440                 445             

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu 

    450                 455                 460                 

Ser Pro Gly Lys 

465             

<210>  127

<211>  253

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain naked antibody

<400>  127

Met Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys 

1               5                   10                  15      

Phe Ala Lys Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Val Ser Tyr Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro 
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    50                  55                  60                  

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Ser Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe 

145                 150                 155                 160 

Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Gly Ser Pro Val 

                165                 170                 175     

Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Lys Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys 

            180                 185                 190         

Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser 

        195                 200                 205             

His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu 

    210                 215                 220                 

Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser Gly Ser Lys Ala Phe Lys Lys 

225                 230                 235                 240 

Ala Phe Lys Ala Phe Lys Lys Ala Phe Lys Ala Phe Lys 

                245                 250             

<210>  128

<211>  468

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220

><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain naked antibody

<400>  128
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Met Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys 

1               5                   10                  15      

Phe Ala Lys Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu 

            20                  25                  30          

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr 

        35                  40                  45              

Thr Phe Thr Ser Tyr Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Leu Glu Trp Val Ala Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser 

                85                  90                  95      

Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser 

    130                 135                 140                 

Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr 

145                 150                 155                 160 

Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro 

                165                 170                 175     

Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val 

            180                 185                 190         

His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser 

        195                 200                 205             

Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr 

    210                 215                 220                 

Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val 

225                 230                 235                 240 

Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val 
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                245                 250                 255     

Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu 

            260                 265                 270         

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser 

        275                 280                 285             

His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu 

    290                 295                 300                 

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr 

305                 310                 315                 320 

Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn 

                325                 330                 335     

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro 

            340                 345                 350         

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln 

        355                 360                 365             

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val 

    370                 375                 380                 

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val 

385                 390                 395                 400 

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro 

                405                 410                 415     

Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr 

            420                 425                 430         

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val 

        435                 440                 445             

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu 

    450                 455                 460                 

Ser Pro Gly Lys 

465             

<210>  129

<211>  253

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Light chain naked antibody

<400>  129

Met Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys 

1               5                   10                  15      

Phe Ala Lys Gly Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Ser Asn Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Gly 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe 

145                 150                 155                 160 

Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Gly Ser Pro Val 

                165                 170                 175     

Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Lys Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys 

            180                 185                 190         

Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser 

        195                 200                 205             

His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu 

    210                 215                 220                 
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Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser Gly Ser Lys Ala Phe Lys Lys 

225                 230                 235                 240 

Ala Phe Lys Ala Phe Lys Lys Ala Phe Lys Ala Phe Lys 

                245                 250             

<210>  130

<211>  488

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Heavy chain naked antibody

<400>  130

Met Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys Phe Ala Lys Phe Ala Lys Lys 

1               5                   10                  15      

Phe Ala Lys Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu 

            20                  25                  30          

Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr 

        35                  40                  45              

Thr Phe Thr Ser Tyr Asn Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys 

    50                  55                  60                  

Gly Leu Glu Trp Val Ala Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr Ser 

65                  70                  75                  80  

Tyr Asn Gln Lys Phe Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser 

                85                  90                  95      

Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser 

    130                 135                 140                 

Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr 

145                 150                 155                 160 

Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro 

                165                 170                 175     
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Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val 

            180                 185                 190         

His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser 

        195                 200                 205             

Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr 

    210                 215                 220                 

Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val 

225                 230                 235                 240 

Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val 

                245                 250                 255     

Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu 

            260                 265                 270         

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser 

        275                 280                 285             

His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu 

    290                 295                 300                 

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr 

305                 310                 315                 320 

Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn 

                325                 330                 335     

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro 

            340                 345                 350         

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln 

        355                 360                 365             

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val 

    370                 375                 380                 

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val 

385                 390                 395                 400 

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro 

                405                 410                 415     

Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr 
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            420                 425                 430         

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val 

        435                 440                 445             

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu 

    450                 455                 460                 

Ser Pro Gly Lys Gly Ser Lys Ala Phe Lys Lys Ala Phe Lys Ala Phe 

465                 470                 475                 480 

Lys Lys Ala Phe Lys Ala Phe Lys 

                485             

<210>  131

<211>  1255

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  131

Met Glu Leu Ala Ala Leu Cys Arg Trp Gly Leu Leu Leu Ala Leu Leu 

1               5                   10                  15      

Pro Pro Gly Ala Ala Ser Thr Gln Val Cys Thr Gly Thr Asp Met Lys 

            20                  25                  30          

Leu Arg Leu Pro Ala Ser Pro Glu Thr His Leu Asp Met Leu Arg His 

        35                  40                  45              

Leu Tyr Gln Gly Cys Gln Val Val Gln Gly Asn Leu Glu Leu Thr Tyr 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Gln Gly Tyr Val Leu Ile Ala His Asn Gln Val Arg Gln Val Pro Leu 

                85                  90                  95      

Gln Arg Leu Arg Ile Val Arg Gly Thr Gln Leu Phe Glu Asp Asn Tyr 

            100                 105                 110         

Ala Leu Ala Val Leu Asp Asn Gly Asp Pro Leu Asn Asn Thr Thr Pro 

        115                 120                 125             
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Val Thr Gly Ala Ser Pro Gly Gly Leu Arg Glu Leu Gln Leu Arg Ser 

    130                 135                 140                 

Leu Thr Glu Ile Leu Lys Gly Gly Val Leu Ile Gln Arg Asn Pro Gln 

145                 150                 155                 160 

Leu Cys Tyr Gln Asp Thr Ile Leu Trp Lys Asp Ile Phe His Lys Asn 

                165                 170                 175     

Asn Gln Leu Ala Leu Thr Leu Ile Asp Thr Asn Arg Ser Arg Ala Cys 

            180                 185                 190         

His Pro Cys Ser Pro Met Cys Lys Gly Ser Arg Cys Trp Gly Glu Ser 

        195                 200                 205             

Ser Glu Asp Cys Gln Ser Leu Thr Arg Thr Val Cys Ala Gly Gly Cys 

    210                 215                 220                 

Ala Arg Cys Lys Gly Pro Leu Pro Thr Asp Cys Cys His Glu Gln Cys 

225                 230                 235                 240 

Ala Ala Gly Cys Thr Gly Pro Lys His Ser Asp Cys Leu Ala Cys Leu 

                245                 250                 255     

His Phe Asn His Ser Gly Ile Cys Glu Leu His Cys Pro Ala Leu Val 

            260                 265                 270         

Thr Tyr Asn Thr Asp Thr Phe Glu Ser Met Pro Asn Pro Glu Gly Arg 

        275                 280                 285             

Tyr Thr Phe Gly Ala Ser Cys Val Thr Ala Cys Pro Tyr Asn Tyr Leu 

    290                 295                 300                 

Ser Thr Asp Val Gly Ser Cys Thr Leu Val Cys Pro Leu His Asn Gln 

305                 310                 315                 320 

Glu Val Thr Ala Glu Asp Gly Thr Gln Arg Cys Glu Lys Cys Ser Lys 

                325                 330                 335     

Pro Cys Ala Arg Val Cys Tyr Gly Leu Gly Met Glu His Leu Arg Glu 

            340                 345                 350         

Val Arg Ala Val Thr Ser Ala Asn Ile Gln Glu Phe Ala Gly Cys Lys 

        355                 360                 365             

Lys Ile Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu Ser Phe Asp Gly Asp 
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    370                 375                 380                 

