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명 세 서

청구범위

청구항 1 

EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다수 카피를 함유한다)

및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항체로서, 상기 항체

는 서열번호 13의 아미노산 서열로 이루어진 de2-7 EGFR 연접 펩타이드에 결합하지 않고, 상기 항체는 사람 야

생형 EGFR의 잔기 287-302(서열번호 14)의 서열 내의 에피토프에 결합하며, 상기 항체는 서열번호 2에 제시한

아미노산 서열을 보유하는 중쇄 가변 영역 서열을 포함하지 않고 서열번호 4에 제시한 아미노산 서열을 보유하

는 경쇄 가변 영역 서열을 포함하지 않는, 분리된 항체.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 항체가, 서열번호 42에 제시한 아미노산 서열을 보유하는 중쇄 및 서열번호 47에 제시한

아미노산 서열을 보유하는 경쇄를 포함하는, 분리된 항체.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 항체가, 서열번호 129에 제시한 아미노산 서열을 보유하는 중쇄 및 서열번호 134에 제시

한 아미노산 서열을 보유하는 경쇄를 포함하는, 분리된 항체.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 항체가, 서열번호 22에 제시한 아미노산 서열을 보유하는 중쇄 및 서열번호 27에 제시한

아미노산 서열을 보유하는 경쇄를 포함하는, 분리된 항체.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 항체가, 서열번호 32에 제시한 아미노산 서열을 보유하는 중쇄 및 서열번호 37에 제시한

아미노산 서열을 보유하는 경쇄를 포함하는, 분리된 항체.

청구항 6 

제1항에 있어서, 상기 항체가 중쇄 및 경쇄를 포함하고, 상기 중쇄의 가변 영역이 서열번호 44, 45 및 46에 제

시한 아미노산 서열과 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하는, 분

리된 항체.

청구항 7 

제1항에 있어서, 상기 항체가 중쇄 및 경쇄를 포함하고, 상기 경쇄의 가변 영역이 서열번호 49, 50 및 51에 제

시한 아미노산 서열과 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하는, 분

리된 항체.

청구항 8 

제1항에 있어서, 상기 항체가 중쇄 및 경쇄를 포함하고, 상기 중쇄의 가변 영역이 서열번호 130, 131 및 132에

제시한 아미노산 서열과 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하는,

분리된 항체.

청구항 9 

제1항에 있어서, 상기 항체가 중쇄 및 경쇄를 포함하고, 상기 경쇄의 가변 영역이 서열번호 135, 136 및 137에

제시한 아미노산 서열과 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하는,

분리된 항체.
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청구항 10 

제1항에 있어서, 상기 항체가 중쇄 및 경쇄를 포함하고, 상기 중쇄의 가변 영역이 서열번호 23, 24 및 25에 제

시한 아미노산 서열과 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하는, 분

리된 항체.

청구항 11 

제1항에 있어서, 상기 항체가 중쇄 및 경쇄를 포함하고, 상기 경쇄의 가변 영역이 서열번호 28, 29 및 30에 제

시한 아미노산 서열과 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하는, 분

리된 항체.

청구항 12 

제1항에 있어서, 상기 항체가 중쇄 및 경쇄를 포함하고, 상기 중쇄의 가변 영역이 서열번호 33, 34 및 35에 제

시한 아미노산 서열과 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하는, 분

리된 항체.

청구항 13 

제1항에 있어서, 상기 항체가 중쇄 및 경쇄를 포함하고, 상기 경쇄의 가변 영역이 서열번호 38, 39 및 40에 제

시한 아미노산 서열과 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하는, 분

리된 항체.

청구항 14 

제1항에 있어서, 상기 분리된 항체가 항체 F(ab')2, scFv 단편, 이중항체(diabody), 삼중항체(triabody) 또는

사중항체(tetrabody) 형태인, 분리된 항체.

청구항 15 

제1항에 있어서, 검출성 또는 기능성 표지를 추가로 포함하는, 분리된 항체.

청구항 16 

제15항에 있어서, 상기 검출성 또는 기능성 표지가, 공유 부착된 약물인, 분리된 항체.

청구항 17 

제15항에 있어서, 상기 표지가 방사능표지인, 분리된 항체.

청구항 18 

제1항에 있어서, 상기 분리된 항체가 페길화된, 분리된 항체.

청구항 19 

제1항의 분리된 항체를 암호화하는 서열을 포함하는 분리된 핵산.

청구항 20 

제1항에 따른 분리된 항체를 제조하는 방법으로서, 상기 항체의 발현을 유발시키는 조건 하에 핵산을 발현시키

고, 상기 항체를 회수함을 포함하는, 방법.

청구항 21 

제1항에 따른 분리된 항체의 유효량을 사람 환자에게 투여함을 포함하여, 사람 환자의 종양을 치료하는 방법.

청구항 22 

제1항의 분리된 항체를 포함하는, EGFR이 이상 발현되거나 EGFR이 절두형 단백질 형태로 발현되는 종양의 진단
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용 키트.

청구항 23 

제22항에 있어서, 시약 및/또는 사용설명서를 추가로 포함하는, EGFR이 이상 발현되거나 EGFR이 절두형 단백질

형태로 발현되는 종양의 진단용 키트.

청구항 24 

제1항에 따른 분리된 항체를 포함하는 약제학적 조성물.

청구항 25 

제24항에 있어서, 약제학적으로 허용되는 비히클, 담체 또는 희석제를 추가로 포함하는, 약제학적 조성물.

청구항 26 

제24항에 있어서, 화학치료제, 항-EGFR 항체, 방사능면역치료제 및 이들의 병용물로 이루어진 그룹 중에서 선택

되는 항암제를 추가로 포함하는, 약제학적 조성물.

청구항 27 

제26항에 있어서, 상기 화학치료제가 티로신 키나제 억제제, 인산화 캐스캐이드 억제제, 해독후 조절제, 세포

성장 또는 분열 억제제(예: 항유사분열제), 시그널 전달 억제제 및 이들의 병용물로 이루어진 그룹 중에서 선택

되는, 약제학적 조성물.

청구항 28 

제27항에 있어서, 상기 티로신 키나제 억제제가 AG1478, ZD1839, STI571, OSI-774, SU-6668 및 이들의 병용물

로 이루어진 그룹 중에서 선택되는, 약제학적 조성물.

청구항 29 

제26항에 있어서, 상기 항-EGFR 항체가 항-EGFR 항체 528, 225, SC-03, DR8.3, L8A4, Y10, ICR62, ABX-EGF 및

이들의 병용물로 이루어진 그룹 중에서 선택되는, 약제학적 조성물.

청구항 30 

제24항에 따른 약제학적 조성물의 치료학적 유효량을 포유동물에게 투여함을 포함하여, 포유동물의 암을 예방

및/또는 치료하는 방법.

청구항 31 

제24항에 따른 약제학적 조성물의 치료학적 유효량을 포유동물에게 투여함을 포함하여, 포유동물에서 이상 발현

된 EGFR을 생산하는 뇌-상주성 암(brain-resident cancer)을 치료하는 방법.

청구항 32 

제30항에 있어서, 상기 뇌-상주성 암이 아교모세포종, 수질모세포종, 수막종, 신생물 성상세포종 및 신생물 동

정맥 기형으로 이루어진 그룹 중에서 선택되는, 포유동물에서 이상 발현된 EGFR을 생산하는 뇌-상주성 암을 치

료하는 방법.

청구항 33 

제1항의 분리된 항체를 암호화하는 재조합 DNA 분자로 형질전환된 단세포 숙주.

청구항 34 

제1항의 분리된 항체를 암호화하는 재조합 DNA 분자로 형질전환된 단세포 숙주로서, 상기 단세포 숙주가 조직

배양물  중의  이.콜라이(E.  coli),  슈도모나스(Pseudomonas),  바실러스(Bacillus),  스트렙토마이세스

(Streptomyces), 효모, CHO, YB/20, NSO, SP2/0, R1.1, B-W, L-M, COS 1, COS 7, BSC1, BSC40 및 BMT10 세포,
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식물 세포, 곤충 세포 및 사람 세포로 이루어진 그룹 중에서 선택되는, 단세포 숙주.

청구항 35 

증폭된 EGFR, de2-7EGFR 또는 고 만노스 글리코실화를 보유한 EGFR의 존재를 검출하는 방법으로서, (a) 증폭된

EGFR, de2-7EGFR 또는 고 만노스 글리코실화를 보유한 EGFR의 존재가 의심되는 포유동물 유래의 생물학적 샘플

을, 제1항의 분리된 항체에의 상기 EGFR의 결합이 일어나게 하는 조건 하에, 상기 분리된 항체와 접촉시키고;

(b) 상기 샘플 유래의 상기 EGFR과 상기 분리된 항체 사이에 결합이 일어났는지 여부를 검출함에 의해, 상기

EGFR을 측정하고, 결합의 검출은 상기 샘플 중의 상기 EGFR의 존재 또는 활성을 나타내는, 방법.

청구항 36 

제35항의 방법에 따라 EGFR의 존재 또는 활성을 검출함을 포함하는 포유동물의 암을 검출하는 방법으로서, 상기

EGFR의 존재의 검출은 상기 포유동물 내의 종양 또는 암의 존재를 나타내는, 방법.

청구항 37 

EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중 카피를 함유한다)

및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항체로서, 상기 항체

는 서열번호 42에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 중쇄와 서열번호 47

에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 경쇄를 포함하는, 분리된 항체.

청구항 38 

제37항에 있어서, 상기 항체의 상기 중쇄는 서열번호 42에 제시한 아미노산 서열을 포함하고, 상기 항체의 상기

경쇄는 서열번호 47에 제시한 아미노산 서열을 포함하는, 분리된 항체.

청구항 39 

EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중 카피를 함유한다)

및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항체로서, 상기 항체

는 중쇄 및 경쇄를 포함하고, 상기 중쇄의 가변 영역은 서열번호 44, 45 및 46에 제시한 아미노산 서열에 매우

상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하고, 상기 경쇄의 가변 영역은 서열

번호 49, 50 및 51에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메

인 영역을 포함하는, 분리된 항체.

청구항 40 

EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중 카피를 함유한다)

및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항체로서, 상기 항체

는 서열번호 129에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 중쇄와 서열번호

134에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 경쇄를 포함하는, 분리된 항체.

청구항 41 

제40항에 있어서, 상기 항체의 상기 중쇄가 서열번호 129에 제시한 아미노산 서열을 포함하고, 상기 항체의 상

기 경쇄가 서열번호 134에 제시한 아미노산 서열을 포함하는, 분리된 항체.

청구항 42 

EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중 카피를 함유한다)

및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항체로서, 상기 항체

는 중쇄 및 경쇄를 포함하고, 상기 중쇄의 가변 영역은 서열번호 130, 131 및 132에 제시한 아미노산 서열에 매

우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하고, 상기 경쇄의 가변 영역은

서열번호 135, 136 및 137에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결

합 도메인 영역을 포함하는, 분리된 항체.

청구항 43 
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EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중 카피를 함유한다)

및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항체로서, 상기 항체

는 서열번호 22에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 중쇄와 서열번호 27

에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 경쇄를 포함하는, 분리된 항체.

청구항 44 

제43항에 있어서, 상기 항체의 상기 중쇄가 서열번호 22에 제시한 아미노산 서열을 포함하고, 상기 항체의 상기

경쇄가 서열번호 27에 제시한 아미노산 서열을 포함하는, 분리된 항체.

청구항 45 

EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중 카피를 함유한다)

및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항체로서, 상기 항체

는 중쇄 및 경쇄를 포함하고, 상기 중쇄의 가변 영역은 서열번호 23, 24 및 25에 제시한 아미노산 서열에 매우

상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하고, 상기 경쇄의 가변 영역은 서열

번호 28, 29 및 30에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메

인 영역을 포함하는, 분리된 항체.

청구항 46 

EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중 카피를 함유한다)

및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항체로서, 상기 항체

는 서열번호 32에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 중쇄와 서열번호 37

에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 경쇄를 포함하는, 분리된 항체.

청구항 47 

제46항에 있어서, 상기 항체의 상기 중쇄가 서열번호 32에 제시한 아미노산 서열을 포함하고, 상기 항체의 상기

경쇄가 서열번호 37에 제시한 아미노산 서열을 포함하는, 분리된 항체.

청구항 48 

EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중 카피를 함유한다)

및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항체로서, 상기 항체

는 중쇄 및 경쇄를 포함하고, 상기 중쇄의 가변 영역은 서열번호 33, 34 및 35에 제시한 아미노산 서열에 매우

상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하고, 상기 경쇄의 가변 영역은 서열

번호 38, 39 및 40에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메

인 영역을 포함하는, 분리된 항체.

청구항 49 

EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중 카피를 함유한다)

및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항체로서, 상기 항체

는 서열번호 13의 아미노산 서열로 이루어진 de2-7 EGFR 연접 펩타이드에 결합하지 않고, 상기 항체는 사람 야

생형 EGFR의 잔기 287-302(서열번호 14)의 서열 내의 에피토프에 결합하며,

상기 항체는 중쇄 및 경쇄를 포함하고, 상기 경쇄의 가변 영역은 하기 서열식 (I)에 제시한 아미노산 서열에 대

응하는 아미노산 서열을 보유하는 제1 폴리펩타이드 결합 도메인 영역; 하기 서열식 (II)에 제시한 아미노산 서

열에 대응하는 아미노산 서열을 보유하는 제2 폴리펩타이드 결합 도메인 영역; 및 하기 서열식 (III)에 제시한

아미노산 서열에 대응하는 아미노산 서열을 보유하는 제3 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하고;

상기 중쇄의 가변 영역은 하기 서열식 (IV)에 제시한 아미노산 서열에 대응하는 아미노산 서열을 보유하는 제1

폴리펩타이드 결합 도메인 영역; 하기 서열식 (V), (VI) 또는 (VII)에 제시한 아미노산 서열에 대응하는 아미노

산 서열을 보유하는 제2 폴리펩타이드 결합 도메인 영역; 및 하기 서열식 (VIII)에 제시한 아미노산 서열에 대

응하는 아미노산 서열을 보유하는 제3 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하며;

상기 항체는 서열번호 2에 제시한 아미노산 서열을 보유하는 중쇄 가변 영역 서열을 포함하지 않고, 서열번호 4
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에 제시한 아미노산 서열을 보유하는 경쇄 가변 영역 서열을 포함하지 않는, 분리된 항체:

서열식 (I)

HSSQDIXaa1SNIG

(여기서, Xaa1은 비하전된 극성 R 그룹을 보유하는 아미노산 잔기이다);

서열식 (II)

HGTNLXaa2D

(여기서, Xaa2는 하전된 극성 R 그룹을 보유하는 아미노산 잔기이다);

서열식 (III)

VQYXaa3QFPWT

(여기서, Xaa3은 A, G, 및 A 또는 G 대신 보존적 치환되는 아미노산 잔기로 이루어진 그룹 중에서 선택된다);

서열식 (IV)

SDXaa4AWN

(여기서, Xaa4는 F, Y, 및 F 또는 Y 대신 보존적 치환되는 아미노산 잔기로 이루어진 그룹 중에서 선택된다);

서열식 (V)

YISYSGNTRYXaa5PSLKS

(여기서, Xaa5는 비하전된 극성 R 그룹을 보유하는 아미노산 잔기이다);

서열식 (VI)

YISYSXaa6NTRYNPSLKS

(여기서, Xaa6은 G, A, 및 G 또는 A 대신 보존적 치환되는 아미노산 잔기로 이루어진 그룹 중에서 선택된다);

서열식 (VII)

YISYSGNTRYNPSLXaa7S

(여기서, Xaa7은 염기성 아미노산 잔기이다);

서열식 (VIII)

Xaa8TAGRGFPY

(여기서, Xaa8은 V, A, 및 V 또는 A 대신 보존적 치환되는 아미노산 잔기로 이루어진 그룹 중에서 선택된다).

청구항 50 

제49항에 있어서, Xaa1이 N이고; Xaa2가 D이고; Xaa3이 A이고; Xaa4가 F이고; Xaa5가 비하전된 극성 R 그룹을 보

유하는 아미노산 잔기이고; Xaa6이 G이고; Xaa7이 K이고; Xaa8이 V인, 분리된 항체.

청구항 51 

제50항에 있어서, Xaa5가 N 또는 Q인, 분리된 항체.

청구항 52 

제49항에 있어서, Xaa1이 N 또는 S인, 분리된 항체.
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청구항 53 

제49항에 있어서, Xaa2가 D 또는 E인, 분리된 항체.

청구항 54 

제49항에 있어서, Xaa3이 A 또는 G인, 분리된 항체.

청구항 55 

제49항에 있어서, Xaa4가 F 또는 Y인, 분리된 항체.

청구항 56 

제49항에 있어서, Xaa5가 N 또는 Q인, 분리된 항체.

청구항 57 

제49항에 있어서, Xaa6이 G 또는 A이고, Xaa7이 독립적으로 K 또는 R인, 분리된 항체.

청구항 58 

제49항에 있어서, Xaa8이 V 또는 A인, 분리된 항체.

청구항 59 

제49항에 있어서, 상기 분리된 항체가 항체 F(ab')2, scFv 단편, 이중항체, 삼중항체 또는 사중항체 형태인, 분

리된 항체.

청구항 60 

제49항에 있어서, 검출성 또는 기능성 표지를 추가로 포함하는, 분리된 항체.

청구항 61 

제60항에 있어서, 상기 검출성 또는 기능성 표지가, 공유 부착된 약물인, 분리된 항체.

청구항 62 

제60항에 있어서, 상기 표지가 방사능표지인, 분리된 항체.

청구항 63 

제49항에 있어서, 상기 분리된 항체가 페길화된, 분리된 항체.

청구항 64 

제49항의 분리된 항체를 암호화하는 서열을 포함하는 분리된 핵산.

청구항 65 

제49항에 따른 분리된 항체를 제조하는 방법으로서, 상기 항체의 발현을 유발시키는 조건 하에 핵산을 발현시키

고, 상기 항체를 회수함을 포함하는, 방법.

청구항 66 

제49항에 따른 분리된 항체의 유효량을 사람 환자에게 투여함을 포함하여, 사람 환자의 종양을 치료하는 방법.

청구항 67 

제49항의 분리된 항체를 포함하는, EGFR이 이상 발현되거나 EGFR이 절두형 단백질 형태로 발현되는 종양의 진단
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용 키트.

청구항 68 

제67항에 있어서, 시약 및/또는 사용설명서를 추가로 포함하는, EGFR이 이상 발현되거나 EGFR이 절두형 단백질

형태로 발현되는 종양의 진단용 키트.

청구항 69 

제49항에 따른 분리된 항체를 포함하는 약제학적 조성물.

청구항 70 

제69항에 있어서, 약제학적으로 허용되는 비히클, 담체 또는 희석제를 추가로 포함하는, 약제학적 조성물.

청구항 71 

제69항에 있어서, 화학치료제, 항-EGFR 항체, 방사능면역치료제 및 이들의 병용물로 이루어진 그룹 중에서 선택

되는 항암제를 추가로 포함하는, 약제학적 조성물.

청구항 72 

제71항에 있어서, 상기 화학치료제가 티로신 키나제 억제제, 인산화 캐스캐이드 억제제, 해독후 조절제, 세포

성장 또는 분열 억제제(예: 항유사분열제), 시그널 전달 억제제 및 이들의 병용물로 이루어진 그룹 중에서 선택

되는, 약제학적 조성물.

청구항 73 

제72항에 있어서, 상기 티로신 키나제 억제제가 AG1478, ZD1839, STI571, OSI-774, SU-6668 및 이들의 병용물

로 이루어진 그룹 중에서 선택되는, 약제학적 조성물.

청구항 74 

제71항에 있어서, 상기 항-EGFR 항체가 항-EGFR 항체 528, 225, SC-03, DR8.3, L8A4, Y10, ICR62, ABX-EGF 및

이들의 병용물로 이루어진 그룹 중에서 선택되는, 약제학적 조성물.

청구항 75 

제69항에 따른 약제학적 조성물의 치료학적 유효량을 포유동물에게 투여함을 포함하여, 포유동물의 암을 예방

및/또는 치료하는 방법.

청구항 76 

제69항에 따른 약제학적 조성물의 치료학적 유효량을 포유동물에게 투여함을 포함하여, 포유동물에서 이상 발현

된 EGFR을 생산하는 뇌-상주성 암을 치료하는 방법.

청구항 77 

제76항에 있어서, 상기 뇌-상주성 암이 아교모세포종, 수질모세포종, 수막종, 신생물 성상세포종 및 신생물 동

정맥 기형으로 이루어진 그룹 중에서 선택되는, 포유동물에서 이상 발현된 EGFR을 생산하는 뇌-상주성 암을 치

료하는 방법.

청구항 78 

제49항의 분리된 항체를 암호화하는 재조합 DNA 분자로 형질전환된 단세포 숙주.

청구항 79 

제49항의 분리된 항체를 암호화하는 재조합 DNA 분자로 형질전환된 단세포 숙주로서, 상기 단세포 숙주가 조직

배양물 중의 이.콜라이, 슈도모나스, 바실러스, 스트렙토마이세스, 효모, CHO, YB/20, NSO, SP2/0, R1.1, B-W,

L-M, COS 1, COS 7, BSC1, BSC40 및 BMT10 세포, 식물 세포, 곤충 세포 및 사람 세포로 이루어진 그룹 중에서
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선택되는, 단세포 숙주.

청구항 80 

증폭된 EGFR, de2-7EGFR 또는 고 만노스 글리코실화를 보유한 EGFR의 존재를 검출하는 방법으로서, (a) 증폭된

EGFR, de2-7EGFR 또는 고 만노스 글리코실화를 보유한 EGFR의 존재가 의심되는 포유동물 유래의 생물학적 샘플

을, 제49항의 분리된 항체에의 상기 EGFR의 결합이 일어나게 하는 조건 하에, 상기 분리된 항체와 접촉시키고;

(b) 상기 샘플 유래의 상기 EGFR과 상기 분리된 항체 사이에 결합이 일어났는지 여부를 검출함에 의해, 상기

EGFR을 측정하고, 결합의 검출은 상기 샘플 중의 상기 EGFR의 존재 또는 활성을 나타내는, 방법.

청구항 81 

제80항의 방법에 따라 EGFR의 존재 또는 활성을 검출함을 포함하는 포유동물의 암을 검출하는 방법으로서, 상기

EGFR의 존재의 검출은 상기 포유동물 내의 종양 또는 암의 존재를 나타내는, 방법.

청구항 82 

EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중 카피를 함유한다)

및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항체로서, 상기 항체

는 서열번호 13의 아미노산 서열로 이루어진 de2-7 EGFR 연접 펩타이드에 결합하지 않고, 상기 항체는 사람 야

생형 EGFR의 잔기 273-501의 서열 내의 에피토프에 결합하며,

상기 항체는 중쇄 및 경쇄를 포함하고, 상기 경쇄의 가변 영역은 아미노산 서열 HSSQDINSNIG(서열번호 18)를 보

유하는 제1 폴리펩타이드 결합 도메인 영역; 아미노산 서열 HGTNLDD(서열번호 19)를 보유하는 제2 폴리펩타이드

결합 도메인 영역; 및 아미노산 서열 VQYAQFPWT(서열번호 20)를 보유하는 제3 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을

포함하고;

상기 중쇄의 가변 영역은 아미노산 서열 SDFAWN(서열번호 15)을 보유하는 제1 폴리펩타이드 결합 도메인 영역;

하기 서열식 (IX)에 제시한 아미노산 서열에 대응하는 아미노산 서열을 보유하는 제2 폴리펩타이드 결합 도메인

영역; 및 아미노산 서열 VTAGRGFPY(서열번호 17)을 보유하는 제3 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하는,

분리된 항체:

서열식 (IX)

YISYSGNTRYXaa9PSLKS

(여기서, Xaa9는 비하전된 극성 R 그룹을 보유하는 아미노산 잔기이다).

청구항 83 

제82항에 있어서, 상기 항체가 사람 야생형 EGFR의 잔기 287-302(서열번호 14)의 서열 내의 에피토프에 결합하

는, 분리된 항체.

청구항 84 

제82항에 있어서, Xaa9가 N 또는 Q인, 분리된 항체.

청구항 85 

제82항에 있어서, 상기 결합 도메인 영역이 사람 항체 골격에 의해 운반되는, 분리된 항체.

청구항 86 

제85항에 있어서, 상기 사람 항체 골격이 사람 IgG1 항체 골격인, 분리된 항체.

발명의 설명

기 술 분 야
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관련 출원 데이터[0001]

본 국제 PCT 특허 출원은 2009년 2월 18일에 출원된 미국 특허출원 제12/388,504호에 대해 우선권을 주장하며,[0002]

이의 교시 전체는 본원에 참고 인용된다. 본 국제 PCT 특허 출원은 또한 2002년 5월 13일에 출원된 미국 특허출

원 제10/145,598호(현재, 2009년 9월 15일자로 등록된 미국 특허 제7,589,180호); 2001년 5월 11일에 출원된

미국 임시특허출원 제60/290,410호; 2001년 9월 28일에 출원된 미국 임시특허출원 제60/326,019호; 2001년 12

월  21일에  출원된  미국  임시특허출원  제60/342,258호;  2002년  5월  13일에  출원된  국제  PCT  특허출원  제

PCT/US02/15185호(2002년 11월 21일에 WO 02/092771로 공개됨); 2008년 8월 14일에 출원된 국제 PCT 특허출원

제PCT/US2008/009771호(2009년 2월 19일에 WO 2009/023265로 공개됨); 및 2007년 8월 14일에 출원된 미국 임시

특허출원 제60/964,715호의 각 교시 전체를 참고인용한다.

발명의 분야[0003]

본 발명은 증폭된 상피 성장인자 수용체(EGFR) 및 EGFR의 엑손 2 내지 7의 프레임내 결실부에 결합하여 세포외[0004]

도메인으로부터 267개 아미노산이 결손된 절두형 EGFR 수용체(de2-7 EGFR)를 산출하는, 특이적 결합 구성원, 특

히 항체 및 이의 단편에 관한 것이다. 구체적으로, 상기 특이적 결합 구성원, 특히 항체 및 이의 단편에 의해

인식되는 에피토프는 이상 해독후 변형 시 증가되거나 분명해진다. 이러한 특이적 결합 구성원은 암의 진단 및

치료에 유용하다. 또한, 본 발명의 결합 구성원은 화학요법 또는 항암제 및/또는 다른 항체 또는 이의 단편과

함께 치료법에 사용될 수도 있다.

배 경 기 술

화학치료 수단에 의한 증식성 질환, 특히 암의 치료는 사람 또는 동물 체내의 표적 증식 세포 및 다른 정상 세[0005]

포에서의 차이를 개발하는데 의존적이다. 예를 들어, 많은 화학제는 빠르게 복제하는 DNA에 의해 흡수되도록 설

계되어, DNA 복제 및 세포 분열 과정을 방해한다. 다른 접근법은 발달된 사람 조직, 예컨대 종양 항원 또는 배

아 항원에서 정상적으로 발현되지 않는 종양 세포 또는 다른 비정상 세포의 표면에서 항원을 확인하는 것이다.

이러한 항원은 항원을 차단하거나 중화시킬 수 있는 항체와 같은 결합 단백질로 표적화될 수 있다. 또한, 항체

및 이의 단편을 비롯한 결합 단백질은 종양 부위에서 독성 제제를 직접 또는 간접적으로 활성화시킬 수 있는 독

성 제제 또는 다른 물질을 전달할 수 있다.

EGFR은  많은  종류의  상피  종양에서  과발현되기  때문에  종양-표적화된  항체  치료법에  매력적인  표적이다[0006]

(Voldborg  et  al.(1997).  Epidermal  growth  factor  receptor  (EGFR)  and  EGFR  mutations,  function  and

possible  role  in  clinical  trials.  Ann  Oncol.  8,  1197-206;  den  Eynde,  B.  and  Scott,  A.  M.  Tumor

Antigens.  In:  P.  J.  Delves  and  I.  M.  Roitt  (eds.),  Encyclopedia  of  Immunology,  Second  Edition,  pp.

2424-31. London: Academic Press (1998)). 더욱이, EGFR의 발현은 많은 종양 종류, 예컨대 위, 결장, 방광,

유방, 전립선, 내막, 신장 및 뇌(예: 신경아교종)의 나쁜 예후와 연관이 있다. 결과적으로, 많은 EGFR 항체가

문헌에 보고되었고,  몇몇은 임상 평가 중이다(Baselga  et  al.  (2000)  Phase  I  Studies  of  Anti-Epidermal

Growth Factor Receptor Chimeric Antibody C225 Alone and in Combination With Cisplatin. J. Clin. Oncol.

18, 904; Faillot et al. (1996): A phase I study of an anti-epidermal growth factor receptor monoclonal

antibody  for  the  treatment  of  malignant  gliomas. Neurosurgery. 39, 478-83; Seymour, L. (1999) Novel

anti-cancer agents in development: exciting prospects and new challenges. Cancer Treat. Rev. 25, 301-

12)).

두경부암, 편평세포 폐암, 뇌 신경아교종 및 악성 성상세포종 환자에서 EGFR mAb를 이용한 연구의 결과는 고무[0007]

적이었다. 대부분의 EGFR 항체의 항종양 활성은 리간드 결합을 차단하는 능력에 의해 증강된다(Sturgis et al.

(1994)  Effects  of  antiepidermal  growth  factor  receptor  antibody  528  on  the  proliferation  and

differentiation of head and neck cancer. Otolaryngol. Head Neck. Surg. 111, 633-43; Goldstein et al.

(1995) Biological efficacy of a chimeric antibody to the epidermal growth factor receptor in a human

tumor xenograft model. Clin. Cancer Res. 1, 1311-8). 이러한 항체는 세포 증식 조절 및 항체 의존적 면역

기능(예: 보체 활성화)을 통해 자신의 효능을 매개할 수 있다. 하지만, 이러한 항체의 사용은 간 및 피부와 같

이 EGFR의 높은 내인성 수준을 보유하는 기관에서 흡수되어 제한될 수 있다(Baselga et al., 2000; Faillot et

al., 1996).

또한, EGFR 유전자의 증폭(즉, EGFR 유전자의 다중 카피)을 함유하는 종양의 상당한 비율은 de2-7 EGFR, △EGFR[0008]

또는 △2-7(이 용어들은 본원에서 호환 사용됨)로 알려진 수용체의 절두형(Wikstrand et al. (1998) The class
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III  variant  of  the  epidermal  growth  factor  receptor  (EGFR):  characterization  and  utilization  as  an

immunotherapeutic  target.   J.  Neurovirol.  4,  148-158)을  공동발현한다(Olapade-Olaopa  et  al.  (2000)

Evidence for the differential expression of a variant EGF receptor protein in human prostate cancer.

Br. J. Cancer. 82, 186-94). de2-7 EGFR에서 관찰되는 재배열은 엑손 2-7에 걸쳐 있는 801개 뉴클레오타이드

가 결손된 프레임내 성숙 mRNA를  생산한다(Wong  et  al.  (1992)  Structural  alterations  of  the  epidermal

growth factor receptor gene in human gliomas. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A. 89, 2965-9; Yamazaki et

al.  (1990)  A  deletion  mutation  within  the  ligand  binding  domain  is  responsible  for  activation  of

epidermal growth factor receptor gene in human brain tumors. Jpn. J. Cancer Res. 81, 773-9; Yamazaki

et  al.  (1988)  Amplification  of  the  structurally  and  functionally  altered  epidermal  growth  factor

receptor  gene  (c-erbB)  in  human  brain  tumors.  Mol.  Cell  Biol.  8,  1816-20;  Sugawa  et  al.  (1990)

Identical splicing of aberrant epidermal growth factor receptor transcripts from amplified rearranged

genes in human glioblastomas. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87, 8602-6). 대응하는 EGFR 단백질은 세포외

도메인의 잔기 6-273 및 융합 연접부에 신규 글리신 잔기를 함유하는 267개 아미노산 결실을 보유한다(Sugawa

et  al.,  1990).  글리신  잔기의  삽입과  함께  상기  결실은 결실 계면에 독특한 연접부 펩타이드를 생산한다

(Sugawa et al., 1990).

de2-7  EGFR은  신경아교종,  유방암,  폐암,  난소암  및  전립선암을  비롯한  다수의  종양  종류에서  보고되었다[0009]

(Wikstrand et al. (1997) Cell surface localization and density of the tumor-associated variant of the

epidermal  growth  factor  receptor,  EGFRvIII.  Cancer  Res.  57,  4130-40;  Olapade-Olaopa  et  al.  (2000)

Evidence for the differential expression of a variant EGF receptor protein in human prostate cancer.

Br.  J.  Cancer.  82,  186-94;  Wikstrand,  et  al.  (1995)  Monoclonal  antibodies  against  EGFRvIII  in  are

tumor specific and react with breast and lung carcinomas and malignant gliomas. Cancer Res. 55, 3140-

8; Garcia de Palazzo et al. (1993) Expression of mutated epidermal growth factor receptor by non-small

cell lung carcinomas. Cancer Res. 53, 3217-20). 이러한 절두형 수용체는 리간드에 결합하지 않지만, 낮은

구성적 활성을 보유하고 누드 마우스에서 종양 이종이식편으로 성장한 신경아교종 세포에 상당한 성장 이점을

부여하고(Nishikawa  et  al.  (1994)  A  mutant  epidermal  growth  factor  receptor  common  in  human  glioma

confers enhanced tumorigenicity. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91, 7727-31), NIH3T3 세포(Batra et al.

(1995)  Epidermal  growth  factor  ligand  independent,  unregulated,  cell-transforming  potential  of  a

naturally occurring human mutant EGFRvIII gene. Cell Growth Differ. 6, 1251-9) 및 MCF-7 세포를 형질전

환시킬 수 있다. 신경아교종 세포에서 de2-7 EGFR에 의해 활용되는 세포 기전은 완전히 밝혀지지 않았지만, 아

폽토시스 감소(Nagane et al. (1996) A common mutant epidermal growth factor receptor confers enhanced

tumorigenicity on human glioblastoma cells by increasing proliferation and reducing apoptosis. Cancer

Res. 56, 5079-86) 및 소량의 증식 증강(Nagane et al., 1996)을 포함한다.

이러한 절두형 수용체의 발현은 종양 세포에 제한되기 때문에, 항체 치료법에서 매우 특이적인 표적이다. 따라[0010]

서,  많은 연구진들은 de2-7  EGFR의  독특한 펩타이드에 특이적인 폴리클로널(Humphrey  et  al.  (1990)  Anti-

synthetic peptide antibody reacting at the fusion junction of deletion mutant epidermal growth factor

receptors in human glioblastoma. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87, 4207-11) 및 모노클로널(Wikstrand et

al. (1995)  Monoclonal antibodies against EGFRvIII are tumor specific and react with breast and lung

carcinomas  and  malignant  gliomas;  Okamoto  et  al.  (1996)  Monoclonal  antibody  against  the  fusion

junction of a deletion-mutant epidermal growth factor receptor. Br. J. Cancer. 73, 1366-72; Hills et

al.  (1995)  Specific  targeting  of  a  mutant,  activated  EGF  receptor  found  in  glioblastoma  using  a

monoclonal antibody. Int. J. Cancer. 63, 537-43) 항체의 생성을 보고했다. 독특한 de2-7 펩타이드로 면역화

후에 분리된 일련의 마우스 mAb는 모두 누드 마우스에서 성장한 표적화된 de2-7 EGFR 양성 이종이식편과 절두형

수용체에 대해 선택성과 특이성을 보였다(Wikstrand et al. (1995); Reist et al. (1997) Improved targeting

of an anti-epidermal growth factor receptor variant III monoclonal antibody in tumor xenografts after

labeling  using  N-succinimidyl  5-iodo-3-pyridinecarboxylate.  Cancer  Res.  57,  1510-5;  Reist  et  al.

(1995) Tumor-specific anti-epidermal growth factor receptor variant III monoclonal antibodies: use of

the  tyramine-cellobiose  radioiodination  method  enhances  cellular  retention  and  uptake  in  tumor

xenografts. Cancer Res. 55, 4375-82).

하지만, de2-7 EGFR 항체의 1가지 잠재적 단점은 EGFR 유전자의 증폭을 나타내는 일정 비율의 종양만이 de2-[0011]

7EGFR을  발현한다는  점이다(Ekstrand  et  al.  (1992)  Amplified  and  rearranged  epidermal  growth  factor
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receptor genes in human glioblastomas reveal deletions of sequences encoding portions of the N-and/or

C-terminal tails. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A. 89, 4309-13). de2-7 EGFR을 함유하는 종양의 정확한 비율

은 완전하게 확정된 것이 없는데, 그 이유는 다른 기술(즉, PCR 대 면역조직화학) 및 다양한 항체의 사용이 그

존재의 빈도에 대한 매우 광범위한 보고 값을 제공했기 때문이다. 공개된 데이터는 약 25 내지 30%의 신경아교

종이 de2-7 EGFR을 발현하고, 이 발현은 역형성 성상세포종에서 가장 낮고 다형성 아교모세포종에서 가장 높다

는 것을 나타낸다(Wong et al. (1992); Wikstrand et al. (1998) The class III variant of the epidermal

growth  factor  receptor  (EGFR):  characterization  and  utilization  as  an  immunotherapeutic  target.  J.