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

385                 390                 395                 400 

Glu Thr Leu Glu Glu Ile Thr Gly Tyr Leu Tyr Ile Ser Ala Trp Pro 

                405                 410                 415     

Asp Ser Leu Pro Asp Leu Ser Val Phe Gln Asn Leu Gln Val Ile Arg 

            420                 425                 430         

Gly Arg Ile Leu His Asn Gly Ala Tyr Ser Leu Thr Leu Gln Gly Leu 

        435                 440                 445             

Gly Ile Ser Trp Leu Gly Leu Arg Ser Leu Arg Glu Leu Gly Ser Gly 

    450                 455                 460                 

Leu Ala Leu Ile His His Asn Thr His Leu Cys Phe Val His Thr Val 

465                 470                 475                 480 

Pro Trp Asp Gln Leu Phe Arg Asn Pro His Gln Ala Leu Leu His Thr 

                485                 490                 495     

Ala Asn Arg Pro Glu Asp Glu Cys Val Gly Glu Gly Leu Ala Cys His 

            500                 505                 510         

Gln Leu Cys Ala Arg Gly His Cys Trp Gly Pro Gly Pro Thr Gln Cys 

        515                 520                 525             

Val Asn Cys Ser Gln Phe Leu Arg Gly Gln Glu Cys Val Glu Glu Cys 

    530                 535                 540                 

Arg Val Leu Gln Gly Leu Pro Arg Glu Tyr Val Asn Ala Arg His Cys 

545                 550                 555                 560 

Leu Pro Cys His Pro Glu Cys Gln Pro Gln Asn Gly Ser Val Thr Cys 

                565                 570                 575     

Phe Gly Pro Glu Ala Asp Gln Cys Val Ala Cys Ala His Tyr Lys Asp 

            580                 585                 590         

Pro Pro Phe Cys Val Ala Arg Cys Pro Ser Gly Val Lys Pro Asp Leu 

        595                 600                 605             

Ser Tyr Met Pro Ile Trp Lys Phe Pro Asp Glu Glu Gly Ala Cys Gln 

    610                 615                 620                 

공개특허 10-2021-0090298

- 243 -



Pro Cys Pro Ile Asn Cys Thr His Ser Cys Val Asp Leu Asp Asp Lys 

625                 630                 635                 640 

Gly Cys Pro Ala Glu Gln Arg Ala Ser Pro Leu Thr Ser Ile Ile Ser 

                645                 650                 655     

Ala Val Val Gly Ile Leu Leu Val Val Val Leu Gly Val Val Phe Gly 

            660                 665                 670         

Ile Leu Ile Lys Arg Arg Gln Gln Lys Ile Arg Lys Tyr Thr Met Arg 

        675                 680                 685             

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

    690                 695                 700                 

Ala Met Pro Asn Gln Ala Gln Met Arg Ile Leu Lys Glu Thr Glu Leu 

705                 710                 715                 720 

Arg Lys Val Lys Val Leu Gly Ser Gly Ala Phe Gly Thr Val Tyr Lys 

                725                 730                 735     

Gly Ile Trp Ile Pro Asp Gly Glu Asn Val Lys Ile Pro Val Ala Ile 

            740                 745                 750         

Lys Val Leu Arg Glu Asn Thr Ser Pro Lys Ala Asn Lys Glu Ile Leu 

        755                 760                 765             

Asp Glu Ala Tyr Val Met Ala Gly Val Gly Ser Pro Tyr Val Ser Arg 

    770                 775                 780                 

Leu Leu Gly Ile Cys Leu Thr Ser Thr Val Gln Leu Val Thr Gln Leu 

785                 790                 795                 800 

Met Pro Tyr Gly Cys Leu Leu Asp His Val Arg Glu Asn Arg Gly Arg 

                805                 810                 815     

Leu Gly Ser Gln Asp Leu Leu Asn Trp Cys Met Gln Ile Ala Lys Gly 

            820                 825                 830         

Met Ser Tyr Leu Glu Asp Val Arg Leu Val His Arg Asp Leu Ala Ala 

        835                 840                 845             

Arg Asn Val Leu Val Lys Ser Pro Asn His Val Lys Ile Thr Asp Phe 

    850                 855                 860                 

Gly Leu Ala Arg Leu Leu Asp Ile Asp Glu Thr Glu Tyr His Ala Asp 
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865                 870                 875                 880 

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

                885                 890                 895     

Arg Arg Phe Thr His Gln Ser Asp Val Trp Ser Tyr Gly Val Thr Val 

            900                 905                 910         

Trp Glu Leu Met Thr Phe Gly Ala Lys Pro Tyr Asp Gly Ile Pro Ala 

        915                 920                 925             

Arg Glu Ile Pro Asp Leu Leu Glu Lys Gly Glu Arg Leu Pro Gln Pro 

    930                 935                 940                 

Pro Ile Cys Thr Ile Asp Val Tyr Met Ile Met Val Lys Cys Trp Met 

945                 950                 955                 960 

Ile Asp Ser Glu Cys Arg Pro Arg Phe Arg Glu Leu Val Ser Glu Phe 

                965                 970                 975     

Ser Arg Met Ala Arg Asp Pro Gln Arg Phe Val Val Ile Gln Asn Glu 

            980                 985                 990         

Asp Leu Gly Pro Ala Ser Pro Leu  Asp Ser Thr Phe Tyr  Arg Ser Leu 

        995                 1000                 1005             

Leu Glu  Asp Asp Asp Met Gly  Asp Leu Val Asp Ala  Glu Glu Tyr 

    1010                 1015                 1020             

Leu Val  Pro Gln Gln Gly Phe  Phe Cys Pro Asp Pro  Ala Pro Gly 

    1025                 1030                 1035             

Ala Gly  Gly Met Val His His  Arg His Arg Ser Ser  Ser Thr Arg 

    1040                 1045                 1050             

Ser Gly  Gly Gly Asp Leu Thr  Leu Gly Leu Glu Pro  Ser Glu Glu 

    1055                 1060                 1065             

Glu Ala  Pro Arg Ser Pro Leu  Ala Pro Ser Glu Gly  Ala Gly Ser 

    1070                 1075                 1080             

Asp Val  Phe Asp Gly Asp Leu  Gly Met Gly Ala Ala  Lys Gly Leu 

    1085                 1090                 1095             

Gln Ser  Leu Pro Thr His Asp  Pro Ser Pro Leu Gln  Arg Tyr Ser 

    1100                 1105                 1110             
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Glu Asp  Pro Thr Val Pro Leu  Pro Ser Glu Thr Asp  Gly Tyr Val 

    1115                 1120                 1125             

Ala Pro  Leu Thr Cys Ser Pro  Gln Pro Glu Tyr Val  Asn Gln Pro 

    1130                 1135                 1140             

Asp Val  Arg Pro Gln Pro Pro  Ser Pro Arg Glu Gly  Pro Leu Pro 

    1145                 1150                 1155             

Ala Ala  Arg Pro Ala Gly Ala  Thr Leu Glu Arg Pro  Lys Thr Leu 

    1160                 1165                 1170             

Ser Pro  Gly Lys Asn Gly Val  Val Lys Asp Val Phe  Ala Phe Gly 

    1175                 1180                 1185             

Gly Ala  Val Glu Asn Pro Glu  Tyr Leu Thr Pro Gln  Gly Gly Ala 

    1190                 1195                 1200             

Ala Pro  Gln Pro His Pro Pro  Pro Ala Phe Ser Pro  Ala Phe Asp 

    1205                 1210                 1215             

Asn Leu  Tyr Tyr Trp Asp Gln  Asp Pro Pro Glu Arg  Gly Ala Pro 

    1220                 1225                 1230             

Pro Ser  Thr Phe Lys Gly Thr  Pro Thr Ala Glu Asn  Pro Glu Tyr 

    1235                 1240                 1245             

Leu Gly  Leu Asp Val Pro Val  

    1250                 1255 

<210>  132

<211>  557

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  132

Met Pro Pro Pro Arg Leu Leu Phe Phe Leu Leu Phe Leu Thr Pro Met 

1               5                   10                  15      

Glu Val Arg Pro Glu Glu Pro Leu Val Val Lys Val Glu Glu Gly Asp 

            20                  25                  30          

Asn Ala Val Leu Gln Cys Leu Lys Gly Thr Ser Asp Gly Pro Thr Gln 

        35                  40                  45              
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Gln Leu Thr Trp Ser Arg Glu Ser Pro Leu Lys Pro Phe Leu Lys Leu 

    50                  55                  60                  

Ser Leu Gly Leu Pro Gly Leu Gly Ile His Met Arg Pro Leu Ala Ile 

65                  70                  75                  80  

Trp Leu Phe Ile Phe Asn Val Ser Gln Gln Met Gly Gly Phe Tyr Leu 

                85                  90                  95      

Cys Gln Pro Gly Pro Pro Ser Glu Lys Ala Trp Gln Pro Gly Trp Thr 

            100                 105                 110         

Val Asn Val Glu Gly Ser Gly Glu Leu Phe Arg Trp Asn Val Ser Asp 

        115                 120                 125             

Leu Gly Gly Leu Gly Cys Gly Leu Lys Asn Arg Ser Ser Glu Gly Pro 

    130                 135                 140                 

Ser Ser Pro Ser Gly Lys Leu Met Ser Pro Lys Leu Tyr Val Trp Ala 

145                 150                 155                 160 

Lys Asp Arg Pro Glu Ile Trp Glu Gly Glu Pro Pro Cys Leu Pro Pro 

                165                 170                 175     

Arg Asp Ser Leu Asn Gln Ser Leu Ser Gln Asp Leu Thr Met Ala Pro 

            180                 185                 190         

Gly Ser Thr Leu Trp Leu Ser Cys Gly Val Pro Pro Asp Ser Val Ser 

        195                 200                 205             

Arg Gly Pro Leu Ser Trp Thr His Val His Pro Lys Gly Pro Lys Ser 

    210                 215                 220                 

Leu Leu Ser Leu Glu Leu Lys Asp Asp Arg Pro Ala Arg Asp Met Trp 

225                 230                 235                 240 

Val Met Glu Thr Gly Leu Leu Leu Pro Arg Ala Thr Ala Gln Asp Ala 

                245                 250                 255     

Gly Lys Tyr Tyr Cys His Arg Gly Asn Leu Thr Met Ser Phe His Leu 

            260                 265                 270         

Glu Ile Thr Ala Arg Pro Val Leu Trp His Trp Leu Leu Arg Thr Gly 

        275                 280                 285             

Gly Trp Lys Val Ser Ala Val Thr Leu Ala Tyr Leu Ile Phe Cys Leu 
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    290                 295                 300                 

Cys Ser Leu Val Gly Ile Leu His Leu Gln Arg Ala Leu Val Leu Arg 

305                 310                 315                 320 

Arg Lys Arg Lys Arg Met Thr Asp Pro Thr Arg Arg Phe Phe Lys Val 

                325                 330                 335     

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

            340                 345                 350         

Ser Leu Pro Thr Pro Thr Ser Gly Leu Gly Arg Ala Gln Arg Trp Ala 

        355                 360                 365             

Ala Gly Leu Gly Gly Thr Ala Pro Ser Tyr Gly Asn Pro Ser Ser Asp 

    370                 375                 380                 

Val Gln Ala Asp Gly Ala Leu Gly Ser Arg Ser Pro Pro Gly Val Gly 

385                 390                 395                 400 

Pro Glu Glu Glu Glu Gly Glu Gly Tyr Glu Glu Pro Asp Ser Glu Glu 

                405                 410                 415     

Asp Ser Glu Phe Tyr Glu Asn Asp Ser Asn Leu Gly Gln Asp Gln Leu 

            420                 425                 430         

Ser Gln Asp Gly Ser Gly Tyr Glu Asn Pro Glu Asp Glu Pro Leu Gly 

        435                 440                 445             

Pro Glu Asp Glu Asp Ser Phe Ser Asn Ala Glu Ser Tyr Glu Asn Glu 

    450                 455                 460                 

Asp Glu Glu Leu Thr Gln Pro Val Ala Arg Thr Met Asp Phe Leu Ser 

465                 470                 475                 480 

Pro His Gly Ser Ala Trp Asp Pro Ser Arg Glu Ala Thr Ser Leu Ala 

                485                 490                 495     

Gly Ser Gln Ser Tyr Glu Asp Met Arg Gly Ile Leu Tyr Ala Ala Pro 

            500                 505                 510         

Gln Leu Arg Ser Ile Arg Gly Gln Pro Gly Pro Asn His Glu Glu Asp 

        515                 520                 525             

Ala Asp Ser Tyr Glu Asn Met Asp Asn Pro Asp Gly Pro Asp Pro Ala 

    530                 535                 540                 
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Trp Gly Gly Gly Gly Arg Met Gly Thr Trp Ser Thr Arg 