Neurovirol.  4,  148-58;  Moscatello  et  al.  (1995)  Frequent  expression  of  a  mutant  epidermal  growth

factor receptor in multiple human tumors. Cancer Res. 55, 5536-9). de2-7 EGFR 발현 신경아교종 내에서 양

성 세포의 비율은 37-86% 범위로 보고되어 있다(Wikstrand et al. (1997)). 27%의 유방 암종과 17%의 폐암은

de2-7  EGFR  양성인 것으로 발견되었다(Wikstrand  et  al.  (1997);  Wikstrand  et  al.  (1995);  Wikstrand  et

al.(1998); 및 Hills et al., 1995). 따라서, de2-7 EGFR 특이적 항체는 일정 비율의 EGFR 양성 종양에서만 유

용한 것으로 생각할 수 있을 것이다.

따라서, EGFR 항체 활성에 대한 현존하는 증거는 고무적이지만, 앞에서 생각된 적용가능 범위 및 효능에 대한[0012]

관찰된 제한은 여전히 남아 있다. 따라서, 광범위한 종양에 효능을 입증하는 항체 및 유사 제제를 개발하는 것

이 필요하며, 이는 본 발명이 지향하는 목적 달성을 위한 것이다.

본원에 인용된 문헌들은 이것이 본 발명에 대해 선행 기술이라는 인정으로서 간주되지 않아야 할 것이다.[0013]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 야생형 EGFR과 어떠한 아미노산 서열 변경 또는 치환도 나타내지 않고 종양발생성, 과증식성 또는 비[0014]

정상 세포에서 발견되고 정상 세포 또는 야생형 세포에서는 일반적으로 검출할 수 없는 EGFR 에피토프를 인식하

는 분리된 특이적 결합 구성원, 특히 항체 또는 이의 단편을 제공한다(본원에 사용된 "야생형 세포"란 용어는

내인성 EGFR을 발현하되, de2-7 EGFR은 발현하지 않는 세포를 고려하며, 이 용어는 특히 EGFR 유전자를 과발현

하는 세포는 배제한다; "야생형"이란 용어는 비정상 또는 종양발생성 세포보다 정상 세포에 존재하는 유전자형

또는 표현형 또는 다른 특징을 의미한다). 또 다른 관점에서, 본 발명은 종양발생성, 과증식성 또는 비정상 세

포에서 발견되고 일반적으로 정상 세포 또는 야생형 세포에서 검출할 수 없으며 이상 해독후 변형 또는 이상 발

현 시에 증가되거나 또는 분명한 EGFR 에피토프를 인식하는 특이적 결합 구성원, 구체적으로 항체 또는 이의 단

편을 제공한다.  본 명세서에 제공된 비제한적 특정예에서,  EGFR  에피토프는 해독후 변형이 야생형 세포에서

EGFR의 정상 발현 시에 관찰되는 정도까지 충분하지 않거나 완전하지 않은 경우에 EGFR 에피토프가 증가되거나

분명하다. 한 관점에서, EGFR 에피토프는 초기 또는 단순 탄수화물 변형 또는 초기 글리코실화, 특히 높은 만노

스 변형 후에 증가되거나 분명하고, 복합 탄수화물 변형의 존재 시에는 감소되거나 분명하지 않다.

항체 또는 이의 단편, 예컨대 면역원성 단편일 수 있는 특이적 결합 구성원은 이상 발현의 부재 및 정상 EGFR[0015]

해독후 변형의 존재 하에 정상 또는 야생형 EGFR 에피토프를 함유하는 정상 세포 또는 야생형 세포에 실질적으

로 결합하거나 이를 인식하지 못한다.

더 상세하게는, 본 발명의 특이적 결합 구성원은 항체 또는 이의 단편일 수 있는데, 이는 특히 이상 해독후 변[0016]

형의 존재 하에, EGFR을 과발현(예컨대, EGFR 유전자가 증폭된다)하거나 de2-7 EGFR을 발현하는 세포에 존재하

고, 특히 정상 해독후 변형의 존재 하에 정상 조건 하에 EGFR을 발현하는 세포에서 일반적으로 검출할 수 없는

EGFR 에피토프를 인식한다.

본 발명자들은 이상 발현된 EGFR을 특이적으로 인식하는, 본원에서 mAb806, ch806, hu806, mAb175, mAb124 및[0017]

mAb1133으로 표시한 항체를 예로 들은 신규 모노클로널 항체를 발견했다. 특히, 본 발명의 항체는 종양발생성,

과증식성 또는 비정상 세포에서 발견되고 일반적으로 정상 세포 또는 야생형 세포에서 검출할 수 없으며 이상

해독후 변형 시에 증가하거나 또는 분명한 EGFR 에피토프를 인식한다. 또한, 본 발명의 신규 항체는 증폭된 야

생형 EGFR 및 de2-7 EGFR을 인식하나, de2-7 EGFR 돌연변이의 독특한 연접 펩타이드와 다른 에피토프에 결합한

다. 본 발명의 항체는, 특히 이상 해독후 변형 후, 증폭된 EGFR 및 돌연변이 EGFR(본원에서 de2-7 돌연변이로

예시됨)을 비롯한 이상 발현된 EGFR을 특이적으로 인식한다. 또한, 이러한 항체들은 EGFR의 정상 양을 발현하는

신경아교종 세포주의 세포 표면에서 발현되는 EGFR을 인식하지 않는 반면, ELISA 플레이트의 표면에 고정화된

EGFR(sEGFR)의 세포외 도메인에 결합하여, 입체형태적 에피토프의 인식을 시사한다. 이 항체들은 EGFR 유전자의
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증폭을 보유하나, de2-7 EGFR을 발현하지 않는 A431 세포의 표면에 결합한다. 중요한 것은, 이러한 항체들은 내

인성 야생형(wt) EGFR의 발현 수준이 대부분의 다른 정상 조직에서보다 높으나 EGFR이 이상 발현되거나 증폭된

것은 아닌, 간 및 피부와 같은 정상 조직에는 유의적으로 결합하지 않았다.

본 발명의 항체는 이상 EGFR 발현, 예컨대 EGFR 증폭 및/또는 EGFR 돌연변이, 특히 de2-7EGFR이 존재하는 종양[0018]

또는 세포를 염색하거나 또는 다른 방식으로 인식하여 EGFR 종양 또는 종양발생성 세포의 성질을 특이적으로 분

류할 수 있다. 또한, 본 발명의 항체는 증폭된 EGFR을 함유하는 종양 및 de2-7 EGFR 양성 이종이식편에 대하여

유의적인 생체내 항종양 활성을 증명한다.

de2-7 EGFR 및 증폭된 EGFR에는 결합하지만, 정상 야생형 EGFR에는 결합하지 않는 상기 항체들의 독특한 특이성[0019]

은 종래 공지된 EGFR 항체로 관찰할 수 있는 정상 조직 흡수와 연관된 문제점 없이, 두경부암, 유방암, 전립선

암 및 신경아교종과 같은 다수의 종양 종류를 확인, 특성화 및 표적화하는 진단학적 및 치료요법적 용도를 제공

한다.

따라서, 본 발명은 연접 펩타이드와 상이한 에피토프에서 de2-7 EGFR에는 결합하지만, EGFR 유전자의 증폭 부재[0020]

하에 정상 세포에서 EGFR에 실질적으로 결합하지 않는 특이적 결합 단백질, 예컨대 항체를 제공한다. 증폭이란,

세포가 EGFR 유전자의 다중 카피를 포함하는 것을 의미하기도 한다.

본 발명의 항체에 의해 인식되는 에피토프는 성숙 정상 또는 야생형 EGFR 서열의 잔기 273-501을 함유하는 영역[0021]

내에 위치하고, 성숙 정상 또는 야생형 EGFR 서열의 잔기 287-302(서열번호 14)를 포함하는 것이 바람직하다.

따라서, EGFR 서열의 잔기 273-501 및/또는 287-302(서열번호 14)를 함유하는 영역 내에 위치한 에피토프에서

de2-7 EGFR에 결합하는 특이적 결합 단백질, 예컨대 항체도 제공한다. 이 에피토프는 당업자에게 공지된 임의의

통상적인 에피토프 매핑 기술로 결정할 수 있다. 대안적으로, 잔기 273-501 및/또는 287-302(서열번호 14)를 암

호화하는 DNA 서열을 분해할 수 있고, 이 단편을 적당한 숙주에서 발현시킬 수 있다. 항체 결합은 앞에서 언급

한 바와 같이 측정할 수 있다.

바람직한 관점에서, 항체는 본 발명자들이 확인하고 특성화한 항체, 특히 증폭된 EGFR 및 de2-7EGFR에서 발견되[0022]

는 것처럼 이상 발현된 EGFR을 인식하는 항체의 특성을 보유하는 것이다.

다른 관점에서, 본 발명은 본 발명의 항체의 VH 및 VL 서열을 보유하는 항체의 적어도 10%가 ELISA 분석에서 상[0023]

기 항체와의 경쟁에 의해 de2-7 EGFR에 대한 결합이 차단되는 조건 하에, 본 발명의 항체와 경쟁할 수 있는 항

체를 제공한다. 구체적으로, 항-유전자형(anti-idiotype) 항체가 고려되고 본원에 예시된다. 항-유전자형 항체

LMH-11, LMH-12 및 LMH-13이 본원에 제공된다.

항체의 이의 표적 항원에 대한 결합은 항체 중쇄 및 경쇄의 상보성-결정 영역(CDR)을 통해 매개되고, CDR3의 역[0024]

할이 특히 중요하다. 따라서, 본 발명의 항체의 중쇄 또는 경쇄 및 바람직하게는 두 쇄 모두의 CDR3 영역을 기

반으로 하는 특이적 결합 구성원은 생체내 치료법에 유용한 특이적 결합 구성원일 것이다.

따라서, 확인된 본 발명의 항체의 CDR,  특히 CDR3  영역을 기반으로 하는 항체와 같은 특이적 결합 단백질은[0025]

de2-7 EGFR 상태에 상관없이 증폭된 EGFR을 보유하는 종양을 표적화하는데 유용할 것이다. 본 발명의 항체는 정

상, 야생형 수용체에 유의적으로 결합하지 않으므로, 정상 조직에 유의적으로 흡수되지 않을 것이며, EGFR 항체

의 제한은 현재 개발 중이다.

다른 관점에서, 종양 세포가 다수의 EGFR 유전자 카피를 함유하는, EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양 상의[0026]

EGFR에 결합할 수 있고, EGFR 수용체의 절두형 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항체

를 제공하며, 이 항체는 서열번호 13의 아미노산 서열로 이루어진 de2-7 EGFR 연접 펩타이드에 결합하지 않고,

이 항체는 사람 야생형 EGFR의 잔기 287-302(서열번호 14)의 서열 내의 에피토프에 결합하며, 이 항체는 서열번

호 2에 제시한 아미노산 서열을 보유하는 중쇄 가변 영역 서열을 포함하지 않고 서열번호 4에 제시한 아미노산

서열을 보유하는 경쇄 가변 영역 서열을 포함하지 않는다.

다른 관점에서, 서열번호 42에 제시한 아미노산 서열을 보유하는 중쇄와 서열번호 47에 제시한 아미노산 서열을[0027]

보유하는 경쇄를 포함하는 분리된 항체를 제공한다.

다른 관점에서, 서열번호 129에 제시한 아미노산 서열을 보유하는 중쇄와 서열번호 134에 제시한 아미노산 서열[0028]

을 보유하는 경쇄를 포함하는 분리된 항체를 제공한다.

다른 관점에서, 서열번호 22에 제시한 아미노산 서열을 보유하는 중쇄와 서열번호 27에 제시한 아미노산 서열을[0029]
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보유하는 경쇄를 포함하는 분리된 항체를 제공한다.

다른 관점에서, 서열번호 32에 제시한 아미노산 서열을 보유하는 중쇄와 서열번호 37에 제시한 아미노산 서열을[0030]

보유하는 경쇄를 포함하는 분리된 항체를 제공한다.

다른 관점에서, 중쇄의 가변 영역이 서열번호 44, 45 및 46에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노산[0031]

서열을  보유하는  폴리펩타이드  결합  도메인  영역을  포함하는,  중쇄  및  경쇄를  함유하는  분리된  항체를

제공한다.

다른 관점에서, 경쇄의 가변 영역이 서열번호 49, 50 및 51에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노산[0032]

서열을  보유하는  폴리펩타이드  결합  도메인  영역을  포함하는,  중쇄  및  경쇄를  함유하는  분리된  항체를

제공한다.

다른 관점에서, 중쇄의 가변 영역이 서열번호 130, 131 및 132에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노[0033]

산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하는, 중쇄 및 경쇄를 함유하는 분리된 항체를 제공

한다.

다른 관점에서, 경쇄의 가변 영역이 서열번호 135, 136 및 137에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노[0034]

산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하는, 중쇄 및 경쇄를 함유하는 분리된 항체를 제공

한다.

다른 관점에서, 중쇄의 가변 영역이 서열번호 23, 24 및 25에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노산[0035]

서열을  보유하는  폴리펩타이드  결합  도메인  영역을  포함하는,  중쇄  및  경쇄를  함유하는  분리된  항체를

제공한다.

다른 관점에서, 경쇄의 가변 영역이 서열번호 28, 29 및 30에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노산[0036]

서열을  보유하는  폴리펩타이드  결합  도메인  영역을  포함하는,  중쇄  및  경쇄를  함유하는  분리된  항체를

제공한다.

다른 관점에서, 중쇄의 가변 영역이 서열번호 33, 34 및 35에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노산[0037]

서열을  보유하는  폴리펩타이드  결합  도메인  영역을  포함하는,  중쇄  및  경쇄를  함유하는  분리된  항체를

제공한다.

다른 관점에서, 경쇄의 가변 영역이 서열번호 38, 39 및 40에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노산[0038]

서열을  보유하는  폴리펩타이드  결합  도메인  영역을  포함하는,  중쇄  및  경쇄를  함유하는  분리된  항체를

제공한다.

다른 관점에서, 항체 F(ab')2, scFv 단편, 이중항체(diabody), 삼중항체(triabody) 또는 사중항체(tetrabody)[0039]

의 형태인 분리된 항체를 제공한다.

다른 관점에서, 검출성 또는 기능성 표지를 추가로 포함하는 분리된 항체를 제공한다.[0040]

다른 관점에서, 검출성 또는 기능성 표지는 공유 부착된 약물이다.[0041]

다른 관점에서, 표지는 방사능표지이다.[0042]

다른 관점에서, 페길화된 분리된 항체를 제공한다.[0043]

다른 관점에서, 본 명세서에서 언급된 분리된 항체를 암호화하는 서열을 포함하는 분리된 핵산을 제공한다.[0044]

다른 관점에서, 상기 언급한 바와 같은 핵산을 항체 발현을 유발시키는 조건 하에 발현시키는 단계 및 항체를[0045]

회수하는 단계를 포함하여, 분리된 항체를 제조하는 방법을 제공한다.

다른 관점에서, 본 명세서에서 언급한 분리된 항체의 유효량을 환자에게 투여하는 단계를 포함하여, 사람 환자[0046]

의 종양을 치료하는 방법을 제공한다.

다른 관점에서, 본 명세서에서 언급한 분리된 항체를 포함하는, EGFR이 이상 발현되거나 EGFR이 절두형 단백질[0047]

의 형태로 발현되는 종양의 진단용 키트를 제공한다.

다른 관점에서, 키트는 시약 및/또는 사용 설명서를 추가로 포함한다.[0048]

다른 관점에서, 본 명세서에서 언급한 분리된 항체를 함유하는 약제학적 조성물을 제공한다.[0049]
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다른 관점에서, 약제학적 조성물은 약제학적으로 허용되는 비히클, 담체 또는 희석제를 추가로 포함한다.[0050]

다른 관점에서, 약제학적 조성물은 추가로 화학요법제, 항-EGFR 항체, 방사성면역치료제 및 이들의 병용물로 이[0051]

루어진 그룹 중에서 선택되는 항암제를 포함한다.

다른 관점에서, 화학치료제는 티로신 키나제 억제제, 인산화 캐스캐이드 억제제, 해독후 조절제, 세포 성장 또[0052]

는 분열 억제제(예: 항-유사분열제), 시그널 전달 억제제 및 이들의 병용물로 이루어진 그룹 중에서 선택된다.

다른 관점에서, 티로신 키나제 억제제는 AG1478, ZD1839, STI571, OSI-774, SU-6668 및 이들의 병용물로 이루[0053]

어진 그룹 중에서 선택된다.

다른 관점에서, 항-EGFR 항체는 항-EGFR 항체 528, 225, SC-03, DR8.3, L8A4, Y10, ICR62, ABX-EGF 및 이들의[0054]

병용물로 이루어진 그룹 중에서 선택된다.

다른 관점에서, 본 명세서에 언급한 약제학적 조성물의 치료학적 유효량을 포유동물에게 투여하는 것을 포함하[0055]

여, 포유동물의 암을 예방 및/또는 치료하는 방법을 제공한다.

다른 관점에서, 본 명세서에 언급한 약제학적 조성물의 치료학적 유효량을 포유동물에게 투여하는 것을 포함하[0056]

여, 포유동물에서 이상 발현된 EGFR을 생산하는 뇌-상주성 암(brain-resident cancer)을 치료하는 방법을 제공

한다.

다른 관점에서, 뇌-상주성 암은 아교모세포종, 수질모세포종, 수막종, 신생물성 성상세포종 및 신생물성 동정맥[0057]

기형으로 이루어진 그룹 중에서 선택된다.

다른 관점에서, 본 명세서에 언급한 분리된 항체를 암호화하는 재조합 DNA 분자로 형질전환된 단세포 숙주를 제[0058]

공한다.

다른  관점에서,  단세포  숙주는  조직  배양물  중의  이.콜라이(E.  coli),  슈도모나스(Pseudomonas),  바실러스[0059]

(Bacillus), 스트렙토마이세스(Streptomyces), 효모, CHO, YB/20, NSO, SP2/0, R1.1, B-W, L-M, COS 1, COS

7, BSC1, BSC40 및 BMT10 세포, 식물 세포, 곤충 세포 및 사람 세포로 이루어진 그룹 중에서 선택된다.

다른 관점에서, (a) 증폭된 EGFR, de2-7EGFR 또는 고 만노스 글리코실화를 보유한 EGFR의 존재가 의심되는 포유[0060]

동물 유래의 생물학적 샘플을, 청구항 1의 분리된 항체에의 EGFR의 결합이 일어나게 하는 조건 하에 상기 분리

된 항체와 접촉시키는 단계; 및 (b) 상기 샘플 유래의 EGFR과 분리된 항체 사이에 결합이 일어났는지 여부를 검

출하는 단계에 의해 EGFR을 측정하고, 결합의 검출이 샘플 중의 EGFR의 존재 또는 활성을 나타내는, 증폭된

EGFR, de2-7EGFR 또는 고 만노스 글리코실화를 보유한 EGFR의 존재를 검출하는 방법을 제공한다.

증폭된 EGFR, de2-7EGFR 또는 고 만노스 글리코실화를 보유한 EGFR의 존재를 검출하는 방법의 다른 관점에서,[0061]

EGFR 존재의 검출은 포유동물에 종양 또는 암의 존재를 나타낸다.

다른 관점에서, EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중[0062]

카피를 함유한다) 및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항

체로서, 서열번호 42에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 중쇄와 서열번

호 47에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 경쇄를 함유하는 분리된 항체

를 제공한다.

다른 관점에서, 항체의 중쇄는 서열번호 42에 제시한 아미노산 서열을 함유하고, 항체의 경쇄는 서열번호 47에[0063]

제시한 아미노산 서열을 함유한다.

다른 관점에서, EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중[0064]

카피를 함유한다) 및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항

체로서, 중쇄 가변 영역이 서열번호 44, 45 및 46에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노산 서열을 보

유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 함유하고, 경쇄 가변 영역이 서열번호 49, 50 및 51에 제시한 아미노

산 서열에 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 함유하는 분리된 항체를

제공한다.

다른 관점에서, EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중[0065]

카피를 함유한다) 및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항

체로서, 서열번호 129에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 중쇄와 서열번
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호 134에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 경쇄를 함유하는 분리된 항체

를 제공한다.

다른 관점에서, 항체의 중쇄는 서열번호 129에 제시한 아미노산 서열을 함유하고, 항체의 경쇄는 서열번호 134[0066]

에 제시한 아미노산 서열을 함유한다.

다른 관점에서, EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중[0067]

카피를 함유한다) 및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항

체로서, 이 항체가 중쇄 및 경쇄를 함유하고, 이 중쇄의 가변 영역이 서열번호 130, 131 및 132에 제시한 아미

노산 서열에 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 함유하고, 상기 경쇄의

가변 영역이 서열번호 135, 136 및 137에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴

리펩타이드 결합 도메인 영역을 함유하는 분리된 항체를 제공한다.

다른 관점에서, EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중[0068]

카피를 함유한다) 및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항

체로서, 이 항체가 중쇄 및 경쇄를 함유하고, 이 중쇄가 서열번호 22에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상

동성인 아미노산 서열을 보유하고, 상기 경쇄가 서열번호 27에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동성인 아

미노산 서열을 보유하는 분리된 항체를 제공한다.

다른 관점에서, 항체의 중쇄는 서열번호 22에 제시한 아미노산 서열을 함유하고, 항체의 경쇄는 서열번호 27에[0069]

제시한 아미노산 서열을 함유한다.

다른 관점에서, EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중[0070]

카피를 함유한다) 및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항

체로서, 이 항체가 중쇄 및 경쇄를 함유하고, 이 중쇄의 가변 영역이 서열번호 23, 24 및 25에 제시한 아미노산

서열에 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 함유하고, 상기 경쇄의 가변

영역이 서열번호 28, 29 및 30에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이

드 결합 도메인 영역을 함유하는 분리된 항체를 제공한다.

다른 관점에서, EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중[0071]

카피를 함유한다) 및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항

체로서, 이 항체가 중쇄 및 경쇄를 함유하고, 이 중쇄가 서열번호 32에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상

동성인 아미노산 서열을 보유하고, 상기 경쇄가 서열번호 37에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동성인 아

미노산 서열을 보유하는 분리된 항체를 제공한다.

다른 관점에서, 항체의 중쇄는 서열번호 32에 제시한 아미노산 서열을 함유하고, 항체의 경쇄는 서열번호 37에[0072]

제시한 아미노산 서열을 함유한다.

다른 관점에서, EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중[0073]

카피를 함유한다) 및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항

체로서, 이 항체가 중쇄 및 경쇄를 함유하고, 이 중쇄의 가변 영역이 서열번호 33, 34 및 35에 제시한 아미노산

서열에 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 함유하고, 상기 경쇄의 가변

영역이 서열번호 38, 39 및 40에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이

드 결합 도메인 영역을 함유하는 분리된 항체를 제공한다.

다른 관점에서, EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중[0074]

카피를 함유한다) 및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항

체로서, 이 항체가 서열번호 13의 아미노산 서열로 이루어진 de2-7 EGFR 연접 펩타이드에 결합하지 않고, 사람

야생형 EGFR의 잔기 287-302의 서열 내의 에피토프에 결합하며,

상기 항체가 중쇄 및 경쇄를 함유하고, 상기 경쇄의 가변 영역이 하기 서열식 (I)에 제시한 아미노산 서열에 대[0075]

응하는 아미노산 서열을 보유하는 제1 폴리펩타이드 결합 도메인 영역; 하기 서열식 (II)에 제시한 아미노산 서

열에 대응하는 아미노산 서열을 보유하는 제2 폴리펩타이드 결합 도메인 영역; 및 하기 서열식 (III)에 제시한

아미노산 서열에 대응하는 아미노산 서열을 보유하는 제3 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 함유하고;

상기 중쇄의 가변 영역이 하기 서열식 (IV)에 제시한 아미노산 서열에 대응하는 아미노산 서열을 보유하는 제1[0076]

폴리펩타이드 결합 도메인 영역; 하기 서열식 (V), (VI) 또는 (VII)에 제시한 아미노산 서열에 대응하는 아미노
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산 서열을 보유하는 제2 폴리펩타이드 결합 도메인 영역; 및 하기 서열식 (VIII)에 제시한 아미노산 서열에 대

응하는 아미노산 서열을 보유하는 제3 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 함유하며;

상기 항체가 서열번호 2에 제시한 아미노산 서열을 보유하는 중쇄 가변 영역 서열을 포함하지 않고, 서열번호 4[0077]

에 제시한 아미노산 서열을 보유하는 경쇄 가변 영역 서열을 포함하지 않는 분리된 항체를 제공한다:

서열식 (I)[0078]

HSSQDIXaa1SNIG[0079]

(여기서, Xaa1은 비하전된 극성 R 그룹을 보유하는 아미노산 잔기이다)(서열번호 151);[0080]

서열식 (II)[0081]

HGTNLXaa2D[0082]

(여기서, Xaa2는 하전된 극성 R 그룹을 보유하는 아미노산 잔기이다)(서열번호 152);[0083]

서열식 (III)[0084]

VQYXaa3QFPWT[0085]

(여기서, Xaa3은 A, G, 및 A 또는 G 대신 보존적 치환되는 아미노산 잔기로 이루어진 그룹 중에서 선택된다)(서[0086]

열번호 153);

서열식 (IV)[0087]

SDXaa4AWN[0088]

(여기서, Xaa4는 F, Y, 및 F 또는 Y 대신 보존적 치환되는 아미노산 잔기로 이루어진 그룹 중에서 선택된다)(서[0089]

열번호 154);

서열식 (V)[0090]

YISYSGNTRYXaa5PSLKS[0091]

(여기서, Xaa5는 비하전된 극성 R 그룹을 보유하는 아미노산 잔기이다)(서열번호 155);[0092]

서열식 (VI)[0093]

YISYSXaa6NTRYNPSLKS[0094]

(여기서, Xaa6은 G, A, 및 G 또는 A 대신 보존적 치환되는 아미노산 잔기로 이루어진 그룹 중에서 선택된다)(서[0095]

열번호 156);

서열식 (VII)[0096]

YISYSGNTRYNPSLXaa7S[0097]

(여기서, Xaa7은 염기성 아미노산 잔기이다)(서열번호 157);[0098]

서열식 (VIII)[0099]

Xaa8TAGRGFPY[0100]

(여기서, Xaa8은 V, A, 및 V 또는 A 대신 보존적 치환되는 아미노산 잔기로 이루어진 그룹 중에서 선택된다)(서[0101]

열번호 158).

다른 관점에서, Xaa1은 N; Xaa2는 D; Xaa3은 A; Xaa4는 F; Xaa5는 비하전된 극성 R 그룹을 보유하는 아미노산 잔[0102]

기이고; Xaa6은 G; Xaa7은 K; Xaa8은 V이다.

공개특허 10-2018-0125044

- 19 -



다른 관점에서, Xaa5는 N 또는 Q이다.[0103]

다른 관점에서, Xaa1은 N 또는 S이다.[0104]

다른 관점에서, Xaa2는 D 또는 E이다.[0105]

다른 관점에서, Xaa3은 A 또는 G이다.[0106]

다른 관점에서, Xaa4는 F 또는 Y이다.[0107]

다른 관점에서, Xaa5는 N 또는 Q이다.[0108]

다른 관점에서, Xaa6은 G 또는 A이고 Xaa7은 독립적으로 K 또는 R이다.[0109]

다른 관점에서, Xaa8은 V 또는 A이다.[0110]

다른 관점에서, EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중[0111]

카피를 함유한다) 및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항

체로서, 이 항체가 서열번호 13의 아미노산 서열로 이루어진 de2-7 EGFR 연접 펩타이드에 결합하지 않고, 사람

야생형 EGFR의 잔기 273-501의 서열 내의 에피토프에 결합하며,

상기 항체가 중쇄 및 경쇄를 함유하고, 상기 경쇄의 가변 영역이 아미노산 서열 HSSQDINSNIG(서열번호 18)를 보[0112]

유하는 제1 폴리펩타이드 결합 도메인 영역; 아미노산 서열 HGTNLDD(서열번호 19)를 보유하는 제2 폴리펩타이드

결합 도메인 영역; 및 아미노산 서열 VQYAQFPWT(서열번호 20)를 보유하는 제3 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을

포함하고;

상기 중쇄의 가변 영역이 아미노산 서열 SDFAWN(서열번호 15)을 보유하는 제1 폴리펩타이드 결합 도메인 영역;[0113]

하기 서열식 (IX)에 제시한 아미노산 서열에 대응하는 아미노산 서열을 보유하는 제2 폴리펩타이드 결합 도메인

영역; 및 아미노산 서열 VTAGRGFPY(서열번호 17)을 보유하는 제3 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 포함하는 분

리된 항체를 제공한다:

서열식 (IX)[0114]

YISYSGNTRYXaa9PSLKS[0115]

(여기서, Xaa9는 비하전된 극성 R 그룹을 보유하는 아미노산 잔기이다)(서열번호 159).[0116]

다른 관점에서, 항체는 사람 야생형 EGFR의 잔기 287-302(서열번호 14)의 서열 내의 에피토프에 결합한다.[0117]

다른 관점에서, Xaa9는 N 또는 Q이다.[0118]

다른 관점에서, 결합 도메인 영역은 사람 항체 골격에 의해 운반된다.[0119]

다른 관점에서, 사람 항체 골격은 사람 IgG1 항체 골격이다.[0120]

다른 관점에서, EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중[0121]

카피를 함유한다) 및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항

체로서, 이 항체가 중쇄 및 경쇄를 함유하고, 이 중쇄가 서열번호 2에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동

성인 아미노산 서열을 보유하고, 상기 경쇄가 서열번호 4에 제시한 아미노산 서열에 실질적으로 상동성인 아미

노산 서열을 보유하는 분리된 항체를 제공한다.

다른 관점에서, 항체의 중쇄는 서열번호 2에 제시한 아미노산 서열을 함유하고, 항체의 경쇄는 서열번호 4에 제[0122]

시한 아미노산 서열을 함유한다.

다른 관점에서, EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 종양(여기서, 상기 종양의 세포들은 상기 EGFR 유전자의 다중[0123]

카피를 함유한다) 및 EGFR 수용체의 절두형 버전 de2-7을 발현하는 종양 상의 EGFR에 결합할 수 있는 분리된 항

체로서, 이 항체가 중쇄 및 경쇄를 함유하고, 이 중쇄의 가변 영역이 서열번호 15, 16 및 17에 제시한 아미노산

서열에 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이드 결합 도메인 영역을 함유하고, 상기 경쇄의 가변

영역이 서열번호 18, 19 및 20에 제시한 아미노산 서열에 매우 상동성인 아미노산 서열을 보유하는 폴리펩타이
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드 결합 도메인 영역을 함유하는 분리된 항체를 제공한다.

다른 목적과 장점은 이하 예시적인 도면과 첨부된 특허청구범위를 참조로 하여 열거한 이하 상세한 설명의 검토[0124]

로부터 당업자에게 자명해질 것이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 신경아교종 세포주의 유세포분석 결과를 나타낸다. U87MG(밝은 회색 히스토그램) 및 U87MG.△2-7(암회색[0125]

히스토그램)  세포는  나타낸  바와  같이  무관련  IgG2b  항체(흰색  히스토그램),  DH8.3(de2-7  EGFR에  특이적),

mAb806 또는 528(야생형 및 de2-7 EGFR에 결합한다)로 염색했다.

도 2A-D는 mAb806, mAbDH8.3 및 mAb528의 ELISA 결과를 나타낸다. (A) sEGFR 코팅된 ELISA 플레이트에 대한 농

도 증가하는 mAb806(▲) DH8.3(●) 또는 528(■) 항체의 결합. (B) 농도 증가하는 가용성 EGFR(sEGFR) 용액에

의한 sEGFR 코팅된 ELISA 플레이트에 대한 mAb806 및 mAb528 결합의 억제. (C) 농도 증가하는 DH8.3의 de2-7

연접 펩타이드에 대한 결합은 고정된 야생형 sEGFR에 대한 mAb806 및 mAb528의 결합 곡선을 예증한다(D).

도 2E 및 2F는 C-말단 비오티닐화된 펩타이드를 사용하고 본 발명의 모노클로널 항체를 다른 공지된 항체, 이

중에서 de2-7 EGFR 돌연변이체의 연접 펩타이드를 인식하는 L8A4 항체 및 대조군과 함께 포함하는 BIAcore 결합

연구의 결과를 그래프로 나타낸 것이다.

도 3은 mAb806 및 DH8.3 항체의 내재화를 도시한다. U87MG.△2-7 세포를 mAb806(▲) 또는 DH8.3(●)과 함께 4

℃에서 예비항온처리하고, 37℃로 옮긴 뒤, FACS로 내재화를 측정했다. 데이터는 3회(DH8.3) 또는 4회(mAb806)

분리 실험의 각 시점에서의 평균 내재화 ± SE를 나타낸다.

도 4A 및 4B는 U87MG 및 U87MG.△2-7 이종이식편을 보유하는 누드 마우스에서의 방사능표지된 (a) 
125
I-mAb806

및 (b) 
131
I-DH8.3의 생체분포(%ID/g 종양 조직)를 도시한 것이다. 각 점은 n=4인 1시간째 외에는 5마리 마우스

의 평균 ± SE를 나타낸다.

도 5A 및 5B는 U87MG.△2-7 이종이식편을 보유하는 누드 마우스에 존재하는 (a) 종양:혈액 또는 (b) 종양:간 비

율로 나타낸 방사능표지된 
125
I-mAb806(흰색 막대) 및 

131
I-DH8.3(흑색 막대) 항체의 생체분포를 도시한 것이다.

도 6A-C는 EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 세포주의 유세포분석을 도시한 것이다. A431 세포는 mAb806, DH8.3

또는 528(흑색 히스토그램)로 염색했고, 무관련 IgG2b 항체(흰색 히스토그램)와 비교했다.

도 7A 및 7B는 U87MG.△2-7 및 A431 이종이식편을 보유한 누드 마우스의 방사능표지된 (a) 
125
I-mAb806 및 (b)

131
I-528의 생체분포(% ID/g 종양 조직)를 도시한 것이다.

도 8A-D는 U87MG.△2-7(A,C) 및 A431 이종이식편(B,D)을 보유한 누드 마우스에 존재하는, 종양:혈액(A,B) 또는

종양:간(C,D) 비율로 나타낸 방사능표지된 
125
I-mAb806(흰색 막대) 및 

131
I-528(흑색 막대) 항체의 생체분포를 도

시한 것이다.

도 9A 및 9B는 예방적 모델에서 (A) U87MG 및 (B) U87MG.△2-7 이종이식편 성장 속도에 미치는 mAb806의 항종

양 효과를 도시한 것이다. 3 x 10
6
 U87MG 또는 U87MG.△2-7 세포는 0일째 4 내지 6주령의 BALB/c 누드마우스

(n=5)의 양 옆구리로 s.c. 주사했다. 종양 세포 접종 하루 전부터 1mg의 mAb806(●); 0.1mg의 mAb806(▲); 또

는 비히클(○)을 마우스에게 i.p. 주사했다. 주사는 화살표로 표시한 것처럼 2주 동안 매주 3회 투여했다. 데이

터는 평균 종양 용적 ± S.E.로 표현했다.

도 10A, 10B 및 10C는 정착된 모델(established model)에서 (A) U87MG, (B) U87MG.△2-7 및 (C) U87MG.wtEGFR

이종이식편에 미치는 mAb806의 항종양 효과를 도시한 것이다. 3x10
6 
U87MG, U87MG.△2-7 또는 U87MG.wtEGFR 세

포를 4 내지 6주령의 BALB/c 누드 마우스(n=5)의 양 옆구리에 s.c. 주사했다. 종양이 65 내지 80 ㎣의 평균 종

양 용적에 도달했을 때부터 1mg 용량의 mAb806(●); 0.1mg의 mAb806(▲); 또는 비히클(○)을 마우스에게 i.p.

주사했다. 주사는 화살표로 표시한 것처럼 2주 동안 매주 3회 투여했다. 데이터는 평균 종양 용적 ± S.E.로 표

현했다.

도 11A 및 11B는 (A) 예방적 모델 및 (B) 정착된 모델에서 A431 이종이식편에 미치는 mAb806의 항종양 효과를
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도시한 것이다. 3x10
6
 A431 세포는 4 내지 6주령의 BALB/c 누드 마우스(n=5)의 양 옆구리로 s.c. 주사했다. 마

우스에게 주사는 예방적 모델에서는 종양 세포 접종 하루 전부터 또는 종양이 200 ㎣의 평균 종양 용적에 이르

렀을 때 1mg 용량의 mAb806(●) 또는 비히클(○)을 i.p 주사했다. 주사는 화살표로 표시한 것처럼 2주 동안 매

주 3회 투여했다. 데이터는 평균 종양 용적 ± S.E.로 표현했다.  

도 12는 예방적 모델에서 A431 이종이식편에 미치는, AG1478 치료와 병용된 mAb806 치료의 항종양 효과를 도시

한 것이다. 데이터는 평균 종양 용적±S.E.로 표현했다.