545                 550                 555         

<210>  133

<211>  297

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400

>  133

Met Thr Thr Pro Arg Asn Ser Val Asn Gly Thr Phe Pro Ala Glu Pro 

1               5                   10                  15      

Met Lys Gly Pro Ile Ala Met Gln Ser Gly Pro Lys Pro Leu Phe Arg 

            20                  25                  30          

Arg Met Ser Ser Leu Val Gly Pro Thr Gln Ser Phe Phe Met Arg Glu 

        35                  40                  45              

Ser Lys Thr Leu Gly Ala Val Gln Ile Met Asn Gly Leu Phe His Ile 

    50                  55                  60                  

Ala Leu Gly Gly Leu Leu Met Ile Pro Ala Gly Ile Tyr Ala Pro Ile 

65                  70                  75                  80  

Cys Val Thr Val Trp Tyr Pro Leu Trp Gly Gly Ile Met Tyr Ile Ile 

                85                  90                  95      

Ser Gly Ser Leu Leu Ala Ala Thr Glu Lys Asn Ser Arg Lys Cys Leu 

            100                 105                 110         

Val Lys Gly Lys Met Ile Met Asn Ser Leu Ser Leu Phe Ala Ala Ile 

        115                 120                 125             

Ser Gly Met Ile Leu Ser Ile Met Asp Ile Leu Asn Ile Lys Ile Ser 

    130                 135                 140                 

His Phe Leu Lys Met Glu Ser Leu Asn Phe Ile Arg Ala His Thr Pro 

145                 150                 155                 160 

Tyr Ile Asn Ile Tyr Asn Cys Glu Pro Ala Asn Pro Ser Glu Lys Asn 

                165                 170                 175     

Ser Pro Ser Thr Gln Tyr Cys Tyr Ser Ile Gln Ser Leu Phe Leu Gly 

공개특허 10-2021-0090298

- 249 -



            180                 185                 190         

Ile Leu Ser Val Met Leu Ile Phe Ala Phe Phe Gln Glu Leu Val Ile 

        195                 200                 205             

Ala Gly Ile Val Glu Asn Glu Trp Lys Arg Thr Cys Ser Arg Pro Lys 

    210                 215                 220                 

Ser Asn Ile Val Leu Leu Ser Ala Glu Glu Lys Lys Glu Gln Thr Ile 

225                 230                 235                 240 

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

                245                 250                 255     

Lys Asn Glu Glu Asp Ile Glu Ile Ile Pro Ile Gln Glu Glu Glu Glu 

            260                 265                 270         

Glu Glu Thr Glu Thr Asn Phe Pro Glu Pro Pro Gln Asp Gln Glu Ser 

        275                 280                 285             

Ser Pro Ile Glu Asn Asp Ser Ser Pro 

    290                 295         

<210>  134

<211>  759

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  134

Met His Leu Leu Gly Pro Trp Leu Leu Leu Leu Val Leu Glu Tyr Leu 

1               5                   10                  15      

Ala Phe Ser Asp Ser Ser Lys Trp Val Phe Glu His Pro Glu Thr Leu 

            20                  25                  30          

Tyr Ala Trp Glu Gly Ala Cys Val Trp Ile Pro Cys Thr Tyr Arg Ala 

        35                  40                  45              

Leu Asp Gly Asp Leu Glu Ser Phe Ile Leu Phe His Asn Pro Glu Tyr 

    50                  55                  60                  

Asn Lys Asn Thr Ser Lys Phe Asp Gly Thr Arg Leu Tyr Glu Ser Thr 

65                  70                  75                  80  
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Lys Asp Gly Lys Val Pro Ser Glu Gln Lys Arg Val Gln Phe Leu Gly 

                85                  90                  95      

Asp Lys Asn Lys Asn Cys Thr Leu Ser Ile His Pro Val His Leu Asn 

            100                 105                 110         

Asp Ser Gly Gln Leu Gly Leu Arg Met Glu Ser Lys Thr Glu Lys Trp 

        115                 120                 125             

Met Glu Arg Ile His Leu Asn Val Ser Glu Arg Pro Phe Pro Pro His 

    130                 135                 140                 

Ile Gln Leu Pro Pro Glu Ile Gln Glu Ser Gln Glu Val Thr Leu Thr 

145                 150                 155                 160 

Cys Leu Leu Asn Phe Ser Cys Tyr Gly Tyr Pro Ile Gln Leu Gln Trp 

                165                 170                 175     

Leu Leu Glu Gly Val Pro Met Arg Gln Ala Ala Val Thr Ser Thr Ser 

            180                 185                 190         

Leu Thr Ile Lys Ser Val Phe Thr Arg Ser Glu Leu Lys Phe Ser Pro 

        195                 200                 205             

Gln Trp Ser His His Gly Lys Ile Val Thr Cys Gln Leu Gln Asp Ala 

    210                 215                 220                 

Asp Gly Lys Phe Leu Ser Asn Asp Thr Val Gln Leu Asn Val Lys His 

225                 230                 235                 240 

Thr Pro Lys Leu Glu Ile Lys Val Thr Pro Ser Asp Ala Ile Val Arg 

                245                 250                 255     

Glu Gly Asp Ser Val Thr Met Thr Cys Glu Val Ser Ser Ser Asn Pro 

            260                 265                 270         

Glu Tyr Thr Thr Val Ser Trp Leu Lys Asp Gly Thr Ser Leu Lys Lys 

        275                 280                 285             

Gln Asn Thr Phe Thr Leu Asn Leu Arg Glu Val Thr Lys Asp Gln Ser 

    290                 295                 300                 

Gly Lys Tyr Cys Cys Gln Val Ser Asn Asp Val Gly Pro Gly Arg Ser 

305                 310                 315                 320 

Glu Glu Val Phe Leu Gln Val Gln Tyr Pro Pro Lys Lys Val Thr Thr 
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                325                 330                 335     

Val Ile Gln Asn Pro Met Pro Ile Arg Glu Gly Asp Thr Val Thr Leu 

            340                 345                 350         

Ser Cys Asn Tyr Asn Ser Ser Asn Pro Ser Val Thr Arg Tyr Glu Trp 

        355                 360                 365             

Lys Pro His Gly Ala Trp Glu Glu Pro Ser Leu Gly Val Leu Lys Ile 

    370                 375                 380                 

Gln Asn Val Gly Trp Asp Asn Thr Thr Ile Ala Cys Ala Ala Cys Asn 

385                 390                 395                 400 

Ser Trp Cys Ser Trp Ala Ser Pro Val Ala Leu Asn Val Gln Tyr Ala 

                405                 410                 415     

Pro Arg Asp Val Arg Val Arg Lys Ile Lys Pro Leu Ser Glu Ile His 

            420                 425                 430         

Ser Gly Asn Ser Val Ser Leu Gln Cys Asp Phe Ser Ser Ser His Pro 

        435                 440                 445             

Lys Glu Val Gln Phe Phe Trp Glu Lys Asn Gly Arg Leu Leu Gly Lys 

    450                 455                 460                 

Glu Ser Gln Leu Asn Phe Asp Ser Ile Ser Pro Glu Asp Ala Gly Ser 

465                 470                 475                 480 

Tyr Ser Cys Trp Val Asn Asn Ser Ile Gly Gln Thr Ala Ser Lys Ala 

                485                 490                 495     

Trp Thr Leu Glu Val Leu Tyr Ala Pro Arg Arg Leu Arg Val Ser Met 

            500                 505                 510         

Ser Pro Gly Asp Gln Val Met Glu Gly Lys Ser Ala Thr Leu Thr Cys 

        515                 520                 525             

Glu Ser Asp Ala Asn Pro Pro Val Ser His Tyr Thr Trp Phe Asp Trp 

    530                 535                 540                 

Asn Asn Gln Ser Leu Pro Tyr His Ser Gln Lys Leu Arg Leu Glu Pro 

545                 550                 555                 560 

Val Lys Val Gln His Ser Gly Ala Tyr Trp Cys Gln Gly Thr Asn Ser 

                565                 570                 575     
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Val Gly Lys Gly Arg Ser Pro Leu Ser Thr Leu Thr Val Tyr Tyr Ser 

            580                 585                 590         

Pro Glu Thr Ile Gly Arg Arg Val Ala Val Gly Leu Gly Ser Cys Leu 

        595                 600                 605             

Ala Ile Leu Ile Leu Ala Ile Cys Gly Leu Lys Leu Gln Arg Arg Trp 

    610                 615                 620                 

Lys Arg Thr Gln Ser Gln Gln Gly Leu Gln Glu Asn Ser Ser Gly Gln 

625                 630                 635                 640 

Ser Phe Phe Val Arg Asn Lys Lys Val Arg Arg Ala Pro Leu Ser Glu 

                645                 650                 655     

Gly Pro His Ser Leu Gly Cys Tyr Asn Pro Met Met Glu Asp Gly Ile 

            660                 665                 670         

Ser Tyr Thr Thr Leu Arg Phe Pro Glu Met Asn Ile Pro Arg Thr Gly 

        675                 680                 685             

Asp Ala Glu Ser Ser Glu Met Gln Arg Pro Pro Pro Asp Cys Asp Asp 

    690                 695                 700                 

Thr Val Thr Tyr Ser Ala Leu His Lys Arg Gln Val Gly Asp Tyr Glu 

705                 710                 715                 720 

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

                725                 730                 735     

Leu Ile Gln Phe Gly Val Gly Glu Arg Pro Gln Ala Gln Glu Asn Val 

            740                 745                 750         

Asp Tyr Val Ile Leu Lys His 

        755                 

<210>  135

<211>  320

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  135

Met Asn Pro Pro Ser Gln Glu Ile Glu Glu Leu Pro Arg Arg Arg Cys 
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1               5                   10                  15      

Cys Arg Arg Gly Thr Gln Ile Val Leu Leu Gly Leu Val Thr Ala Ala 

            20                  25                  30          

Leu Trp Ala Gly Leu Leu Thr Leu Leu Leu Leu Trp His Trp Asp Thr 

        35                  40                  45              

Thr Gln Ser Leu Lys Gln Leu Glu Glu Arg Ala Ala Arg Asn Val Ser 

    50                  55                  60                  

Gln Val Ser Lys Asn Leu Glu Ser His His Gly Asp Gln Met Ala Gln 

65                  70                  75                  80  

Lys Ser Gln Ser Thr Gln Ile Ser Gln Glu Leu Glu Glu Leu Arg Ala 

                85                  90                  95      

Glu Gln Gln Arg Leu Lys Ser Gln Asp Leu Glu Leu Ser Trp Asn Leu 

            100                 105                 110         

Asn Gly Leu Gln Ala Asp Leu Ser Ser Phe Lys Ser Gln Glu Leu Asn 

        115                 120                 125             

Glu Arg Asn Glu Ala Ser Asp Leu Leu Glu Arg Leu Arg Glu Glu Val 

    130                 135                 140                 

Thr Lys Leu Arg Met Glu Leu Gln Val Ser Ser Gly Phe Val Cys Asn 

145                 150                 155                 160 

Thr Cys Pro Glu Lys Trp Ile Asn Phe Gln Arg Lys Cys Tyr Tyr Phe 

                165                 170                 175     

Gly Lys Gly Thr Lys Gln Trp Val His Ala Arg Tyr Ala Cys Asp Asp 

            180                 185                 190         

Met Glu Gly Gln Leu Val Ser Ile His Ser Pro Glu Glu Gln Asp Phe 

        195                 200                 205             

Leu Thr Lys His Ala Ser His Thr Gly Ser Trp Ile Gly Leu Arg Asn 

    210                 215                 220                 

Leu Asp Leu Lys Gly Glu Phe Ile Trp Val Asp Gly Ser His Val Asp 

225                 230                 235                 240 

Tyr Ser Asn Trp Ala Pro Gly Glu Pro Thr Ser Arg Ser Gln Gly Glu 

                245                 250                 255     
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Asp Cys Val Met Met Arg Gly Ser Gly Arg Trp Asn Asp Ala Phe Cys 

            260                 265                 270         

Asp Arg Lys Leu Gly Ala Trp Val Cys Asp Arg Leu Ala Thr Cys Thr 

        275                 280                 285             

Pro Pro Ala Ser Glu Gly Ser Ala Glu Ser Met Gly Pro Asp Ser Arg 

    290                 295                 300                 

Pro Asp Pro Asp Gly Arg Leu Pro Thr Pro Ser Ala Pro Leu His Ser 

305                 310                 315                 320 

<210>  136

<211>  260

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  136

Met Ala Arg Pro His Pro Trp Trp Leu Cys Val Leu Gly Thr Leu Val 

1               5                   10                  15      

Gly Leu Ser Ala Thr Pro Ala Pro Lys Ser Cys Pro Glu Arg His Tyr 

            20                  25                  30          

Trp Ala Gln Gly Lys Leu Cys Cys Gln Met Cys Glu Pro Gly Thr Phe 

        35                  40                  45              

Leu Val Lys Asp Cys Asp Gln His Arg Lys Ala Ala Gln Cys Asp Pro 

    50                  55                  60                  

Cys Ile Pro Gly Val Ser Phe Ser Pro Asp His His Thr Arg Pro His 

65                  70                  75                  80  

Cys Glu Ser Cys Arg His Cys Asn Ser Gly Leu Leu Val Arg Asn Cys 

                85                  90                  95      

Thr Ile Thr Ala Asn Ala Glu Cys Ala Cys Arg Asn Gly Trp Gln Cys 

            100                 105                 110         

Arg Asp Lys Glu Cys Thr Glu Cys Asp Pro Leu Pro Asn Pro Ser Leu 

        115                 120                 125             

Thr Ala Arg Ser Ser Gln Ala Leu Ser Pro His Pro Gln Pro Thr His 

    130                 135                 140                 

공개특허 10-2021-0090298

- 255 -



Leu Pro Tyr Val Ser Glu Met Leu Glu Ala Arg Thr Ala Gly His Met 

145                 150                 155                 160 

Gln Thr Leu Ala Asp Phe Arg Gln Leu Pro Ala Arg Thr Leu Ser Thr 

                165                 170                 175     

His Trp Pro Pro Gln Arg Ser Leu Cys Ser Ser Asp Phe Ile Arg Ile 

            180                 185                 190         

Leu Val Ile Phe Ser Gly Met Phe Leu Val Phe Thr Leu Ala Gly Ala 

        195                 200                 205             

Leu Phe Leu His Gln Arg Arg Lys Tyr Arg Ser Asn Lys Gly Glu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro Val Glu Pro Ala Glu Pro Cys Arg Tyr Ser Cys Pro Arg Glu Glu 

225                 230                 235                 240 

Glu Gly Ser Thr Ile Pro Ile Gln Glu Asp Tyr Arg Lys Pro Glu Pro 

                245                 250                 255     

Ala Cys Ser Pro 

            260 

<210>  137

<211>  220

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  137

Met Leu Arg Leu Leu Leu Ala Leu Asn Leu Phe Pro Ser Ile Gln Val 

1               5                   10                  15      

Thr Gly Asn Lys Ile Leu Val Lys Gln Ser Pro Met Leu Val Ala Tyr 

            20                  25                  30          

Asp Asn Ala Val Asn Leu Ser Cys Lys Tyr Ser Tyr Asn Leu Phe Ser 

        35                  40                  45              

Arg Glu Phe Arg Ala Ser Leu His Lys Gly Leu Asp Ser Ala Val Glu 

    50                  55                  60                  

Val Cys Val Val Tyr Gly Asn Tyr Ser Gln Gln Leu Gln Val Tyr Ser 

65                  70                  75                  80  
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Lys Thr Gly Phe Asn Cys Asp Gly Lys Leu Gly Asn Glu Ser Val Thr 

                85                  90                  95      

Phe Tyr Leu Gln Asn Leu Tyr Val Asn Gln Thr Asp Ile Tyr Phe Cys 

            100                 105                 110         

Lys Ile Glu Val Met Tyr Pro Pro Pro Tyr Leu Asp Asn Glu Lys Ser 

        115                 120                 125             

Asn Gly Thr Ile Ile His Val Lys Gly Lys His Leu Cys Pro Ser Pro 

    130                 135                 140                 

Leu Phe Pro Gly Pro Ser Lys Pro Phe Trp Val Leu Val Val Val Gly 

145                 150                 155                 160 

Gly Val Leu Ala Cys Tyr Ser Leu Leu Val Thr Val Ala Phe Ile Ile 

                165                 170                 175     

Phe Trp Val Arg Ser Lys Arg Ser Arg Leu Leu His Ser Asp Tyr Met 

            180                 185                 190         

Asn Met Thr Pro Arg Arg Pro Gly Pro Thr Arg Lys His Tyr Gln Pro 

        195                 200                 205             

Tyr Ala Pro Pro Arg Asp Phe Ala Ala Tyr Arg Ser 

    210                 215                 220 

<210>  138

<211>  595

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  138

Met Arg Val Leu Leu Ala Ala Leu Gly Leu Leu Phe Leu Gly Ala Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Ala Phe Pro Gln Asp Arg Pro Phe Glu Asp Thr Cys His Gly Asn 

            20                  25                  30          

Pro Ser His Tyr Tyr Asp Lys Ala Val Arg Arg Cys Cys Tyr Arg Cys 

        35                  40                  45              

Pro Met Gly Leu Phe Pro Thr Gln Gln Cys Pro Gln Arg Pro Thr Asp 
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    50                  55                  60                  

Cys Arg Lys Gln Cys Glu Pro Asp Tyr Tyr Leu Asp Glu Ala Asp Arg 

65                  70                  75                  80  

Cys Thr Ala Cys Val Thr Cys Ser Arg Asp Asp Leu Val Glu Lys Thr 

                85                  90                  95      

Pro Cys Ala Trp Asn Ser Ser Arg Val Cys Glu Cys Arg Pro Gly Met 

            100                 105                 110         

Phe Cys Ser Thr Ser Ala Val Asn Ser Cys Ala Arg Cys Phe Phe His 

        115                 120                 125             

Ser Val Cys Pro Ala Gly Met Ile Val Lys Phe Pro Gly Thr Ala Gln 

    130                 135                 140                 

Lys Asn Thr Val Cys Glu Pro Ala Ser Pro Gly Val Ser Pro Ala Cys 

145                 150                 155                 160 

Ala Ser Pro Glu Asn Cys Lys Glu Pro Ser Ser Gly Thr Ile Pro Gln 

                165                 170                 175     

Ala Lys Pro Thr Pro Val Ser Pro Ala Thr Ser Ser Ala Ser Thr Met 

            180                 185                 190         

Pro Val Arg Gly Gly Thr Arg Leu Ala Gln Glu Ala Ala Ser Lys Leu 

        195                 200                 205             

Thr Arg Ala Pro Asp Ser Pro Ser Ser Val Gly Arg Pro Ser Ser Asp 

    210                 215                 220                 

Pro Gly Leu Ser Pro Thr Gln Pro Cys Pro Glu Gly Ser Gly Asp Cys 

225                 230                 235                 240 

Arg Lys Gln Cys Glu Pro Asp Tyr Tyr Leu Asp Glu Ala Gly Arg Cys 

                245                 250                 255     

Thr Ala Cys Val Ser Cys Ser Arg Asp Asp Leu Val Glu Lys Thr Pro 

            260                 265                 270         

Cys Ala Trp Asn Ser Ser Arg Thr Cys Glu Cys Arg Pro Gly Met Ile 

        275                 280                 285             

Cys Ala Thr Ser Ala Thr Asn Ser Cys Ala Arg Cys Val Pro Tyr Pro 

    290                 295                 300                 
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Ile Cys Ala Ala Glu Thr Val Thr Lys Pro Gln Asp Met Ala Glu Lys 