도  13은  증가하는  AG1478  농도(0.5  μM  및  5μM)의  존재  하에  A431  세포에  대한  mAB806  결합성을 도시한

것이다.

도 14A 및 14B는 806 VH 쇄 유전자의 (A) 핵산 서열 및 (B) 이의 아미노산 해독(각각 서열번호 1 및 서열번호

2)을 도시한 것이다.

도 15A 및 15B는 806 VL 쇄 유전자의 (A) 핵산 서열 및 (B) 이의 아미노산 해독(각각 서열번호 3 및 서열번호

4)을 도시한 것이다.

도 16은 캐뱃(Kabat)에 따라 번호를 매긴 VH 쇄 서열(서열번호 2)을 나타내며, 밑줄친 부분은 CDR(서열번호 15,

16 및 17)이다. VH 쇄 서열(서열번호 2)의 주요 잔기는 24, 37, 48, 67 및 78이다.

도 17은 캐뱃(Kabat)에 따라 번호를 매긴 VL 쇄 서열(서열번호 4)을 나타내며, 밑줄친 부분은 CDR(서열번호 18,

19 및 20)이다. VL 쇄 서열(서열번호 4)의 주요 잔기는 36, 46, 57 및 71이다.

도 18A-18D는 병용 항체 요법, 특히 mAb806 및 528 항체의 치료요법적 효과를 측정하기 위해 설계한 생체내 연

구 결과를 도시한 것이다. 마우스는 U87MG.△2-7(A 및 B), U87MG.DK(C) 또는 A431(D) 세포의 접종을 받았다.

도 19A-D는 전자현미경에 의한 내재화 분석을 도시한 것이다. U87MG.△2-7 세포는 mAb806 또는 DH8.3과 예비항

온처리하고, 그 다음 4℃에서 금 접합된 항-마우스 IgG와 항온처리하고, 37℃로 옮긴 뒤, 여러 시점마다 전자현

미경으로 내재화를 조사했다. (A) 5분 후 피막소(coated pit)(화살표)에 대한 DH8.3 항체의 국재화; (B) 2분 후

거대음세포작용(macropinocytosis)(화살표)에  의한  mAb806의  내재화;  (C)  20분  후  리소좀(화살표)에  대한

DH8.3의  국재화;  (D)  30분  후  리소좀(화살표)에  대한  mAb806의  국재화.  모든  이미지의  원본  배율은

X30,000이다.

도 20은 
125
I-mAb806을 주사한 후 8시간 후에 수집한 U87MG.△2-7 이종이식편 절편의 방사능사진촬영을 도시한

것이다.

도 21은 EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 세포주의 유세포분석을 도시한 것이다. HN5 및 MDA-468 세포는 무관련

IgG2b 항체(점선 표시된 흰색 히스토그램), mAb806(흑색 히스토그램) 또는 528(실선 표시된 흰색 히스토그램)로

염색했다. DH8.3 항체는 두 세포주 모두에서 전적으로 음성이었다(데이터는 제시되지 않음).

도 22는 세포주 유래의 EGFR의 면역침전을 도시한 것이다. EGFR은 mAb806, sc-03 항체 또는 IgG2b 이소타입 대

조군으로 
35
S-표지된 U87MG.△2-7 또는 A431 세포로부터 면역침전시켰다. 측면의 화살표는 de2-7 및 wtEGFR의

위치를 나타낸다. 3가지 독립 실험에서 동일한 밴딩 패턴을 수득했다.

도 23은 
125
I-mAb806을 주사한 후 24시간 후에 수집한 A431 이종이식편 절편의 방사능사진촬영을 도시한 것으로,

생조직에 대한 국재화 부위가 표시되어 있다(화살표).

도 24A 및 24B는 전신 mAb806 처리 후, 두개내의 U87MG.△EGFR(A) 및 LN-Z308.EGFR(B) 이종이식편을 보유한 누

드 마우스의 생존율 연장을 도시한 것이다. U87MG.EGFR 세포 (1x10
5
) 및 LN-Z308.△EGFR 세포 (5x10

5
)는 누드

마우스 뇌에 이식했고, 동물은 이식 후 0일부터 14일까지 mAb806, PBS 또는 이소타입 IgG로 처리했다.

도 24C 및 24D는 mAb806 처리에 의한 두개내 종양의 성장 억제를 도시한 것이다. mAb806 또는 이소타입 IgG 대

조군으로 처리한 누드 마우스(그룹당 5마리)는 U87MG.EGFR(C)에 대해서는 9일째, LN-Z308.△EGFR(D)에 대해서는

15일째 안락사시키고, 뇌를 수거하고, 고정시킨 뒤, 단면화했다. 데이터는 대조군의 종양 용적을 100%로 하여

계산했다. 값은 평균 ± SD이다. ***, P<0.001; 대조군 대 mAb806. 화살표머리, 종양 조직.

도 24E는 종양내 mAb806 처리에 의한 두개내 U87MG.△EGFR 이종이식편을 보유한 누드 마우스의 생존율 연장을

나타낸다. U87MG.△EGFR 세포는 기술한 것처럼 이식했다. 5㎕ 용적에서 mAb806 또는 이소타입 IgG 대조군 10mg
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을 1일째부터 격일로 종양-주사 부위에 5회 주사했다.

도 25A, 25B 및 25C는 mAb806이 U87MG.DK 또는 U87MG 뇌 종양은 아니고 U87MG.wtEGFR 뇌종양을 보유한 마우스

의 생존율을 연장시킨다는 것을 보여준다. U87MG(A), U87MG.DK(B) 또는 U87MG.wtEGFR(C) 세포(5x10
5
)는 누드 마

우스 뇌에 이식했고, 동물은 이식 후 0일부터 14일까지 mAb806으로 처리한 다음, 치료를 중단한 후 관찰했다.

도 26A는 U87MG  세포주와 mAb806  반응성의 FACS  분석을 도시한 것이다. U87MG,  U87MG.△EGFR,  U87MG.DK  및

U87MG.wtEGFR 세포는 항-EGFR mAb 528, EGFR.1 및 항-△EGFR 항체, mAb806으로 염색했다. 모노클로널 EGFR.1

항체는 wtEGFR만을 인식했고, 모노클로널 528 항체는 wtEGFR 및 △EGFR과 반응했다. mAb806은 U87MG.△EGFR 및

U87MG.DK와 강하게 반응했고, U87MG.wtEGFR과는 약하게 반응했다. 가로좌표의 막대, 1차 항체의 부재 하에 세포

의 최대 염색성. 결과는 3가지 독립 실험으로 재생되었다.

도 26B는 EGFR 형태의 mAb806 면역침전을 도시한 것이다. 돌연변이체 및 wtEGFR은 U87MG(레인 1), U87△.EGFR

(레인 2), U87MG.DK(레인 3) 및 U87MG.wtEGFR 세포(레인 4)로 면역분리하고, 그 다음 항-총 EGFR 항체, C13으

로 웨스턴 블로팅하여 검출했다.

도 27A 및 27B는 mAb806의 전신 처리가 U87MG.△EGFR 뇌종양에서의 △EGFR 및 Bel-XL 발현의 인산화를 감소시

킨다는 것을 보여준다. U87MG.△EGFR 종양은 mAb806 처리 9일째 절제하고, 액체 질소로 즉시 동결시킨 후, 종양

용해물 준비 전에 -80℃에 보관했다.

(A) △EGFR의 자가인산화 정도 및 발현의 웨스턴 블롯 분석. 종양 용해물 30㎍을 SDS-폴리아크릴아미드 겔로 처

리하고, 니트로셀룰로스 막으로 옮긴 뒤, 항-포스포티로신 mAb로 탐침한 다음, 벗겨낸 다음, 항-EGFR 항체 C13

으로 재탐침했다.

(B) (A)에서와 동일한 종양 용해물의 사용에 의한 Bcl-XL의 웨스턴 블로팅. 막을 항-사람 Bcl-X 폴리클로널 항

체로 탐침했다. 레인 1 및 2, 이소타입 대조군으로 처리한 U87MG.△EGFR 뇌종양; 레인 3 및 4, mAb806으로 처리

한 U87MG.△EGFR 뇌종양.

도 28은 mAb806 처리가 U87MG.△EGFR 종양에서 성장 및 혈관형성을 감소시키고 아폽토시스와 대식세포 축적을

증가시킨다는 것을 보여준다. 종양 절편은 Ki-67로 염색했다. 세포 증식성 지수는 각 그룹의 마우스 4마리 유래

의 두개내 종양에 존재하는, 무작위 선택한 4개의 고배율시야(X400)로부터의 Ki-67 양성인 총 세포 백분율로 평

가했다. 데이터는 평균±SE이다. 아폽토시스 세포는 TUNEL 분석으로 검출했다. 아폽토시스 지수는 각 그룹의 4

마리 마우스 유래의 두개내 종양에 존재하는, 무작위 선택한 4개의 고배율시야(X400)로부터의 TUNEL-양성 세

포:총 세포수의 비율로 평가했다. 데이터는 평균±SE이다. 종양 절편은 항-CD31 항체로 면역염색했다. MVA는 각

그룹의 4마리 마우스 유래의 두개내 종양에서 무작위 선택한 4개의 시야(X200)로부터의 전산화된 이미지 분석으

로 분석했다. mAb806-처리된 U87MG.△EGFR 종양에서 대식세포의 종양주변 침윤. 종양 절편은 항-F4/80 항체로

염색했다.

도 29는 모체 및 형질감염된 U87MG 신경아교종 세포주의 유세포분석을 도시한 것이다. 세포는 표시한 바와 같이

무관련 IgG2b 항체(흰색 히스토그램) 또는 528 항체 또는 mAb806(흑색 히스토그램)로 염색했다.

도  30은  세포주로부터 EGFR의  면역침전을 도시한 것이다.  EGFR은  
35
S-표지된 U87MG.wtEGFR,  U87MG.△2-7  및

A431 세포로부터 mAb806(806), sc-03 항체(c-말단) 또는 IgG2b 이소타입 대조군(con)으로 면역침전시켰다. 화

살표, de2-7 및 wtEGFR의 위치.

도  31은  U87MG.△2-7  및  U87MG.wtEGFR  이종이식편의  대표적인  H&E-염색된  파라핀  절편을  도시한  것이다.

U87MG.△2-7(종양 접종 후 24일 후에 수집함) 및 U87MG.wtEGFR(종양 접종 후 42일 후에 수집함) 이종이식편은

상기 도 10에 설명한 바와 같이 처리한 마우스로부터 절제하고, H&E로 염색했다. 비히클-처리된 U87MG.△2-7(종

양 접종 후 18일 후 수집) 및 U87MG.wtEGFR(종양 접종 후 37일 후 수집) 이종이식편은 극소수의 괴사 부위를 보

여주었고(왼쪽  패널),  mAb806으로  처리된  U87MG.△2-7  및  U87MG.wtEGFR  이종이식편에서는  광범위한

괴사(화살표)가 관찰되었다(오른쪽 패널).

도 32는 U87MG, U87MG.△2-7 및 U87MG.wtEGFR 이종이식편 유래의 동결된 절편에서 EGFR 발현의 면역조직화학

분석을 도시한 것이다.  절편은 상기 도  31에  기술된 시점에서 수집했다.  이종이식편 절편은 528  항체(왼쪽

패널) 및 mAb806(오른쪽 패널)으로 면역염색했다. wtEGFR, 증폭 EGFR 또는 de2-7 EGFR에 대한 면역반응성의 감

소는 mAb806 처리된 이종이식편에서는 관찰되지 않았다. 시험관내 데이터와 일치하게, 모체 U87MG 이종이식편은
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528 항체에 대해 양성이지만 mAb806 염색에 대해서는 음성이었다.

도 33은 제조된 이중시스트론성(bicistronic) 발현 작제물의 모식도이다. 키메라 항체 쇄의 전사는 연장 인자-1

프로모터에 의해 개시되고, 강한 합성 종결 서열에 의해 종결된다. IRES 서열은 경쇄의 암호화 영역과 NeoR 및

중쇄 및 dhfr 유전자 사이에 도입되었다.

도 34A 및 34B는 U87MG-de2-7 이종이식편 종양을 보유한 BALB/c 누드마우스에서 수행된, (A) 
125
I 또는 (B) 

111
In

으로 방사능표지된 ch806의 생체분포 분석을 도시한 것이다. 마우스는 방사능표지된 항체 5㎍을 주사맞고, 각

시점마다 그룹 중 마우스 4마리씩 8시간, 28시간, 48시간 또는 74시간에 희생시켰다. 기관을 수집하고, 중량을

잰 다음, 방사능을 감마 계수기로 측정했다.

도 35A 및 35B는 (A) %ID 그램 종양 조직 및 (B) 종양 대 혈액 비를 도시한 것이다. 인듐-111 항체는 약 30%

ID/g 조직 및 4.0의 종양 대 혈액 비를 나타낸다.

도 36은 정착된 종양 모델에서 키메라 항체 ch806의 치료 효능을 도시한 것이다. PBS 100 ㎕ 중의 3x10
6
 U87M

G.△2-7 세포는 4 내지 6 주령의 암컷 누드 마우스의 양 옆구리에 s.c. 접종했다. mAb806은 양성 대조군으로 포

함했다. 치료는 종양의 평균 용적이 50㎣에 도달했을 때 개시했고, 표시된 일자에 총 5회 주사 동안 i.p. 투여

된 ch806 또는 mAb806 1mg으로 이루어졌다. 데이터는 각 치료 그룹마다 평균 종양 용적±S.E.로 표현했다.

도 37은 항-EGFR 키메라 IgG1 항체 ch806 및 대조군 cG250이 표적 (A) U87MG.de2-7 및 (B) A431 세포에 미치는

CDC 활성을 보여준다. 3반복 측정값의 평균(막대; ±SD) 세포독성 %를 제시했다.

도 38은 ch806 및 이소타입 대조군 cG250(0-10㎍/ml)에 의해 매개되는, 작용인자(effector):표적 세포 비 50:1

에서의 표적 (A) U87MG.de2-7 및 (B) A431 세포에 미치는 ADCC를 도시한 것이다. 결과는 3반복 측정값의 평균

(막대; ±SD) 세포독성 %로 표현했다.

도 39는 광범위한 작용인자:표적 비 범위에서 표적 U87MG.de2-7 세포에 대한 1㎍/ml 모체 mAb806 및 ch806에 의

해 매개되는 ADCC를 도시한 것이다. 3반복 측정값의 평균(막대; ±SD)을 제시했다.

도 40은 huIgG가 아닌 결합된 ch806이 처음 선택한 항체를 생산하는 25가지 하이브리도마를 보여준다. 이러한

항-ch806 하이브리도마 중 높은 친화도 결합성이 있는 4가지(클론 3E3, 5B8, 9D6 및 4D8)는 이어서 한계 희석으

로 단세포로부터 클론 증대를 수행하고, LMH(Ludwig Instritute for Cancer Research Melbourne Hybridoma)-

11, -12, -13 및 -14로 각각 표시했다. 또한, huIgG에 특이적인 mAb를 생산하는 2 하이브리도마도 클로닝하고

다시 클론 2C10(LMH-15) 및 2B8(LMH-16)로 특성화했다.

도 41A, 41B 및 41C는 클론 증대 후, sEGFR621로 ch806 또는 mAb806 항원 결합 활성을 중화시키는 능력에 대해

하이브리도마 배양 상청액을 ELISA로 3반복 조사했다. 평균(±SD) 결과는 sEGFR 코팅된 플레이트에 대한 ch806

및 쥐 mAb806 결합의 용액 내 차단으로 항-유전자형 mAb LMH-11, -12, -13 및 -14의 길항제 활성을 증명했다

(LMH-14는 제시되지 않음).

도 42A, 42B 및 42C는 10㎍/ml 정제된 (A) LMH-11, (B) LMH-12 및 (C) LMH-13으로 코팅된 미세역가 플레이트를

나타낸다. 3가지 정제된 클론을 혈청 또는 1% FCS/배지에서 ch806 또는 mAb806을 포획하는 능력에 대해 비교했

다. 2차 접합체 아비딘-HRP 및 ABTS 기질에 대한 대조군 외에도, 혈청 및 1% FCS/배지 중의 이소타입 대조군 항

체 hu3S193 및 m3S193이 포함되었다. 결과는 검출용 비오티닐화된-LMH-12(10㎍/ml)를 사용하여 3반복 샘플의 평

균(±SD)으로 제시하고, 포획 및 검출을 위해 사용된 LMH-12가 혈청(3ng/ml) 중의 ch806에 대해 최고 감수성을

나타냈고, 배경 결합은 무시할 수 있는 정도였다.

도 43은 포획 및 검출을 위해 각각 1㎍/ml 항-유전자형 LMH-12 및 1㎍/ml 비오티닐화된 LMH-12를 사용한 최적의

약동학적 ELISA 조건을 증명한다. 3가지 다른 ELISA는 3명의 건강한 공여체 유래의 공여체 혈청(●) 또는 1%

BSA/배지(■) 중의 ch806을 혈청(●) 또는 1% BSA/배지(▼) 중의 이소타입 대조군 hu3S193으로 측정하기 위해 4

반복으로 수행했다. 또한, 2차 접합체 아비딘-HRP(◆) 및 ABTS 기질(육각형) 단독에 대한 대조군도 각 ELISA에

포함시켰다. 평균(±SD) 결과는 검출 한계 3ng/ml 하에 혈청 중의 ch806(2㎍/ml-1.6ng/ml)을 측정하는데 있어서

매우 재현성 있는 결합 곡선을 증명한다(n=12; 1-100ng/ml, 분산계수 <25%; 100ng/ml-5㎍/ml, 분산계수 <15%).

배경 결합은 검사된 3 혈청 중 어떤 혈청에서도 분명하지 않았고, 이소타입 대조군 hu3S193에서는 무시할 수 있

는 정도의 결합이 관찰되었다.

도 44는 CHO 세포에서 발현되고, mAb806으로 블로팅한, 재조합 sEGFR의 면역블롯을 나타낸다. 재조합 sEGFR은
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N-결합 글리코실화를 제거하기 위해 PNGaseF로 처리하거나(탈글리코실화), 또는 처리하지 않았고(무처리), 단백

질은 SDS-PAGE 상에서 전개시킨 뒤, 막으로 이동시키고 mAb806으로 면역블로팅했다.

도 45는 
35
S-표지된 세포주(U87MG.△2-7, U87MG-wtEGFR 및 A431) 유래의 EGFR의 여러 항체(SC-03, 806 및 528

항체)에 의한 면역침전을 도시한 것이다.

도  46은  
35
S-메티오닌/시스테인으로  펄스-표지화한  후  여러  시점(0분  내지  240분)에서  여러  세포(A431  및

U87MG.△2-7) 유래의 EGFR의 면역침전을 도시한 것이다. 항체 528 및 806은 면역침전에 사용했다.