305                 310                 315                 320 

Asp Thr Thr Phe Glu Ala Pro Pro Leu Gly Thr Gln Pro Asp Cys Asn 

                325                 330                 335     

Pro Thr Pro Glu Asn Gly Glu Ala Pro Ala Ser Thr Ser Pro Thr Gln 

            340                 345                 350         

Ser Leu Leu Val Asp Ser Gln Ala Ser Lys Thr Leu Pro Ile Pro Thr 

        355                 360                 365             

Ser Ala Pro Val Ala Leu Ser Ser Thr Gly Lys Pro Val Leu Asp Ala 

    370                 375                 380                 

Gly Pro Val Leu Phe Trp Val Ile Leu Val Leu Val Val Val Val Gly 

385                 390                 395                 400 

Ser Ser Ala Phe Leu Leu Cys His Arg Arg Ala Cys Arg Lys Arg Ile 

                405                 410                 415     

Arg Gln Lys Leu His Leu Cys Tyr Pro Val Gln Thr Ser Gln Pro Lys 

            420                 425                 430         

Leu Glu Leu Val Asp Ser Arg Pro Arg Arg Ser Ser Thr Gln Leu Arg 

        435                 440                 445             

Ser Gly Ala Ser Val Thr Glu Pro Val Ala Glu Glu Arg Gly Leu Met 

    450                 455                 460                 

Ser Gln Pro Leu Met Glu Thr Cys His Ser Val Gly Ala Ala Tyr Leu 

465                 470                 475                 480 

Glu Ser Leu Pro Leu Gln Asp Ala Ser Pro Ala Gly Gly Pro Ser Ser 

                485                 490                 495     

Pro Arg Asp Leu Pro Glu Pro Arg Val Ser Thr Glu His Thr Asn Asn 

            500                 505                 510         

Lys Ile Glu Lys Ile Tyr Ile Met Lys Ala Asp Thr Val Ile Val Gly 

        515                 520                 525             

Thr Val Lys Ala Glu Leu Pro Glu Gly Arg Gly Leu Ala Gly Pro Ala 

    530                 535                 540                 

Glu Pro Glu Leu Glu Glu Glu Leu Glu Ala Asp His Thr Pro His Tyr 
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545                 550                 555                 560 

Pro Glu Gln Glu Thr Glu Pro Pro Leu Gly Ser Cys Ser Asp Val Met 

                565                 570                 575     

Leu Ser Val Glu Glu Glu Gly Lys Glu Asp Pro Leu Pro Thr Ala Ala 

            580                 585                 590         

Ser Gly Lys 

        595 

<210>  139

<211>  132

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  139

Met Ser Gln Pro Leu Met Glu Thr Cys His Ser Val Gly Ala Ala Tyr 

1               5                   10                  15      

Leu Glu Ser Leu Pro Leu Gln Asp Ala Ser Pro Ala Gly Gly Pro Ser 

            20                  25                  30          

Ser Pro Arg Asp Leu Pro Glu Pro Arg Val Ser Thr Glu His Thr Asn 

        35                  40                  45              

Asn Lys Ile Glu Lys Ile Tyr Ile Met Lys Ala Asp Thr Val Ile Val 

    50                  55                  60                  

Gly Thr Val Lys Ala Glu Leu Pro Glu Gly Arg Gly Leu Ala Gly Pro 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Pro Glu Leu Glu Glu Glu Leu Glu Ala Asp His Thr Pro His 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Met Leu Ser Val Glu Glu Glu Gly Lys Glu Asp Pro Leu Pro Thr Ala 

        115                 120                 125             

Ala Ser Gly Lys 

    130         

<210>  140
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<211>  738

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  140

Met Gln Pro Arg Trp Ala Gln Gly Ala Thr Met Trp Leu Gly Val Leu 

1               5                   10                  15      

Leu Thr Leu Leu Leu Cys Ser Ser Leu Glu Gly Gln Glu Asn Ser Phe 

            20                  25                  30          

Thr Ile Asn Ser Val Asp Met Lys Ser Leu Pro Asp Trp Thr Val Gln 

        35                  40                  45              

Asn Gly Lys Asn Leu Thr Leu Gln Cys Phe Ala Asp Val Ser Thr Thr 

    50                  55                  60                  

Ser His Val Lys Pro Gln His Gln Met Leu Phe Tyr Lys Asp Asp Val 

65                  70                  75                  80  

Leu Phe Tyr Asn Ile Ser Ser Met Lys Ser Thr Glu Ser Tyr Phe Ile 

                85                  90                  95      

Pro Glu Val Arg Ile Tyr Asp Ser Gly Thr Tyr Lys Cys Thr Val Ile 

            100                 105                 110         

Val Asn Asn Lys Glu Lys Thr Thr Ala Glu Tyr Gln Leu Leu Val Glu 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Gly Gly Ile Val Arg Val Asn Cys Ser Val Pro Glu Glu Lys Ala Pro 

145                 150                 155                 160 

Ile His Phe Thr Ile Glu Lys Leu Glu Leu Asn Glu Lys Met Val Lys 

                165                 170                 175     

Leu Lys Arg Glu Lys Asn Ser Arg Asp Gln Asn Phe Val Ile Leu Glu 

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

Arg Ile Ile Ser Gly Ile His Met Gln Thr Ser Glu Ser Thr Lys Ser 
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    210                 215                 220                 

Glu Leu Val Thr Val Thr Glu Ser Phe Ser Thr Pro Lys Phe His Ile 

225                 230                 235                 240 

Ser Pro Thr Gly Met Ile Met Glu Gly Ala Gln Leu His Ile Lys Cys 

                245                 250                 255     

Thr Ile Gln Val Thr His Leu Ala Gln Glu Phe Pro Glu Ile Ile Ile 

            260                 265                 270         

Gln Lys Asp Lys Ala Ile Val Ala His Asn Arg His Gly Asn Lys Ala 

        275                 280                 285             

Val Tyr Ser Val Met Ala Met Val Glu His Ser Gly Asn Tyr Thr Cys 

    290                 295                 300                 

Lys Val Glu Ser Ser Arg Ile Ser Lys Val Ser Ser Ile Val Val Asn 

305                 310                 315                 320 

Ile Thr Glu Leu Phe Ser Lys Pro Glu Leu Glu Ser Ser Phe Thr His 

                325                 330                 335     

Leu Asp Gln Gly Glu Arg Leu Asn Leu Ser Cys Ser Ile Pro Gly Ala 

            340                 345                 350         

Pro Pro Ala Asn Phe Thr Ile Gln Lys Glu Asp Thr Ile Val Ser Gln 

        355                 360                 365             

Thr Gln Asp Phe Thr Lys Ile Ala Ser Lys Ser Asp Ser Gly Thr Tyr 

    370                 375                 380                 

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

385                 390                 395                 400 

Gln Ile Val Val Cys Glu Met Leu Ser Gln Pro Arg Ile Ser Tyr Asp 

                405                 410                 415     

Ala Gln Phe Glu Val Ile Lys Gly Gln Thr Ile Glu Val Arg Cys Glu 

            420                 425                 430         

Ser Ile Ser Gly Thr Leu Pro Ile Ser Tyr Gln Leu Leu Lys Thr Ser 

        435                 440                 445             

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

    450                 455                 460                 
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Lys Asp Asn Pro Thr Glu Asp Val Glu Tyr Gln Cys Val Ala Asp Asn 

465                 470                 475                 480 

Cys His Ser His Ala Lys Met Leu Ser Glu Val Leu Arg Val Lys Val 

                485                 490                 495     

Ile Ala Pro Val Asp Glu Val Gln Ile Ser Ile Leu Ser Ser Lys Val 

            500                 505                 510         

Val Glu Ser Gly Glu Asp Ile Val Leu Gln Cys Ala Val Asn Glu Gly 

        515                 520                 525             

Ser Gly Pro Ile Thr Tyr Lys Phe Tyr Arg Glu Lys Glu Gly Lys Pro 

    530                 535                 540                 

Phe Tyr Gln Met Thr Ser Asn Ala Thr Gln Ala Phe Trp Thr Lys Gln 

545                 550                 555                 560 

Lys Ala Ser Lys Glu Gln Glu Gly Glu Tyr Tyr Cys Thr Ala Phe Asn 

                565                 570                 575     

Arg Ala Asn His Ala Ser Ser Val Pro Arg Ser Lys Ile Leu Thr Val 

            580                 585                 590         

Arg Val Ile Leu Ala Pro Trp Lys Lys Gly Leu Ile Ala Val Val Ile 

        595                 600                 605             

Ile Gly Val Ile Ile Ala Leu Leu Ile Ile Ala Ala Lys Cys Tyr Phe 

    610                 615                 620                 

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

625                 630                 635                 640 

Ala Val Pro Leu Leu Asn Ser Asn Asn Glu Lys Met Ser Asp Pro Asn 

                645                 650                 655     

Met Glu Ala Asn Ser His Tyr Gly His Asn Asp Asp Val Arg Asn His 

            660                 665                 670         

Ala Met Lys Pro Ile Asn Asp Asn Lys Glu Pro Leu Asn Ser Asp Val 

        675                 680                 685             

Gln Tyr Thr Glu Val Gln Val Ser Ser Ala Glu Ser His Lys Asp Leu 

    690                 695                 700                 

Gly Lys Lys Asp Thr Glu Thr Val Tyr Ser Glu Val Arg Lys Ala Val 
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705                 710                 715                 720 

Pro Asp Ala Val Glu Ser Arg Tyr Ser Arg Thr Glu Gly Ser Leu Asp 

                725                 730                 735     

Gly Thr 

        