도 47은 고 만노스형 탄수화물을 제거하기 위한 EndoH 분해 후(+) 및 이 분해 없이(-) 다양한 항체(SC-03, 806

및  528)를  이용한  다양한  세포주(U87MG△2-7,  U87MG-wtEGFR  및  A431)  유래의  EGFR의  면역침전을  도시한

것이다.

도 48은 A431 및 U87MG.△2-7 세포주의 세포 표면 요오드화, 그 다음 Endo H 분해 하에 또는 이 분해 없이 806

항체에 의해 면역침전을 수행한 결과를 도시한 것으로, A431 세포의 세포 표면에서 mAb806에 의해 결합된 EGFR

이 EndoH 민감형인 것이라는 것을 확인시켜준다.

도 49는 pREN ch806 LC Neo 벡터(서열번호 7)를 나타낸다.

도 50은 pREN ch806 HC DHFR 벡터(서열번호 8)를 나타낸다.

도 51A-D는 mAb124 VH 및 VL 쇄 핵산 서열(각각 서열번호 21 및 26) 및 아미노산 서열(각각 서열번호 22 및

27)을 도시한 것이다.

도 52A-D는 mAb1133 VH 및 VL 쇄 핵산 서열(각각 서열번호 31 및 36) 및 아미노산 서열(각각 서열번호 32 및

37)을 도시한 것이다.

도 53은 hu806H(VH+CH) 발현 카트리지를 함유하는 pEE12.4 및 hu806L(VL+CL) 발현 카트리지를 함유하는 pEE6.4

를 포함하는 조합된 이중 유전자 론자(Lonza) 플라스미드의 DNA 플라스미드를 도시한 것이다.

도 54는 도 53에서 설명한 조합된 론자 플라스미드의 DNA 서열(서열번호 41; 상보체 서열번호 162)을 나타낸다.

이 서열은 또한 hu806 항체와 관련된 모든 해독(서열번호 42-51 및 163-166)도 보여준다. 플라스미드는 서열 확

인하고, 암호화 서열 및 해독을 검사했다. 서열 구역은 관심 영역을 표시하기 위해 음영을 주었고, 음영진 영역

은 실제 스플라이스 연접부에 해당한다. 색 코드는 다음과 같다:

(회색): 시그널 영역, 중쇄 및 경쇄 가변 영역에서 모두 발견된 최초 암호화 서열;

(라벤더색): hu806 VH 쇄, 베니어링(veneering)된 중쇄 가변 영역;

(핑크색): hu806 CH 쇄, 코돈 최적화된 중쇄 불변 영역;

(녹색): hu806 VL 쇄, 베니어링된 경쇄 가변 영역; 및

(황색): hu806 CL 쇄, 코돈-최적화된 경쇄 불변 영역.

도 55A 및 55B는 hu806 해독된 아미노산 서열(서열번호 164 및 166의 VH 및 VL 쇄 및 이들 각각의 시그널 펩타

이드(서열번호 163 및 165); 서열번호 43 및 48의 CH 및 CL 쇄)을 나타내고, VH 및 VL 쇄의 캐뱃 번호(각각 서

열번호 164 및 165)와 밑줄친 CDR(서열번호 44-46 및 49-51)을 제공한다.

도 56A, 56B, 56C, 57A, 57B 및 57C는 베니어링 설계의 초기 단계를 도시한 것으로, 표면 노출되는 mAb806 서

열(서열번호 167의 VH 쇄 및 서열번호 12의 VL 쇄)의 아미노산 잔기의 등급화를 나타낸 것이다. 등급은 각 잔기

위에 별표(*) 숫자로 매기고, 가장 노출된 잔기는 3개의 별표로 표시했다. 이 도면은 최초 베니어링된 산물(서

열번호 168의 VH 쇄 및 서열번호 180의 VL 쇄)을 형성하기 위해 초기 올리고뉴클레오타이드(VH 쇄: 도 56C 및

서열번호 52 및 169-177); VL 쇄: 도 57C 및 서열번호 62, 66, 68 및 181-187)가 중첩되는 방식을 나타낸 디자

인을 포함한다.

도 58은 코돈 최적화된 huIgG1 중쇄 DNA 서열(서열번호 80; 상보체 서열번호 178) 및 아미노산 해독(서열번호

43) 맵을 나타낸 것이다.

도 59는 hu806 VH + CH 아미노산 서열(8C65AAG hu806 VH + CH; 서열번호 81)을 mAb806 VH 쇄(서열번호 167)의

본래 참조 파일에 비교한 단백질 정렬을 나타낸다. 강조된 영역은 VH 쇄의 보존된 아미노산 서열을 나타낸다.
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CDR은 밑줄친 부분이다. 별표는 최초 베니어링 과정에서 계획되고 수행된 변화를 나타낸다. 번호를 붙인 부위는

이후 변형에 대한 참고용이다.

도 60은 mAb806 VL 쇄(서열번호 179)의 본래 참조 파일에 대해 hu806 VL+CL 아미노산 서열(8C65AAG hu806 시그

널 + VL + CL; 서열번호 83)을 대응 정렬한 것이다. 이것은 변형 #7에서 이루어진 변화를 예시하기 위해 포함된

전구체 작제물인 추가 파일(r2vk1 hu806 시그널 + VL + CL; 서열번호 82)을 포함한다.

도 61은 대응하는 ch806 서열(pREN ch806 LC Neo; LICR; 서열번호 189)과 hu806 시그널+VL 및 CL 서열의 뉴클

레오타이드 및 아미노산 정렬(8C65AAG hu806 Vl+Cl; 서열번호 190 및 188)을 도시한 것이다. 도 62에 기술된 바

와 같이 변형시키고 주석을 달았다.

도 62는 대응하는 mAb806 서열[코돈 변화(cc) 및 베니어링(ven) 전인 mAb806 VH 쇄; 서열번호 191]과 hu806 시

그널+VH 서열(8C65AAG hu806 VH 쇄; 서열번호 192)의 뉴클레오타이드 정렬을 도시한 것이다. 도 59 및 60의 아

미노산 변화 이면의 뉴클레오타이드 변화를 예시했고, 뿐만 아니라 아미노산에 어떠한 변화도 초래하지 않는 보

존적 핵산 변화를 나타냈다. hu806의 시그널과 VH 쇄 사이의 인트론은 더욱 용이한 관찰을 제거했다. 시그널 서

열과 CDR은 밑줄친 부분이다. 대응 아미노산 서열(서열번호 42)은 정렬 상에 중첩되어 있다.

도 63은 Biacore에 의해 측정된, 재조합 EGFR-ECD에 대한 일시적 형질감염체 293  세포로부터 수득한 정제된

hu806 항체의 결합성을 도시한 것이다. 정제된 대조군 사람 IgG1 항체에 의해서는 EGFR-ECD에 대한 결합성이 관

찰되지 않았다.

도 64는 IgG1 hu806을 암호화하는 플라스미드 8C65AAG의 서열(서열번호 41)과 주석의 진뱅크(GenBank) 형식의

텍스트 문서이다.

도 65는 mAb806 유래 CDR의 아미노산 서열(서열번호 15-18, 20 및 193) 및 mAb175 유래 CDR의 아미노산 서열

(서열번호 130-132, 135 및 194-195)을 정렬한 것이다. 두 항체 사이의 서열 차이는 진하게 표시했다.

도 66A 및 66B는 mAb175를 이용한 세포주 및 정상 사람 간의 면역조직화학 염색을 나타낸 것이다. (A) 비오티닐

화된 mAb175는 A431 세포(wtEGFR을 과발현한다), U87MG.△2-7 세포(△2-7EGFR 발현) 및 U87MG 세포(중간 수준

으로 wtEGFR을 발현)를 함유하는 블록으로부터 제조된 섹션을 염색하는데 사용했다. (B) mAb175(왼쪽 패널), 이

소타입 대조군(중심 패널) 및 2차 항체 대조군(오른쪽 패널)을 이용한 정상 사람 간 염색(400x). 특이적인 동양

혈관 또는 간세포 염색은 관찰되지 않았다.

도 67A, 67B 및 67C는 효모에서 발현된 EGFR의 단편과 mAb806 및 mAb175의 반응성을 도시한 것이다. (A) 효모-

발현된 EGFR 단편의 mAb175 및 mAb806-표지화의 평균 형광 시그널을 표시한 대표적인 유세포분석 히스토그램.

효모 발현 시, 일정 비율의 세포는 2개의 히스토그램 피크를 산출하는 단백질을 표면에 발현하지 않는다. 9E10

항체는 모든 단편이 선형 C-말단 c-myc 태그를 포함하기 때문에 양성 대조군으로 사용했다. (B) 다양한 EGFR 단

편에 대한 항체 결합성 정리. (C) EGFR 단편은 효모 펠릿을 800℃로 30분 동안 가열하여 변성시켰다. c-myc 태

그는 모든 경우에 9E10 항-myc 항체에 의해 여전히 인식되었고, 이것은 열처리가 효모 표면 발현 단백질을 훼손

하지 않는다는 것을 증명한다. 변성 확인을 위해, 입체형태 민감성 EGFR 항체 mAb225를 사용했다.

도  68A,  68B,  68C  및  68D는  뇌  및  전립선암  이종이식편에  미치는  mAb175의  항종양  효과를  나타낸다.  (A)

U87MG.△2-7 이종이식편을 보유하는 마우스(n=5)에게 PBS, 1mg의 mAb175 또는 mAb806(양성 대조군)을 출발 종

양 용적이 100㎣가 되었을 때 6일, 8일, 10일, 13일, 15일 및 17일에 2주 동안 2주 동안 매주 3회씩 i.p. 주사

했다. 데이터는 평균 종양 용적±SE로 표현했다. (B) 세포는 2가지 무관련 항체(청색, 솔리드 및 녹색, 중공

형), 전체 EGFR을 위한 mAb 528(핑크색, 솔리드), mAb806(밝은 청색, 중공형), 및 mAb175(오렌지색, 중공형)로

염색하고 FACS로 분석했다. (C) DU145 세포는 용해한 뒤, mAb628, mAb806, mAb175 또는 2가지 독립된 무관련

항체로 IP 처리하고, 그 후 EGFR에 대해 면역블로팅했다. (D) DU145 이종이식편을 보유하는 마우스(n=5)는 초기

종양 용적이 85㎣가 되었을 때 18-22일, 25-29일 및 39-43일째 매일 PBS, 1mg mAb175 또는 mAb806을 i.p. 주사

로 투여받았다. 데이터는 평균 종양 용적 ±SE로 나타냈다.

도  69A,  69B,  69C,  69D,  69E  및  69F는  Fab  단편에  결합된  EGFR  펩타이드  287-302의  결정  구조를  도시한

것이다: (A) 경쇄, 적색; 중쇄, 청색; 결합된 펩타이드, 황색; 및 EGFR 유래의 중첩된 EGFR287-302, 자주색을 보

유하는 Fab 806 그림. (B) 경쇄, 황색; 중쇄, 녹색; 결합된 펩타이드, 라일락색; 및 EGFR(DI-3) 유래의 EGFR287-

302, 자주색을 보유하는 Fab 175 그림. (C) FAb 175에 결합된 펩타이드와 수용체 내의 EGFR287-302의 유사성을 보

여주는 (B)의 상세도. 펩타이드 주쇄는 Cα 트레이스로 표시하고, 상호작용성 측쇄는 스틱으로 표시했다. 주쇄
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에 있어서, O 원자는 적색; N, 청색; S, 오렌지색; C로 표시했다. (D) 공간적 중첩을 보여주는 Fab175:펩타이드

복합체와 EGFR의 중첩. (C)에서와 같이 착색, EGFR187-286 표면은 청록색으로 착색함. (E) (D)에 대한 직교 조

감도, EGFR187-286은 불투명 청색으로 표시하고 경쇄(오렌지색) 및 중쇄(녹색) 표면은 투명하게 표시했다. (F)

항원 결합 부위를 조감하는 175 Fab 복합체의 상세한 입체조감도. (C)에서와 같이 착색, 측쇄 수소 결합은 흑색

점으로 표시. 복합체 형성 시에 매장된 물 분자는 적색 구로 표시했다.

도  70A,  70B,  70C  및  70D는  EGFR에  대한  mAb806  결합에  미치는  271-283  시스테인  결합의  영향을  도시한

것이다. (A) wtEGFR, EGFR-C271A, EGFR-C283A 또는 C271A/C283A 돌연변이체로 형질감염된 세포는 mAb528(솔리

드 핑크색 히스토그램), mAb806(청색선) 또는 단독 2차 항체(자주색)로 염색한 뒤, FACS로 분석했다. 클래스-매

칭된 무관련 항체를 이용하여 이득을 설정했다. (B) EGFR-C271A 또는 C271/283A EGFR을 발현하는 BaF3 세포는

기술된 것처럼 MTT 분석에서 EGF에 대한 반응에 대해 조사했다. 데이터 점의 볼츠먼 적합(Bolzman fit)을 사용

하여 EC50S를 수득했다. 데이터는 3반복 측정값의 평균 및 sd를 나타낸다. (C) 야생형 또는 EGFR-C271A/C283A를

발현하는 BaF3 세포는 IL-3 및 혈청 결핍화시킨 후, EGF 또는 비히클 대조군에 노출시켰다. 전세포 용해물을

SDS-PAGE로 분리하고, 항-포스포티로신 항체(상단 패널) 또는 항-EGFR 항체(하단 패널)로 면역블로팅했다. (D)

야생형(왼쪽 패널) 또는 C271A/C283A(오른쪽 패널) EGFR을 발현하는 BaF3 세포는 항체 무함유(흰색 기호), 10㎍

/ml씩의 mAb528(회색 원) 또는 mAb806(흑색 삼각형) 존재 하에 증가하는 EGF 농도로 자극했다. 데이터는 3반복

측정값의 평균 및 sd로 나타냈다.

도 71A, 71B 및 71C는 (A) 성대의 전이성 편평 세포 암종을 보유한 환자의 
111
In ch806의 생체분포를 도시한 전

신 감마 카메라 영상으로, 오른쪽 목에 있는 종양에서의 정량적으로 높은 흡수율을 보여준다(화살표). 또한, 혈

액 풀(pool) 활성 및 간에서 유리 
111
In의 미소한 분해대사도 관찰된다. (B) 이 환자의 목을 단일 광자 컴퓨터

단층 촬영(SPECT)한 영상으로, 생존 종양(화살표)에서 
111
In-ch806의 흡수를 보여주고, 중심 흡수의 감소는 괴사

를 보여준다. (C) 이 목의 대응 CT 스캔은 중심 괴사와 오른쪽 목의 큰 종양 덩어리(화살표)를 증명해준다.

도 72A 및 72B는 무결박 EGFR1-621의 입체 구조 모델을 도시한 것이다. 수용체 주쇄는 청색으로 그리고 리간드

TGF-α는 적색으로 그렸다. mAb806/175 에피토프는 청록색으로 그리고, 디설파이드 결합은 황색으로 그렸다. 수

용체에 에피토프를 고정시키는 디설파이드 결합의 원자는 공간-채움 형식으로 표시했다. 이 모델은 결박된 입체

형태 유래의 EGFR-ECD CR2 도메인을 리간드 존재 하에 무결박 EGFR 단량체 구조 위에 도킹시켜 작제했다.

도 73은 EGFR 단편과 mAb806의 반응성을 보여준다. 가용성 1-501 EGFR 단편 또는 GH/EGFR 단편 융합 단백질(GH

274-501, GH-282-501, GH-290-501 및 GH-298-501)을 발현하는 벡터로 형질감염된 293T 세포의 용해물은 SDS-

PAGE로 분리하고, 막으로 이동시킨 뒤, mAb806(왼쪽 패널) 또는 항-myc 항체 9B11(오른쪽 패널)로 면역블로팅했

다.

도 74A 및 74B는 mAb175 VH 쇄 핵산 서열(서열번호 128) 및 아미노산 서열(들)(서열번호 129)을 각각 도시한 것

이다.

도 75A 및 75B는 mAb175 VL 쇄 핵산 서열(서열번호 133) 및 아미노산 서열(들)(서열번호 134)을 각각 도시한 것

이다.

도 76A, 76B 및 76C는 소량(100ml)의 진탕 플라스크 배양물 중의 GS-CHO(14D8, 15B2 및 40A10) 및 GS-NS0(36)

hu806 형질감염체의 (A) 용적 산물 농도 및 (B) 생세포 농도를 도시한 것이다. 산물 농도는 코팅 항체로서 806

항-유전자형을 사용하고 표준물로서 ch806 임상 로트: J06024를 사용하여 ELISA로 추산했다; (C) 15L 교반 탱크

생물반응기에서의 GS-CHO 40A10 형질감염 세포 성장 및 용적 생산량. 생세포 밀도(◆x10
5
 세포/ml), 세포 생존

도(■) 및 생산량(▲mg/L).

도 77A,  77B,  77C,  77D  및 77E는 소량 배양에 의해 생산된 단백질 A  정제된 hu806  항체 작제물 및 대조군

ch806과 mAb 806의 크기 배제 크로마토그래피(Biosep SEC-S3000) 분석을 도시한 것이다. 각 도면의 상단 패널에

는 A214nm에서의 크로마토그램을, 하단 패널에는 A280nm에서의 크로마토그램을 제시했다.

도 78은 대량 생산 및 단백질-A 정제 후, 단백질-A 정제된 hu806 항체 작제물 40A10의 크기 배제 크로마토그래

피(Biosep SEC-S3000) 분석을 도시한 것이다. A214nm에서의 크로마토그램을 제시했고, 이는 1.2% 응집물이 존재

하여 98.8% 순도를 나타냈다.

도 79는 노벡스(Novex, USA) 제품인 사전주조된 4-20% 트리스/글리신 겔을 표준 SDS-PAGE 조건 하에 사용하여,
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환원 조건 하에 정제된 형질감염체 hu806 제조물(5㎍) GS CHO(14D8, 15B2 및 40A10) 및 GS-NS0(36) hu806을 분

석한 것을 도시한 것이다. 단백질은 쿠마시 블루 염색으로 검출했다.

도 80은 사전주조된 4-20% 트리스/글리신 겔을 표준 SDS-PAGE 조건 하에 사용하여, 비환원 조건 하에 정제된 형

질감염체 hu806 제조물(5㎍) GS CHO(14D8, 15B2 및 40A10) 및 GS-NS0(36)을 분석한 것을 도시한 것이다. 단백

질은 쿠마시 블루 염색으로 검출했다.

도 81은 사전주조된 4-20% 트리스/글리신 겔을 표준 SDS-PAGE 조건 하에 사용하여, 대량 생산 후 정제된 형질감

염체 hu806 GS CHO 40A10 (5㎍)을 분석한 것을 도시한 것이다. 단백질은 쿠마시 블루 염색으로 검출했다.