<210>  141

<211>  364

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  141

Met Pro Leu Leu Leu Leu Leu Pro Leu Leu Trp Ala Gly Ala Leu Ala 

1               5                   10                  15      

Met Asp Pro Asn Phe Trp Leu Gln Val Gln Glu Ser Val Thr Val Gln 

            20                  25                  30          

Glu Gly Leu Cys Val Leu Val Pro Cys Thr Phe Phe His Pro Ile Pro 

        35                  40                  45              

Tyr Tyr Asp Lys Asn Ser Pro Val His Gly Tyr Trp Phe Arg Glu Gly 

    50                  55                  60                  

Ala Ile Ile Ser Arg Asp Ser Pro Val Ala Thr Asn Lys Leu Asp Gln 

65                  70                  75                  80  

Glu Val Gln Glu Glu Thr Gln Gly Arg Phe Arg Leu Leu Gly Asp Pro 

                85                  90                  95      

Ser Arg Asn Asn Cys Ser Leu Ser Ile Val Asp Ala Arg Arg Arg Asp 

            100                 105                 110         

Asn Gly Ser Tyr Phe Phe Arg Met Glu Arg Gly Ser Thr Lys Tyr Ser 

        115                 120                 125             

Tyr Lys Ser Pro Gln Leu Ser Val His Val Thr Asp Leu Thr His Arg 

    130                 135                 140                 

Pro Lys Ile Leu Ile Pro Gly Thr Leu Glu Pro Gly His Ser Lys Asn 

145                 150                 155                 160 

Leu Thr Cys Ser Val Ser Trp Ala Cys Glu Gln Gly Thr Pro Pro Ile 
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                165                 170                 175     

Phe Ser Trp Leu Ser Ala Ala Pro Thr Ser Leu Gly Pro Arg Thr Thr 

            180                 185                 190         

His Ser Ser Val Leu Ile Ile Thr Pro Arg Pro Gln Asp His Gly Thr 

        195                 200                 205             

Asn Leu Thr Cys Gln Val Lys Phe Ala Gly Ala Gly Val Thr Thr Glu 

    210                 215                 220                 

Arg Thr Ile Gln Leu Asn Val Thr Tyr Val Pro Gln Asn Pro Thr Thr 

225                 230                 235                 240 

Gly Ile Phe Pro Gly Asp Gly Ser Gly Lys Gln Glu Thr Arg Ala Gly 

                245                 250                 255     

Val Val His Gly Ala Ile Gly Gly Ala Gly Val Thr Ala Leu Leu Ala 

            260                 265                 270         

Leu Cys Leu Cys Leu Ile Phe Phe Ile Val Lys Thr His Arg Arg Lys 

        275                 280                 285             

Ala Ala Arg Thr Ala Val Gly Arg Asn Asp Thr His Pro Thr Thr Gly 

    290                 295                 300                 

Ser Ala Ser Pro Lys His Gln Lys Lys Ser Lys Leu His Gly Pro Thr 

305                 310                 315                 320 

Glu Thr Ser Ser Cys Ser Gly Ala Ala Pro Thr Val Glu Met Asp Glu 

                325                 330                 335     

Glu Leu His Tyr Ala Ser Leu Asn Phe His Gly Met Asn Pro Ser Lys 

            340                 345                 350         

Asp Thr Ser Thr Glu Tyr Ser Glu Val Arg Thr Gln 

        355                 360                 

<210>  142

<211>  385

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  142
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Met Leu Val Arg Arg Gly Ala Arg Ala Gly Pro Arg Met Pro Arg Gly 

1               5                   10                  15      

Trp Thr Ala Leu Cys Leu Leu Ser Leu Leu Pro Ser Gly Phe Met Ser 

            20                  25                  30          

Leu Asp Asn Asn Gly Thr Ala Thr Pro Glu Leu Pro Thr Gln Gly Thr 

        35                  40                  45              

Phe Ser Asn Val Ser Thr Asn Val Ser Tyr Gln Glu Thr Thr Thr Pro 

    50                  55                  60                  

Ser Thr Leu Gly Ser Thr Ser Leu His Pro Val Ser Gln His Gly Asn 

65                  70                  75                  80  

Glu Ala Thr Thr Asn Ile Thr Glu Thr Thr Val Lys Phe Thr Ser Thr 

                85                  90                  95      

Ser Val Ile Thr Ser Val Tyr Gly Asn Thr Asn Ser Ser Val Gln Ser 

            100                 105                 110         

Gln Thr Ser Val Ile Ser Thr Val Phe Thr Thr Pro Ala Asn Val Ser 

        115                 120                 125             

Thr Pro Glu Thr Thr Leu Lys Pro Ser Leu Ser Pro Gly Asn Val Ser 

    130                 135                 140                 

Asp Leu Ser Thr Thr Ser Thr Ser Leu Ala Thr Ser Pro Thr Lys Pro 

145                 150                 155                 160 

Tyr Thr Ser Ser Ser Pro Ile Leu Ser Asp Ile Lys Ala Glu Ile Lys 

                165                 170                 175     

Cys Ser Gly Ile Arg Glu Val Lys Leu Thr Gln Gly Ile Cys Leu Glu 

            180                 185                 190         

Gln Asn Lys Thr Ser Ser Cys Ala Glu Phe Lys Lys Asp Arg Gly Glu 

        195                 200                 205             

Gly Leu Ala Arg Val Leu Cys Gly Glu Glu Gln Ala Asp Ala Asp Ala 

    210                 215                 220                 

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

225                 230                 235                 240 

Gln Cys Leu Leu Leu Val Leu Ala Asn Arg Thr Glu Ile Ser Ser Lys 
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                245                 250                 255     

Leu Gln Leu Met Lys Lys His Gln Ser Asp Leu Lys Lys Leu Gly Ile 

            260                 265                 270         

Leu Asp Phe Thr Glu Gln Asp Val Ala Ser His Gln Ser Tyr Ser Gln 

        275                 280                 285             

Lys Thr Leu Ile Ala Leu Val Thr Ser Gly Ala Leu Leu Ala Val Leu 

    290                 295                 300                 

Gly Ile Thr Gly Tyr Phe Leu Met Asn Arg Arg Ser Trp Ser Pro Thr 

305                 310                 315                 320 

Gly Glu Arg Leu Gly Glu Asp Pro Tyr Tyr Thr Glu Asn Gly Gly Gly 

                325                 330                 335     

Gln Gly Tyr Ser Ser Gly Pro Gly Thr Ser Pro Glu Ala Gln Gly Lys 

            340                 345                 350         

Ala Ser Val Asn Arg Gly Ala Gln Glu Asn Gly Thr Gly Gln Ala Thr 

        355                 360                 365             

Ser Arg Asn Gly His Ser Ala Arg Gln His Val Val Ala Asp Thr Glu 

    370                 375                 380                 

Leu 

385 

<210>  143

<211>  277

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  143

Met Val Arg Leu Pro Leu Gln Cys Val Leu Trp Gly Cys Leu Leu Thr 

1               5                   10                  15      

Ala Val His Pro Glu Pro Pro Thr Ala Cys Arg Glu Lys Gln Tyr Leu 

            20                  25                  30          

Ile Asn Ser Gln Cys Cys Ser Leu Cys Gln Pro Gly Gln Lys Leu Val 

        35                  40                  45              
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Ser Asp Cys Thr Glu Phe Thr Glu Thr Glu Cys Leu Pro Cys Gly Glu 

    50                  55                  60                  

Ser Glu Phe Leu Asp Thr Trp Asn Arg Glu Thr His Cys His Gln His 

65                  70                  75                  80  

Lys Tyr Cys Asp Pro Asn Leu Gly Leu Arg Val Gln Gln Lys Gly Thr 

                85                  90                  95      

Ser Glu Thr Asp Thr Ile Cys Thr Cys Glu Glu Gly Trp His Cys Thr 

            100                 105                 110         

Ser Glu Ala Cys Glu Ser Cys Val Leu His Arg Ser Cys Ser Pro Gly 

        115                 120                 125             

Phe Gly Val Lys Gln Ile Ala Thr Gly Val Ser Asp Thr Ile Cys Glu 

    130                 135                 140                 

Pro Cys Pro Val Gly Phe Phe Ser Asn Val Ser Ser Ala Phe Glu Lys 

145                 150                 155                 160 

Cys His Pro Trp Thr Ser Cys Glu Thr Lys Asp Leu Val Val Gln Gln 

                165                 170                 175     

Ala Gly Thr Asn Lys Thr Asp Val Val Cys Gly Pro Gln Asp Arg Leu 

            180                 185                 190         

Arg Ala Leu Val Val Ile Pro Ile Ile Phe Gly Ile Leu Phe Ala Ile 

        195                 200                 205             

Leu Leu Val Leu Val Phe Ile Lys Lys Val Ala Lys Lys Pro Thr Asn 

    210                 215                 220                 

Lys Ala Pro His Pro Lys Gln Glu Pro Gln Glu Ile Asn Phe Pro Asp 

225                 230                 235                 240 

Asp Leu Pro Gly Ser Asn Thr Ala Ala Pro Val Gln Glu Thr Leu His 

                245                 250                 255     

Gly Cys Gln Pro Val Thr Gln Glu Asp Gly Lys Glu Ser Arg Ile Ser 

            260                 265                 270         

Val Gln Glu Arg Gln 

        275         

<210>  144

<211>  61
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  144

Met Lys Arg Phe Leu Phe Leu Leu Leu Thr Ile Ser Leu Leu Val Met 

1               5                   10                  15      

Val Gln Ile Gln Thr Gly Leu Ser Gly Gln Asn Asp Thr Ser Gln Thr 

            20                  25                  30          

Ser Ser Pro Ser Ala Ser Ser Asn Ile Ser Gly Gly Ile Phe Leu Phe 

        35                  40                  45              

Phe Val Ala Asn Ala Ile Ile His Leu Phe Cys Phe Ser 

    50                  55                  60      

<210>  145

<211>  18

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220

><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  145

Met Lys Arg Phe Leu Phe Leu Leu Leu Thr Ile Ser Leu Leu Val Met 

1               5                   10                  15      

Val Gln 

        

<210>  146

<211>  858

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  146

Met Leu Gln Thr Lys Asp Leu Ile Trp Thr Leu Phe Phe Leu Gly Thr 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          
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Val Gly Glu Ser Lys Phe Phe Leu Cys Gln Val Ala Gly Asp Ala Lys 