도 82는 15L 생산 후 정제된 형질감염체 hu806 GS CHO 40A10(5㎍)의 등전점 전기영동 겔 분석을 도시한 것이다.

단백질은 쿠마시 블루 염색으로 검출했다. 레인 1, pI 마커; 레인 2, hu806(3개의 이소폼, pI 8.66 내지 8.82);

레인 3, pI 마커.

도 83은 A431 세포에 대한 결합성을 도시한 것이다: 단백질 A-정제된 hu806 항체 제조물(20㎍/ml) 및 이소타입

대조군 huA33(20㎍/ml)의 유세포분석. 대조군은 2차 항체 단독(녹색) 및 ch806(적색)을 포함한다. hu806 작제물

은 소규모 배양으로 생산했다.

도 84는 A431 세포에 대한 결합성을 도시한 것이다: 표시된 바와 같은 세포 표면상의 야생형 EGFR의 약 10%에

결합하는 정제된 mAb806, ch806 및 hu806 40A10 항체 제조물(20 ㎍/ml), 528(야생형 및 de2-7 EGFR에 결합함)

및 무관련 대조군 항체(20㎍/ml)의 유세포분석.

도 85는 U87MG.de2-7 신경아교종 세포에 대한 결합을 도시한 것이다. 정제된 mAb806, ch806 및 hu806 40A10 항

체 제조물(20㎍/ml) 및 528 항-EGFR 및 무관련 대조군 항체(20㎍/ml)의 유세포분석.

도 86은 (A) U87MG.de2-7 신경아교종 세포 및 (B) A431 암종 세포에 대한 
125
I-방사능표지된 806 항체 작제물의

특이적 결합을 도시한 것이다.

도 87은 U87MG.de2-7  세포에 대한 
125
I-방사능표지된 (A)  ch806  및 (B)  hu806  항체 작제물 결합의 스캐차드

(Scatchard) 분석을 도시한 것이다.

도 88은 A431 세포에 대한 
125
I-방사능표지된 (A) ch806 및 (B) hu806 항체 작제물 결합의 스캐차드 분석을 도시

한 것이다.

도 89A 및 89B는 50nM, 100nM, 150nM, 200nM, 250nM 및 300nM의 농도 증가하는 고정화된 펩타이드를 통과하는

(A) hu806 및 (B) ch806에 의한 287-302 EGFR 806 펩타이드 에피토프의 결합에 대한 BIAcore 분석을 도시한 것

이다.

도 90A 및 90B는 (A) 일정 범위의 작용인자 대 표적 세포 비(E:T = 0.78:1 내지 100:1) 1㎍/ml 각 항체에서 측

정되고; (B) 표적 A431 상의 각 항체의 농도 범위(3.15 ng/ml-10 ㎍/ml) 상에서 E:T = 50:1에서 측정된 표적

A431 세포에 대한 ch806- 및 hu806-매개의 항체 의존적 세포 세포독성을 도시한 것이다.

도 91은 BALB/c 누드 마우스의 정착된 A431 이종이식편의 치료를 도시한 것이다. 5마리 마우스 그룹들에게 2주

동안 6x1mg 용량의 항체 요법을 표시된 바와 같이(화살표) 제공했다. 연구 종결시까지 평균±SEM 종양 용적을

제시했다.

도 92는 BALB/c 누드마우스의 정착된 U87MG.de2-7 이종이식편의 치료를 도시한 것이다. 5마리 마우스 그룹들에

게 2주 동안 6x1mg 용량의 항체 요법을 표시된 바와 같이(화살표) 제공했다. 연구 종결시까지 평균±SEM 종양

용적을 제시했다.

도 93은 mAb806  펩타이드 (A)  N,  (B)  HN  및 (C)  HA에 대한 무작위 코일 화학적 이동 값의 편차를 도시한

것이다. 펩타이드는 5% H2O2, 70mM NaCl 및 50mM NaPO4(pH 6.8)를 함유하는 H2O 용액에 제조했다. 순차 정렬을

위해 사용된 모든 스펙트럼은 Bruker Avance500에서 298K 하에 획득했다.

도 94A, 94B, 94C, 94D, 94E 및 94F는 
111
In-ch806 주입 후 5일째 환자 7의 전신 감마 카메라 영상, A) 앞 및

b) 뒤를 도시한 것이다. 폐의 전이성 병변에서(화살표) 
111
In-ch806의 높은 흡수가 분명했다. C) 및 D)는 CT 스

캔에서의  전이성  병변(화살표)을  도시한  것이다.  E)  흉부의 3D  SPECT  영상,  및  F)  전이성 병변에서 
111
In-
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ch806의 특이적 흡수를 보여주는 SPECT 및 CT의 공동-기록된 수평단면(transaxial) 영상을 도시한 것이다.

도 95A, 95B, 95C, 95D, 95E 및 95F는 
111
In-ch806의 주입 후  A) 0일, B) 3일 및 C) 7일 후에 수득한 환자 8의

두경부 평면 영상을 도시한 것이다. 초기 혈액 풀 활성은 0일째 관찰했고, 우측 전엽에서 역행성 성상세포종 중

에 
111
In-ch806의 흡수가 3일경(화살표)에 분명히 나타났고, 7일경에 증가했다. 

111
In-ch806의 특이적 흡수는 D)

뇌의 SPECT 영상(화살표)에서, E) 
18
F-FDG PET에서 분명한 종양(화살표) 부위에서, F) MRI에서 확인된다.

도 96A, 96B, 96C 및 96D는 종양 샘플에서 선별된 806 항원 발현의 차이에도 불구하고, 환자 4에 비해 환자 3의

종양에서 
111
In-ch806의 유사한 흡수가 분명하다는 것을 보여준다. A) 환자 4의 SPECT 수평단면 영상에서 폐 전

이부(화살표) 중에 
111
In-ch806 국재화 및 심혈관 풀 활성(B)이 분명했다. B) 대응하는 CT 스캔. 보관된 종양은

806 발현에 있어서 <10% 양성인 것으로 관찰되었다. C) 환자 3의 폐 전이부(화살표)에서 나타나는 
111
In-ch806

국재화, 및 심장 혈액 풀 활성(B)이 분명하다. D) 대응하는 CT 스캔. 보관된 종양은 806 발현에 있어서 50-75%

양성인 것으로 관찰되었다.

도 97은 ELISA로 측정한 ch806  단백질의 수집된 집단 약동학. 관찰 및 예측된 ch806(%ID/L) 대 주입후 시간

(hr).

도 98A 및 98B는 A) 표준화된 전신 제거율 및 B) 5 mg/㎡(■), 10mg/㎡(△), 20mg/㎡(▽) 및 40 mg/㎡(◆) 용

량 수준에서 
111
In-ch806의 간 제거율에 대한 개별 환자의 결과를 도시한 것이다. 데이터의 선형 회귀는 각 패널

[ A) r
2
 = 0.9595; B) r

2
 = 0.9415]에 나타냈다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명에 따르면 당업계의 기술에 속하는 종래 분자생물학, 미생물학 및 재조합 DNA 기술을 이용할 수 있다.[0126]

이러한 기술은 다음과 같은 문헌에 상세하게 설명되어 있다. 예컨대, Sambrook et al., "Molecular Cloning: A

Laboratory Manual" (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes I-E [Ausubel, R. M., ed.

(1994)];  "Cell  Biology:  A  Laboratory  Handbook"  Volumes  I-III  [J.  E.  Celis,  ed.  (1994))];  "Current

Protocols in Immunology" Volumes I-III [Coligan, J. E., ed. (1994)]; "Oligonucleotide Synthesis" (M.

J.  Gait  ed.  1984);  "Nucleic  Acid  Hybridization"  [B.  D.  Hames  &  S.  J.  Higgins  eds.  (1985)];

"Transcription And Translation" [B. D. Hames & S. J. Higgins, eds. (1984)]; "Animal Cell Culture" [R.

I. Freshney, ed. (1986)]; "Immobilized Cells And Enzymes" [IRL Press, (1986)]; B. Perbal, "A Practical

Guide To Molecular Cloning" (1984) 참조.

본 명세서에 사용된 다음 용어들은 제한 없이 제공된 정의를 나타내는 것으로 간주한다.[0127]

"특이적 결합 구성원"이란 용어는 서로 결합 특이성이 있는 분자 쌍의 구성원을 의미한다. 특이적 결합 쌍의 구[0128]

성원들은 자연 유래인 것이거나 또는 완전 또는 부분 합성 생산된 것일 수 있다. 분자 쌍의 한 구성원은 분자

쌍의 다른 구성원의 특별한 공간 및 극성 조직에 특이적으로 결합하여 상보적인 공동 또는 표면 구역을 보유한

다. 따라서, 쌍의 구성원들은 서로에 특이적으로 결합하는 성질이 있다. 특이적 결합 쌍 종류의 예로는 항원-항

체, 비오틴-아비딘, 호르몬-호르몬 수용체, 수용체-리간드, 효소-기질이 있다. 본 출원은 항원-항체형 반응에

관한 것이다.

다양한 문법적 형태의 "이상 발현"이란 용어는 과발현되지 않는 상태에 반해 더 많은 단백질이 존재하거나 어떤[0129]

1회에 검출될 수 있도록, 증강된 발현 또는 해독, 단백질 프로모터 또는 조절인자의 변조, 단백질용 유전자의

증폭 또는 증강된 반감기 또는 안정성을 비롯한 임의의 수법에 의해 유발되는 단백질 양의 증가와 같은 조직 내

단백질의 임의의 강화된 또는 변경된 발현 또는 과발현을 의미하고, 포함할 수 있다. 이상 발현은 서열 변경,

결실 또는 삽입, 또는 변경된 폴딩으로 인해 돌연변이된 단백질 또는 변형체에서처럼 변경된 단백질이 발현되는

것을 포함해서, 단백질의 증강된 발현 또는 증가된 수준 또는 양으로 인해 세포내 단백질 발현 또는 해독후 변

경 기전이 혹사되거나 그렇지 않다면 붕괴되는 임의의 시나리오 또는 변경을 포함하고 관찰한다.

"이상 발현"이란 용어는 비정상 양 또는 수준의 효과적인 원인에 상관없이 단백질의 비정상(보통 증가된) 양/수[0130]

준이 존재하는 상태를 포함하기 위해 본 명세서에 특별히 선택된 것임을 이해하는 것이 중요하다. 따라서, 단백

질의 비정상적 양은 유전자 증폭의 부재 하에 단백질의 과발현으로부터 초래될 수 있고, 이는 예컨대 암 환자의
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두경부로부터 취한 많은 세포/조직 샘플 등에서 나타나는 경우이며, 반면 다른 샘플들은 유전자 증폭에 기인할

수 있는 비정상적 단백질 수준을 나타낸다.

이러한 후자와 관련하여, 본 발명을 예시하기 위해 본 명세서에 제시한 본 발명자들의 특정 작업은 EGFR의 증폭[0131]

으로부터 산출되는 비정상적 단백질 수준을 나타내는 특정 샘플의 분석을 포함한다. 따라서, 이것은 본 명세서

에 증폭을 참고로 하는 실험 발견들의 제공 및 EGFR의 비정상적 수준을 설명하는데 있어서 용어 "증폭/증폭된"

및 이의 유사 용어의 사용을 설명한다. 하지만, 단백질의 비정상적 양 또는 수준의 관찰은, 본 발명의 결합 구

성원에 의존하여 임상적 중재를 계획하는 환경 또는 상황을 정의하며, 이러한 이유로 본 명세서는 "이상 발현"

이란 용어가 EGFR 수준의 대응하는 비정상을 산출하는 원인 환경을 더욱 광범위하게 포착하는 것으로 생각한다.

따라서,  다양한  문법적  형태의  "과발현"  및  "증폭"이란  용어들은  독특한  기술적  의미가  있는  것으로[0132]

생각되지만, 이 용어들이 본 발명의 상황에서 비정상적 EGFR 단백질 수준이 존재하는 상태를 나타내는 한 서로

동등한 것으로 간주되어야 한다. 결과적으로, "이상 발현"이란 용어는 본 발명의 목적 범위 내에서 "과발현" 및

"증폭"이란 용어를 포함하는 것으로 생각될 때 선택되었고, 이에 따라 용어들은 모두 본 명세서에 사용된 것처

럼 서로 동등한 것으로 간주할 수 있다.

"항체"란 용어는 자연 생산되거나, 또는 부분적으로 또는 전적으로 합성 생산된 면역글로불린을 의미한다. 이[0133]

용어는 또한 항체 결합 도메인이거나 이와 상동성인 결합 도메인을 보유한 임의의 폴리펩타이드 또는 단백질을

포함하기도 한다. CDR 이식 항체도 이 용어에 의해 예상되기도 한다.

항체는 수많은 방식으로 변형될 수 있으므로, "항체"란 용어는 필요한 특이성이 있는 결합 도메인을 보유하는[0134]

임의의 특이적 결합 구성원 또는 물질을 포함하는 것으로서 간주되어야 한다. 따라서, 이 용어는 천연이든 또는

부분 또는 완전 합성된 것이든지 간에, 면역글로불린 결합 도메인을 함유하는 임의의 폴리펩타이드를 비롯하여,

항체  단편,  유도체,  기능성  등가물  또는  항체  동족체를  포함한다.  키메라  항체의  클로닝  및  발현은 EP-A-

0120694 및 EP-A-0125023 및 미국 특허 4,816,397 및 4,816,567에 설명되어 있다.

완전항체의 단편이 항원 결합 기능을 수행할 수 있다는 것은 밝혀져 있다. 결합 단백질의 예는 (i) VL, VH, CL[0135]

및 CH1 도메인으로 이루어진 Fab 단편; (ii) VH 및 CH1 도메인으로 이루어진 Fd 단편; (iii) 단일 항체의 VL 및

VH  도메인으로 이루어진 Fv  단편;  (iv)  VH  도메인으로 이루어진 dAb  단편(Ward,  E.S.  et  al.(1989)  Nature

341, 544-546); (v) 분리된 CDR 영역; (vi) 결합된 두 Fab 단편을 포함하는 2가 단편인 (Fab')2 단편; (vii)

VH 도메인과 VL 도메인이 항원 결합 부위를 형성하기 위해 결합하도록 하는 펩타이드 링커에 의해 결합되어 이

는 단일쇄 Fv  분자(scFv)(Bird  et  al.(1988)  Science.  242,  423-426;  Huston  et  al.(1988)  PNAS  USA.  85,

5879-5883); (viii) 다가 항체 단편(scFv 이량체, 삼량체 및/또는 사량체(Power and Hudson(2000) J. Immunol.

Methods 242, 193-204); (ix) 이특이적 단일쇄 Fv 이량체(PCT/US92/09965) 및 (x) 유전자 융합에 의해 작제된

다가 또는 다중특이적 단편인 "이중항체"(WO94/13804; P. Holliger et al.(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA

90, 6444-6448)이다.

"항체 결합 부위"는 항원에 특이적으로 결합하는, 경쇄 또는 중쇄 및 경쇄 가변 영역 및 초가변 영역으로 구성[0136]

된 항체 분자의 구조적 부분이다.

본 명세서에 사용된 다양한 문법적 형태의 "항체 분자"란 어구는 무손상 면역글로불린 분자 및 면역글로불린 분[0137]

자의 면역학적 활성 부분을 모두 고려한다.

항체 분자의 예는 무손상 면역글로불린 분자, 실질적으로 무손상인 면역글로불린 분자 및 파라토프를 함유하는[0138]

면역글로불린 분자의 부분으로, 예컨대 Fab, Fab', F(ab')Z 및 F(v)로 당업계에 알려져 있는 부분을 포함하며,

이 부분들은 본 명세서에 기술된 치료요법적 방법에 사용하기에 바람직하다.

또한, 항체는 이특이성으로, 항체의 한 결합 도메인이 본 발명의 특이적 결합 구성원이고 다른 결합 도메인은[0139]

다른 특이성, 예컨대 작용인자 기능 등을 보강하는 것일 수 있다. 본 발명의 이특이성 항체는 항체의 한 결합

도메인이 본 발명의 특이적 결합 구성원, 예컨대 이의 단편이고, 다른 결합 도메인이 상이한 항체 또는 이의 단

편, 예컨대 상이한 EGFR 항체의 단편, 예를 들어 항체 528(미국 특허 4,943,533), 키메라성 및 사람화된 225 항

체(미국 특허 4,943,533 및 WO96/40210), 항-de2-7 항체, 예컨대 DH8/3(Hills, D. et al.(1995) Int.J.Cancer.

63(4), 537-543), 항체 L8A4 및 Y10(Reist, CJ et al.(1995) Cancer Res. 55(19): 4375-4382; Foulon CF et

al.(2000) Cancer Res. 60(16):4453-4460), ICR62(Modjtahedi H et al.(1993) Cell Biophys. Jan-Jun; 22(1-

3): 29-46; Modjtahedi et al.(2002) P.A.A.C.R.55(14): 3140-3148, 또는 윅스트랜드 등의 항체(Wikstrand C.

et al.(1995) Cancer Res. 55(14):3140-3148)를 포함한다. 다른 결합 도메인은 신경 또는 아교세포-특이적 항
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체에서처럼, 특정 세포 종류를 인식하거나 표적으로 하는 항체일 수 있다. 본 발명의 이특이적 항체에서, 본 발

명의 항체의 한 결합 도메인은 특정 세포 수용체를 인식하고/하거나 특정 세포 수용체를 인식하고/하거나 특정

방식으로, 예컨대 면역 조절인자(예컨대, 인터루킨(들)), 성장 조절인자 또는 사이토킨(예컨대, 종양 괴사 인자

(TNF), 특히 본원에 전문이 참고인용된 2002년 2월 13일에 출원된 U.S.S.N. 60/355,838에 증명되어 있는 TNF

이특이적 방식), 독소(예: 리신) 또는 항유사분열 또는 아폽토시스성 제제 또는 인자처럼 세포를 조절하는 분자

또는 다른 결합 도메인과 조합될 수 있다.

항체 분자의 Fab 및 F(ab')2 부분은 공지된 방법에 의한 실질적 무손상 항체 분자에 대한 파파인 및 펩신 각각[0140]

의 단백분해 반응에 의해 제조할 수 있다(예컨대, 미국 특허 4,342,566 참조, Theofilopolous et al.). 또한,

Fab' 항체 분자 부분도 공지되어 있으며, 이는 두 중쇄 부분을 연결하는 디설파이드 결합을 머캅토에탄올로 환

원시키고, 그 다음 수득되는 단백질 머캅탄을 요오도아세트아미드와 같은 시약으로 알킬화함으로써 F(ab')2 부

분으로부터 생산한다. 무손상 항체 분자를 함유하는 항체가 본 발명에 바람직하다.