        35                  40                  45              

Asp Lys Asp Ile Ser Trp Phe Ser Pro Asn Gly Glu Lys Leu Thr Pro 

    50                  55                  60                  

Asn Gln Gln Arg Ile Ser Val Val Trp Asn Asp Asp Ser Ser Ser Thr 

65                  70                  75                  80  

Leu Thr Ile Tyr Asn Ala Asn Ile Asp Asp Ala Gly Ile Tyr Lys Cys 

                85                  90                  95      

Val Val Thr Gly Glu Asp Gly Ser Glu Ser Glu Ala Thr Val Asn Val 

            100                 105                 110         

Lys Ile Phe Gln Lys Leu Met Phe Lys Asn Ala Pro Thr Pro Gln Glu 

        115                 120                 125             

Phe Arg Glu Gly Glu Asp Ala Val Ile Val Cys Asp Val Val Ser Ser 

    130                 135                 140                 

Leu Pro Pro Thr Ile Ile Trp Lys His Lys Gly Arg Asp Val Ile Leu 

145                 150                 155                 160 

Lys Lys Asp Val Arg Phe Ile Val Leu Ser Asn Asn Tyr Leu Gln Ile 

                165                 170                 175     

Arg Gly Ile Lys Lys Thr Asp Glu Gly Thr Tyr Arg Cys Glu Gly Arg 

            180                 185                 190         

Ile Leu Ala Arg Gly Glu Ile Asn Phe Lys Asp Ile Gln Val Ile Val 

        195                 200                 205             

Asn Val Pro Pro Thr Ile Gln Ala Arg Gln Asn Ile Val Asn Ala Thr 

    210                 215                 220                 

Ala Asn Leu Gly Gln Ser Val Thr Leu Val Cys Asp Ala Glu Gly Phe 

225                 230                 235                 240 

Pro Glu Pro Thr Met Ser Trp Thr Lys Asp Gly Glu Gln Ile Glu Gln 

                245                 250                 255     

Glu Glu Asp Asp Glu Lys Tyr Ile Phe Ser Asp Asp Ser Ser Gln Leu 

            260                 265                 270         

Thr Ile Lys Lys Val Asp Lys Asn Asp Glu Ala Glu Tyr Ile Cys Ile 
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        275                 280                 285             

Ala Glu Asn Lys Ala Gly Glu Gln Asp Ala Thr Ile His Leu Lys Val 

    290                 295                 300                 

Phe Ala Lys Pro Lys Ile Thr Tyr Val Glu Asn Gln Thr Ala Met Glu 

305                 310                 315                 320 

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

                325                 330                 335     

Pro Ser Ile Thr Trp Arg Thr Ser Thr Arg Asn Ile Ser Ser Glu Glu 

            340                 345                 350         

Lys Ala Ser Trp Thr Arg Pro Glu Lys Gln Glu Thr Leu Asp Gly His 

        355                 360                 365             

Met Val Val Arg Ser His Ala Arg Val Ser Ser Leu Thr Leu Lys Ser 

    370                 375                 380                 

Ile Gln Tyr Thr Asp Ala Gly Glu Tyr Ile Cys Thr Ala Ser Asn Thr 

385                 390                 395                 400 

Ile Gly Gln Asp Ser Gln Ser Met Tyr Leu Glu Val Gln Tyr Ala Pro 

                405                 410                 415     

Lys Leu Gln Gly Pro Val Ala Val Tyr Thr Trp Glu Gly Asn Gln Val 

            420                 425                 430         

Asn Ile Thr Cys Glu Val Phe Ala Tyr Pro Ser Ala Thr Ile Ser Trp 

        435                 440                 445             

Phe Arg Asp Gly Gln Leu Leu Pro Ser Ser Asn Tyr Ser Asn Ile Lys 

    450                 455                 460                 

Ile Tyr Asn Thr Pro Ser Ala Ser Tyr Leu Glu Val Thr Pro Asp Ser 

465                 470                 475                 480 

Glu Asn Asp Phe Gly Asn Tyr Asn Cys Thr Ala Val Asn Arg Ile Gly 

                485                 490                 495     

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

            500                 505                 510         

Pro Ser Ile Asp Gln Val Glu Pro Tyr Ser Ser Thr Ala Gln Val Gln 

        515                 520                 525             
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Phe Asp Glu Pro Glu Ala Thr Gly Gly Val Pro Ile Leu Lys Tyr Lys 

    530                 535                 540                 

Ala Glu Trp Arg Ala Val Gly Glu Glu Val Trp His Ser Lys Trp Tyr 

545                 550                 555                 560 

Asp Ala Lys Glu Ala Ser Met Glu Gly Ile Val Thr Ile Val Gly Leu 

                565                 570                 575     

Lys Pro Glu Thr Thr Tyr Ala Val Arg Leu Ala Ala Leu Asn Gly Lys 

            580                 585                 590         

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

        595                 600                 605             

Gln Gly Glu Pro Ser Ala Pro Lys Leu Glu Gly Gln Met Gly Glu Asp 

    610                 615                 620                 

Gly Asn Ser Ile Lys Val Asn Leu Ile Lys Gln Asp Asp Gly Gly Ser 

625                 630                 635                 640 

Pro Ile Arg His Tyr Leu Val Arg Tyr Arg Ala Leu Ser Ser Glu Trp 

                645                 650                 655     

Lys Pro Glu Ile Arg Leu Pro Ser Gly Ser Asp His Val Met Leu Lys 

            660                 665                 670         

Ser Leu Asp Trp Asn Ala Glu Tyr Glu Val Tyr Val Val Ala Glu Asn 

        675                 680                 685             

Gln Gln Gly Lys Ser Lys Ala Ala His Phe Val Phe Arg Thr Ser Ala 

    690                 695                 700                 

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

705                 710                 715                 720 

Thr Gly Ala Ile Val Gly Ile Leu Ile Val Ile Phe Val Leu Leu Leu 

                725                 730                 735     

Val Val Val Asp Ile Thr Cys Tyr Phe Leu Asn Lys Cys Gly Leu Phe 

            740                 745                 750         

Met Cys Ile Ala Val Asn Leu Cys Gly Lys Ala Gly Pro Gly Ala Lys 

        755                 760                 765             

Gly Lys Asp Met Glu Glu Gly Lys Ala Ala Phe Ser Lys Asp Glu Ser 
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    770                 775                 780                 

Lys Glu Pro Ile Val Glu Val Arg Thr Glu Glu Glu Arg Thr Pro Asn 

785                 790                 795                 800 

His Asp Gly Gly Lys His Thr Glu Pro Asn Glu Thr Thr Pro Leu Thr 

                805                 810                 815     

Glu Pro Glu Lys Gly Pro Val Glu Ala Lys Pro Glu Cys Gln Glu Thr 

            820                 825                 830         

Glu Thr Lys Pro Ala Pro Ala Glu Val Lys Thr Val Pro Asn Asp Ala 

        835                 840                 845             

Thr Gln Thr Lys Glu Asn Glu Ser Lys Ala 

    850                 855             

<210>  147

<211>  193

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  147

Met Pro Glu Glu Gly Ser Gly Cys Ser Val Arg Arg Arg Pro Tyr Gly 

1               5                   10                  15      

Cys Val Leu Arg Ala Ala Leu Val Pro Leu Val Ala Gly Leu Val Ile 

            20                  25                  30          

Cys Leu Val Val Cys Ile Gln Arg Phe Ala Gln Ala Gln Gln Gln Leu 

        35                  40                  45              

Pro Leu Glu Ser Leu Gly Trp Asp Val Ala Glu Leu Gln Leu Asn His 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gly Arg Ser Phe Leu His Gly Pro Glu Leu Asp Lys Gly Gln Leu 

                85                  90                  95      

Arg Ile His Arg Asp Gly Ile Tyr Met Val His Ile Gln Val Thr Leu 

            100                 105                 110         
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Ala Ile Cys Ser Ser Thr Thr Ala Ser Arg His His Pro Thr Thr Leu 

        115                 120                 125             

Ala Val Gly Ile Cys Ser Pro Ala Ser Arg Ser Ile Ser Leu Leu Arg 

    130                 135                 140                 

Leu Ser Phe His Gln Gly Cys Thr Ile Ala Ser Gln Arg Leu Thr Pro 

145                 150                 155                 160 

Leu Ala Arg Gly Asp Thr Leu Cys Thr Asn Leu Thr Gly Thr Leu Leu 

                165                 170                 175     

Pro Ser Arg Asn Thr Asp Glu Thr Phe Phe Gly Val Gln Trp Val Arg 

            180                 185                 190         

Pro 

    

<210>  148

<211>  378

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  148

Met Val Leu Leu Trp Leu Thr Leu Leu Leu Ile Ala Leu Pro Cys Leu 

1               5                   10                  15      

Leu Gln Thr Lys Glu Asp Pro Asn Pro Pro Ile Thr Asn Leu Arg Met 

            20                  25                  30          

Lys Ala Lys Ala Gln Gln Leu Thr Trp Asp Leu Asn Arg Asn Val Thr 

        35                  40                  45              

Asp Ile Glu Cys Val Lys Asp Ala Asp Tyr Ser Met Pro Ala Val Asn 

    50                  55                  60                  

Asn Ser Tyr Cys Gln Phe Gly Ala Ile Ser Leu Cys Glu Val Thr Asn 

65                  70                  75                  80  

Tyr Thr Val Arg Val Ala Asn Pro Pro Phe Ser Thr Trp Ile Leu Phe 

                85                  90                  95      

Pro Glu Asn Ser Gly Lys Pro Trp Ala Gly Ala Glu Asn Leu Thr Cys 

            100                 105                 110         
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Trp Ile His Asp Val Asp Phe Leu Ser Cys Ser Trp Ala Val Gly Pro 

        115                 120                 125             

Gly Ala Pro Ala Asp Val Gln Tyr Asp Leu Tyr Leu Asn Val Ala Asn 

    130                 135                 140                 

Arg Arg Gln Gln Tyr Glu Cys Leu His Tyr Lys Thr Asp Ala Gln Gly 

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

Ser Gln Ser Ser His Ile Leu Val Arg Gly Arg Ser Ala Ala Phe Gly 

            180                 185                 190         

Ile Pro Cys Thr Asp Lys Phe Val Val Phe Ser Gln Ile Glu Ile Leu 

        195                 200                 205             

Thr Pro Pro Asn Met Thr Ala Lys Cys Asn Lys Thr His Ser Phe Met 

    210                 215                 220                 

His Trp Lys Met Arg Ser His Phe Asn Arg Lys Phe Arg Tyr Glu Leu 

225                 230                 235                 240 

Gln Ile Gln Lys Arg Met Gln Pro Val Ile Thr Glu Gln Val Arg Asp 

                245                 250                 255     

Arg Thr Ser Phe Gln Leu Leu Asn Pro Gly Thr Tyr Thr Val Gln Ile 

            260                 265                 270         

Arg Ala Arg Glu Arg Val Tyr Glu Phe Leu Ser Ala Trp Ser Thr Pro 

        275                 280                 285             

Gln Arg Phe Glu Cys Asp Gln Glu Glu Gly Ala Asn Thr Arg Ala Trp 

    290                 295                 300                 

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

305                 310                 315                 320 

Val Phe Val Ile Cys Arg Arg Tyr Leu Val Met Gln Arg Leu Phe Pro 

                325                 330                 335     

Arg Ile Pro His Met Lys Asp Pro Ile Gly Asp Ser Phe Gln Asn Asp 

            340                 345                 350         

Lys Leu Val Val Trp Glu Ala Gly Lys Ala Gly Leu Glu Glu Cys Leu 
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        355                 360                 365             

Val Thr Glu Val Gln Val Val Gln Lys Thr 

    370                 375             

<210>  149

<211>  240

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  149

Met Ile Glu Thr Tyr Asn Gln Thr Ser Pro Arg Ser Ala Ala Thr Gly 

1               5                   10                  15      

Leu Pro Ile Ser Met Lys Ile Phe Met Tyr Leu Leu Thr Val Phe Leu 

            20                  25                  30          

Ile Thr Gln Met Ile Gly Ser Ala Leu Phe Ala Val Tyr Leu His Arg 

        35                  40                  45              

Arg Leu Asp Lys Ile Glu Asp Glu Arg Asn Leu His Glu Asp Phe Val 

    50                  55                  60                  

Phe Met Lys Thr Ile Gln Arg Cys Asn Thr Gly Glu Arg Ser Leu Ser 

65                  70                  75                  80  

Leu Leu Asn Cys Glu Glu Ile Lys Ser Gln Phe Glu Gly Phe Val Lys 

                85                  90                  95      

Asp Ile Met Leu Asn Lys Glu Glu Thr Lys Lys Glu Asn Ser Phe Glu 

            100                 105                 110         

Met Gln Lys Val Leu Gln Trp Ala Glu Lys Gly Tyr Tyr Thr Met Ser 

        115                 120                 125             

Asn Asn Leu Val Thr Leu Glu Asn Gly Lys Gln Leu Thr Val Lys Arg 

    130                 135                 140                 

Gln Gly Leu Tyr Tyr Ile Tyr Ala Gln Val Thr Phe Cys Ser Asn Arg 

145                 150                 155                 160 

Glu Ala Ser Ser Gln Ala Pro Phe Ile Ala Ser Leu Cys Leu Lys Ser 

                165                 170                 175     

Pro Gly Arg Phe Glu Arg Ile Leu Leu Arg Ala Ala Asn Thr His Ser 
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            180                 185                 190         

Ser Ala Lys Pro Cys Gly Gln Gln Ser Ile His Leu Gly Gly Val Phe 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Gln Val Ser His Gly Thr Gly Phe Thr Ser Phe Gly Leu Leu Lys Leu 

225                 230                 235                 240 

<210>  150

<211>  320

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  150

Met Arg Arg Ala Ala Leu Trp Leu Trp Leu Cys Ala Leu Ala Leu Ser 

1               5                   10                  15      

Leu Gln Pro Ala Leu Pro Gln Ile Val Ala Thr Asn Leu Pro Pro Glu 

            20                  25                  30          

Asp Gln Asp Gly Ser Gly Asp Asp Ser Asp Asn Phe Ser Gly Ser Gly 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Trp Lys Asp Thr Gln Leu Leu Thr Ala Ile Pro Thr Ser Pro Glu Pro 

65                  70                  75                  80  

Thr Gly Leu Glu Ala Thr Ala Ala Ser Thr Ser Thr Leu Pro Ala Gly 

                85                  90                  95      

Glu Gly Pro Lys Glu Gly Glu Ala Val Val Leu Pro Glu Val Glu Pro 

            100                 105                 110         

Gly Leu Thr Ala Arg Glu Gln Glu Ala Thr Pro Arg Pro Arg Glu Thr 

        115                 120                 125             

Thr Gln Leu Pro Thr Thr His Leu Ala Ser Thr Thr Thr Ala Thr Thr 

    130                 135                 140                 
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Ala Gln Glu Pro Ala Thr Ser His Pro His Arg Asp Met Gln Pro Gly 

145                 150                 155                 160 

His His Glu Thr Ser Thr Pro Ala Gly Pro Ser Gln Ala Asp Leu His 

                165                 170                 175     

Thr Pro His Thr Glu Asp Gly Gly Pro Ser Ala Thr Glu Arg Ala Ala 

            180                 185                 190         

Glu Asp Gly Ala Ser Ser Gln Leu Pro Ala Ala Glu Gly Ser Gly Glu 

        195                 200                 205             

Gln Asp Phe Thr Phe Glu Thr Ser Gly Glu Asn Thr Ala Val Val Ala 

    210                 215                 220                 

Val Glu Pro Asp Arg Arg Asn Gln Ser Pro Val Asp Gln Gly Ala Thr 

225                 230                 235                 240 

Gly Ala Ser Gln Gly Leu Leu Asp Arg Lys Glu Val Leu Gly Gly Val 

                245                 250                 255     

Ile Ala Gly Gly Leu Val Gly Leu Ile Phe Ala Val Cys Leu Val Gly 

            260                 265                 270         

Phe Met Leu Tyr Arg Met Lys Lys Lys Asp Glu Gly Ser Tyr Ser Leu 

        275                 280                 285             

Glu Glu Pro Lys Gln Ala Asn Gly Gly Ala Tyr Gln Lys Pro Thr Lys 

    290                 295                 300                 

Gln Glu Glu Phe Tyr Ala Lys Pro Thr Lys Gln Glu Glu Phe Tyr Ala 

305                 310                 315                 320 

<210>  151

<211>  420

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Target sequence

<400>  151

Met Pro Gly Gly Cys Ser Arg Gly Pro Ala Ala Gly Asp Gly Arg Leu 

1               5                   10                  15      

Arg Leu Ala Arg Leu Ala Leu Val Leu Leu Gly Trp Val Ser Ser Ser 
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            20                  25                  30          

Ser Pro Thr Ser Ser Ala Ser Ser Phe Ser Ser Ser Ala Pro Phe Leu 

        35                  40                  45              

Ala Ser Ala Val Ser Ala Gln Pro Pro Leu Pro Asp Gln Cys Pro Ala 

    50                  55                  60                  

Leu Cys Glu Cys Ser Glu Ala Ala Arg Thr Val Lys Cys Val Asn Arg 

65                  70                  75                  80  

Asn Leu Thr Glu Val Pro Thr Asp Leu Pro Ala Tyr Val Arg Asn Leu 

                85                  90                  95      

Phe Leu Thr Gly Asn Gln Leu Ala Val Leu Pro Ala Gly Ala Phe Ala 

            100                 105                 110         

Arg Arg Pro Pro Leu Ala Glu Leu Ala Ala Leu Asn Leu Ser Gly Ser 

        115                 120                 125             

Arg Leu Asp Glu Val Arg Ala Gly Ala Phe Glu His Leu Pro Ser Leu 

    130                 135                 140                 

Arg Gln Leu Asp Leu Ser His Asn Pro Leu Ala Asp Leu Ser Pro Phe 

145                 150                 155                 160 

Ala Phe Ser Gly Ser Asn Ala Ser Val Ser Ala Pro Ser Pro Leu Val 

                165                 170                 175     

Glu Leu Ile Leu Asn His Ile Val Pro Pro Glu Asp Glu Arg Gln Asn 

            180                 185                 190         

Arg Ser Phe Glu Gly Met Val Val Ala Ala Leu Leu Ala Gly Arg Ala 

        195                 200                 205             

Leu Gln Gly Leu Arg Arg Leu Glu Leu Ala Ser Asn His Phe Leu Tyr 

    210                 215                 220                 

Leu Pro Arg Asp Val Leu Ala Gln Leu Pro Ser Leu Arg His Leu Asp 

225                 230                 235                 240 

Leu Ser Asn Asn Ser Leu Val Ser Leu Thr Tyr Val Ser Phe Arg Asn 

                245                 250                 255     

Leu Thr His Leu Glu Ser Leu His Leu Glu Asp Asn Ala Leu Lys Val 

            260                 265                 270         
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Leu His Asn Gly Thr Leu Ala Glu Leu Gln Gly Leu Pro His Ile Arg 

        275                 280                 285             

Val Phe Leu Asp Asn Asn Pro Trp Val Cys Asp Cys His Met Ala Asp 

    290                 295                 300                 

Met Val Thr Trp Leu Lys Glu Thr Glu Val Val Gln Gly Lys Asp Arg 

305                 310                 315                 320 

Leu Thr Cys Ala Tyr Pro Glu Lys Met Arg Asn Arg Val Leu Leu Glu 

                325                 330                 335     

Leu Asn Ser Ala Asp Leu Asp Cys Asp Pro Ile Leu Pro Pro Ser Leu 

            340                 345                 350         

Gln Thr Ser Tyr Val Phe Leu Gly Ile Val Leu Ala Leu Ile Gly Ala 

        355                 360                 365             

Ile Phe Leu Leu Val Leu Tyr Leu Asn Arg Lys Gly Ile Lys Lys Trp 

    370                 375                 380                 

Met His Asn Ile Arg Asp Ala Cys Arg Asp His Met Glu Gly Tyr His 

385                 390                 395                 400 

Tyr Arg Tyr Glu Ile Asn Ala Asp Pro Arg Leu Thr Asn Leu Ser Ser 

                405                 410                 415     

Asn Ser Asp Val 

            420 

<210>  152

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Description of Artificial Sequence: Signal peptide

<400>  152

Asp Ala Ala Gln Pro Ala 

1               5
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