다양한 문법적 형태의 "모노클로널 항체"란 어구는 특정 항원과 면역반응할 수 있는 항체 결합 부위를 한 종만[0141]

보유하는 항체를 의미한다. 따라서, 모노클로널 항체는 일반적으로 면역반응하는 임의의 항원에 대해 단일 결합

친화성을 나타낸다. 또한, 모노클로널 항체는 각각 다른 항원에 대해 면역특이성인 복수의 항체 결합 부위를 보

유하는 항체 분자, 예컨대 이특이성(키메라성) 모노클로널 항체도 포함할 수 있다.

"항원 결합 도메인"이란 용어는 항원 일부 또는 전체에 특이적으로 결합하고 상보적인 구역을 포함하는 항체 부[0142]

분을 의미한다. 항원이 큰 경우, 항체는 항원의 특정 부분에만 결합할 수 있고, 이 부분은 에피토프라 불린다.

항원 결합 도메인은 하나 이상의 항체 가변 도메인에 의해 제공될 수 있다. 항원 결합 도메인은 항체 경쇄 가변

영역(VL) 및 항체 중쇄 가변 영역(VH)을 포함하는 것이 바람직하다.

"해독후 변형"은 해독 완료 후 리보솜에서 방출된 후 또는 초기 폴리펩타이드에서 공동해독적으로 단백질이 겪[0143]

는, 공유 변형을 비롯한 어느 한 변형 또는 변형(들)의 조합을 포함할 수 있다. 해독후 변형은 인신화, 미리스

틸화, 유비퀴틴화, 글리코실화, 조효소 부착, 메틸화 및 아세틸화를 포함하지만, 이에 국한되지 않는다. 해독후

변형은 단백질의 활성, 단백질의 세포내 또는 세포외 운명, 단백질의 안정성 또는 반감기 및/또는 리간드, 수용

체 또는 다른 단백질에 의한 인식을 조절하거나 영향을 미칠 수 있다. 해독후 변형은 세포 소기관 내에서, 핵

내에서 또는 세포질 내에서 또는 세포외에서 일어날 수 있다.

"특이적"이란 용어는 특이적 결합 쌍의 한 구성원이 이의 특이적 결합 파트너(들) 외에 다른 분자들에 대해 어[0144]

떠한 유의적 결합을 나타내지 않는 상황을 언급하는데 사용될 수 있다. 또한, 이 용어는 예컨대 항원 결합 도메

인이 다수의 항원에 의해 운반되는 특정 에피토프에 특이적인 경우에 적용할 수도 있으며, 이러한 경우에 항원

결합 도메인을 운반하는 특이적 결합 구성원은 에피토프를 운반하는 다양한 항원에 결합할 수 있을 것이다.

"포함한다"란 용어는 하나 이상의 특징 또는 성분의 존재를 포함한다는 의미, 즉 허용한다는 의미에서 일반적으[0145]

로 사용된다.

"~로 본질적으로 이루어진"이란 표현은 더 큰 산물에 공유 부착하지 않는, 일정 수의 잔기들의 산물, 특히 펩타[0146]

이드 서열을 의미한다. 앞에서 언급한 본 발명의 펩타이드의 경우에, 당업자는 펩타이드의 N- 또는 C-말단이 약

간 변형된 것을 예상할 수 있고, 예컨대 보호기 등을 첨가하는 말단의 화학적 변형, 예컨대 C-말단의 아미드화

를 예상할 수 있다는 것을 알고 있을 것이다.

"분리된"이란 용어는 본 발명의 특이적 결합 구성원, 또는 이러한 결합 구성원을 암호화하는 핵산이 본 발명에[0147]

따라 존재하는 상태를 의미한다. 구성원 및 핵산은 이들의 자연 환경에서, 또는 이의 제조가 시험관내 또는 생

체내에서 수행되는 재조합 DNA 기술에 의해 이루어질 때 제조된 환경(예컨대, 세포 배양물)에서 함께 발견되는

다른 폴리펩타이드 또는 핵산과 같은 자연 연관된 물질이 없거나 실질적으로 없는 것일 것이다. 구성원 및 핵산

은 희석제 또는 보강제와 배합될 수 있고, 실제 목적을 위해 분리될 수 있으며, 예컨대 구성원은 면역분석용 미

세역가 플레이트를 코팅하는데 사용된다면 다른 담체 또는 젤라틴과 일반적으로 혼합되거나, 또는 진단이나 치

료법에 사용될 때에는 약제학적으로 허용되는 담체 또는 희석제와 혼합될 것이다. 특이적 결합 구성원은 자연적

으로 또는 이종 진핵생물 세포계에 의해 글리코실화될 수 있고, 또는 글리코실화되지 않을 수도 있다(예컨대,

원핵생물 세포에서 발현에 의해 생산되는 경우).

또한, 본 명세서에 사용된 "글리코실화" 및 "글리코실화된"이란 용어는 당단백질이라 불리는 단백질의 올리고사[0148]

카라이드 첨가에 의한 해독후 변형을 포함한다. 올리고사카라이드는 당단백질의 글리코실화 부위에 첨가되며,

예컨대 N-결합된 올리고사카라이드 및 O-결합된 올리고사카라이드가 있다. N-결합된 올리고사카라이드는 Asn 잔
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기에 첨가되고, 이 Asn 잔기는 특히 N-X-S/T 서열(여기서 X는 Pro 또는 Asp일 수 없다)에 존재하는 것이며, 이

것은 당단백질에서 발견되는 가장 일반적인 것이다. N-결합된 당단백질의 생합성에서, 고 만노스 형 올리고사카

라이드(일반적으로, 돌리콜, N-아세틸글루코사민, 만노스 및 글루코스로 구성됨)는 소포체(ER)에 가장 먼저 형

성된다. 그 다음, 고 만노스 형 당단백질은 ER로부터 골지체로 수송되고, 여기서 올리고사카라이드의 추가 가공

및 변형이 일어난다. O-결합된 올리고사카라이드는 Ser 또는 Thr 잔기의 하이드록실 그룹에 첨가된다. O-결합된

올리고사카라이드에서, N-아세틸글루코사민은 먼저 ER에서 N-아세틸글루코사미닐트랜스퍼라제에 의해 Ser 또는

Thr 잔기로 전달된다. 그 다음, 단백질은 추가 변형과 사슬 연장이 일어나는 골지체로 이동한다. O-결합된 변형

은 추가로 다른 조건 하에 글리코실화보다는 인산화될 수 있는 Ser 또는 Thr 부위에서 OGlcNAc 모노사카라이드

만을 간단히 첨가함으로써 일어날 수 있다.

본 명세서에 사용된 "pg"는 피코그램을 의미하고, "ng"는 나노그램을 의미하며, "ug" 또는 "㎍"은 마이크로그램[0149]

을 의미하고, "mg"은 밀리그램을 의미하고, "ul" 또는 "㎕"는 마이크로리터를 의미하고, "ml"은 밀리리터를 의

미하고, "l"은 리터를 의미한다.

"806 항체", "mAb806", "ch806"란 용어, 및 구체적으로 열거되지 않은 임의의 변형체는 호환해서 사용되기도 하[0150]

며, 본 명세서와 특허청구범위에 사용된 것처럼 단일 또는 다중 단백질을 비롯한 단백질성 물질을 의미하며, 본

명세서에 기술되고 서열번호 2 및 서열번호 4에 제시된 아미노산 서열 데이터를 보유하는 단백질, 및 서열번호

7 및 8에 포함되고 그 일부를 형성하고 본 명세서 및 특허청구범위에 제시된 활성 프로필을 보유하는 키메라 항

체  ch806까지  확장된다.  따라서,  실질적으로  동등하거나  변경된  활성을  나타내는  단백질도  마찬가지로

고려한다. 이러한 변형은 예컨대 고의적인 것, 예를 들어 부위 지시된 돌연변이유발을 통해 수득되는 변형일 수

있고, 또는 우연한 것, 예를 들어 복합체 또는 이의 명명된 서브유닛의 생산자인 숙주에서 돌연변이를 통해 수

득되는 것일 수 있다. 또한, "806 항체", "mAb806" 및 "ch806"이란 용어는 본 명세서에 구체적으로 언급된 단백

질뿐 아니라 실질적 상동성인 모든 유사체 및 대립유전자 변형을 포함하는 것으로 간주한다.

"사람화된 806 항체", "hu806" 및 "베니어링된 806 항체"란 용어 및 구체적으로 열거하지 않은 임의의 변형체는[0151]

호환해서 사용되기도 하며, 본 명세서와 특허청구범위에 사용된 것처럼 단일 또는 다중 단백질을 비롯한 단백질

성 물질을 의미하며, 본 명세서에 기술되고 서열번호 42 및 서열번호 47에 제시된 아미노산 서열 데이터를 보유

하고 본 명세서 및 특허청구범위에 제시된 활성 프로필을 보유하는 단백질까지 확장된다. 따라서, 실질적으로

동등하거나 변경된 활성을 나타내는 단백질도 마찬가지로 고려한다. 이러한 변형은 예컨대 고의적인 것, 예를

들어 부위 지시된 돌연변이유발을 통해 수득되는 변형일 수 있고, 또는 우연한 것, 예를 들어 복합체 또는 이의

명명된 서브유닛의 생산자인 숙주에서 돌연변이를 통해 수득되는 것일 수 있다. 또한, "사람화된 806 항체",

"hu806" 및 "베니어링된 806 항체"란 용어는 이 범위 내에 본 명세서에 구체적으로 언급된 단백질뿐 아니라 실

질적 상동성인 모든 유사체 및 대립유전자 변형을 포함하는 것으로 간주한다.

"175 항체" 및 "mAb175"란 용어 및 구체적으로 열거되지 않은 임의의 변형체는 호환해서 사용되기도 하며, 본[0152]

명세서와 특허청구범위에 사용된 것처럼 단일 또는 다중 단백질을 비롯한 단백질성 물질을 의미하며, 본 명세서

에 기술되고 서열번호 129 및 서열번호 134에 제시된 아미노산 서열 데이터를 보유하고 본 명세서 및 특허청구

범위에 제시된 활성 프로필을 보유하는 단백질까지 확장된다. 따라서, 실질적으로 동등하거나 변경된 활성을 나

타내는 단백질도 마찬가지로 고려한다. 이러한 변형은 예컨대 고의적인 것, 예를 들어 부위 지시된 돌연변이유

발을 통해 수득하는 변형일 수 있고, 또는 우연한 것, 예를 들어 복합체 또는 이의 명명된 서브유닛의 생산자인

숙주에서 돌연변이를 통해 수득하는 것일 수 있다. 또한, "175 항체" 및 "mAb175"란 용어는 본 명세서에 구체적

으로 언급된 단백질뿐 아니라 실질적 상동성인 모든 유사체 및 대립유전자 변형을 포함하는 것으로 간주한다.

 

"124 항체" 및 "mAb124"란 용어 및 구체적으로 열거되지 않은 임의의 변형체는 호환해서 사용되기도 하며, 본[0153]

명세서와 특허청구범위에 사용된 것처럼 단일 또는 다중 단백질을 비롯한 단백질성 물질을 의미하며, 본 명세서

에 기술되고 서열번호 22 및 서열번호 27에 제시된 아미노산 서열 데이터를 보유하고 본 명세서 및 특허청구범

위에 제시된 활성 프로필을 보유하는 단백질까지 확장된다. 따라서, 실질적으로 동등하거나 변경된 활성을 나타

내는 단백질도 마찬가지로 고려한다. 이러한 변형은 예컨대 고의적인 것, 예를 들어 부위 지시된 돌연변이유발

을 통해 수득한 변형일 수 있고, 또는 우연한 것, 예를 들어 복합체 또는 이의 명명된 서브유닛의 생산자인 숙

주에서 돌연변이를 통해 수득한 변형일 수 있다. 또한, "124 항체" 및 "mAb124"란 용어는 본 명세서에 구체적으

로 언급된 단백질뿐 아니라 실질적 상동성인 모든 유사체 및 대립유전자 변형을 포함하는 것으로 간주한다.

"1133 항체" 및 "mAb1133"이란 용어 및 구체적으로 열거되지 않은 임의의 변형체는 호환해서 사용되기도 하며,[0154]
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본 명세서와 특허청구범위에 사용된 것처럼 단일 또는 다중 단백질을 비롯한 단백질성 물질을 의미하며, 본 명

세서에 기술되고 서열번호 32 및 서열번호 37에 제시된 아미노산 서열 데이터를 보유하고 본 명세서 및 특허청

구범위에 제시된 활성 프로필을 보유하는 단백질까지 확장된다. 따라서, 실질적으로 동등하거나 변경된 활성을

나타내는 단백질도 마찬가지로 고려한다. 이러한 변형은 예컨대 고의적인 것, 예를 들어 부위 지시된 돌연변이

유발을 통해 수득한 변형일 수 있고, 또는 우연한 것, 예를 들어 복합체 또는 이의 명명된 서브유닛의 생산자인

숙주에서 돌연변이를 통해 수득한 변형일 수 있다. 또한, "1133 항체" 및 "mAb1133"이란 용어는 본 명세서에 구

체적으로 언급된 단백질뿐 아니라 실질적 상동성인 모든 유사체 및 대립유전자 변형을 포함하는 것으로 간주한

다.

본 명세서에 기술된 아미노산 잔기는 "L" 이성체형인 것이 바람직하다. 하지만, "D" 이성체형의 잔기가 임의의[0155]

L-아미노산 잔기를 대체할 수 있는데, 단 면역글로불린-결합의 원하는 기능적 성질이 그 폴리펩타이드에 의해

유지되어야 한다. NH2는 폴리펩타이드의 아미노산 말단에 존재하는 유리 아미노 그룹을 의미한다. COOH는 폴리펩

타이드의 카르복시 말단에 존재하는 유리 카르복시 그룹을 의미한다. 표준 폴리펩타이드 명명법(J.Biol.Chem.,

243: 3552-59(1969))에 따라 아미노산 잔기의 약어는 다음 대응표에 제시했다:

[0156]

모든 아미노산 잔기 서열은 왼쪽과 오른쪽 배향이 통상적인 방향인 아미노산 말단에서 카르복시 말단으로 존재[0157]

하는 식으로 본 명세서에 제시되어 있음을 유의해야 한다. 또한, 아미노산 잔기 서열의 시작 또는 말단에 있는

대시는 하나 이상의 아미노산 잔기의 추가 서열에 대한 펩타이드 결합을 나타낸다는 것을 유의해야 한다. 상기

표는 본 명세서에 대안적으로 나타날 수 있는 3문자 및 1문자 표시법을 상관 지어 제시했다.

"레플리콘(replicon)"은 생체내 DNA 복제의 자율적 단위로서 기능하는, 즉 자신의 조절 하에 복제할 수 있는 임[0158]

의의 유전 인자(예: 플라스미드, 염색체, 바이러스)이다.

"벡터"는 다른 DNA 분절이 부착되어 분절의 복제를 유발할 수 있는, 플라스미드, 파지 또는 코스미드와 같은 레[0159]

플리콘이다.

"DNA 분자"는 일본쇄 형태 또는 이본쇄 나선형인 데옥시리보뉴클레오타이드(아데닌, 구아닌, 티민 또는 사이토[0160]

신)의 중합체 형태를 의미한다. 이 용어는 분자의 1차 및 2차 구조만을 의미하며, 임의의 특정 3차 형태에 제한

되지 않는다. 따라서, 이 용어는 특히 선형 DNA 분자(예: 제한 단편), 바이러스, 플라스미드 및 염색체에서 발

견되는 이본쇄 DNA를 포함한다. 특정 이본쇄 DNA 분자의 구조를 논하는데 있어서, 서열은 DNA의 비전사 쇄(즉,

mRNA에 상동성인 서열을 보유한 쇄)를 따라 5'에서 3' 방향의 서열만을 제공하는 통례에 따라 본 명세서에 기술

될 수 있다.

"복제 오리진"은 DNA 합성에 참여하는 DNA 서열을 의미한다.[0161]
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DNA "암호화 서열"은 적당한 조절 서열의 조절 하에 배치되었을 때 생체내에서 폴리펩타이드로 전사 및 해독되[0162]

는 이본쇄 DNA 서열이다. 암호화 서열의 경계는 5' 말단(아미노 말단)의 개시 코돈과 3'(카르복시) 말단의 해독

종결  코돈에  의해  결정된다.  암호화  서열은  원핵생물  서열,  진핵생물  mRNA  유래의  cDNA,  진핵생물(예:

포유동물)  DNA  유래의  게놈  DNA  서열  및  심지어  합성  DNA  서열을 포함할 수  있으나,  이에  국한되는 것은

아니다. 폴리아데닐화 시그널 및 전사 종결 서열은 일반적으로 암호화 서열에 대해 3'에 위치할 것이다.

전사  및  해독  조절  서열은  DNA  조절  서열로,  예컨대  숙주  세포에서  암호화  서열의  발현을  위해  마련한[0163]

프로모터, 인핸서, 폴리아데닐화 시그널, 종결인자 등이다.

"프로모터 서열"은 세포에서 RNA 폴리머라제에 결합할 수 있고 하류(3' 방향) 암호화 서열의 전사를 개시할 수[0164]

있는 DNA 조절 영역이다. 본 발명을 정의하기 위해, 프로모터 서열은 그 3' 말단이 전사 개시 부위에 접하고 있

고 배경 이상으로 검출할 수 있는 수준으로 전사를 개시하는데 필요한 최소 수의 염기 또는 인자를 포함하기 위

해 상류(5' 방향")로 연장된다. 프로모터 서열 내에서는 전사 개시 부위(뉴클레아제 S1로 매핑하여 간편하게 한

정됨) 뿐만 아니라 RNA 폴리머라제의 결합에 책임이 있는 단백질 결합 도메인(컨센서스 서열)을 찾을 수 있다.

진핵생물의 프로모터는 종종 "TATA" 박스 및 "CAT" 박스를 포함하지만, 반드시 포함하는 것은 아니다. 원핵생물

프로모터는 -10 및 -35 컨센서스 서열 외에 샤인 달가노 서열을 포함한다.

"발현 조절 서열"은 다른 DNA 서열의 전사 및 해독을 조절하는 DNA 서열이다. 암호화 서열은 RNA 폴리머라제가[0165]

암호화 서열을 mRNA로 전사하고, 이어서 암호화 서열에 의해 암호화된 단백질로 해독할 때 세포 내에서 전사 및

해독 조절 서열의 "조절 하에" 있다.

"시그널 서열"은 암호화 서열 앞에 포함될 수 있다. 이 서열은 폴리펩타이드의 N-말단에 시그널 펩타이드를 암[0166]

호화하고, 이는 숙주 세포와 소통하여 폴리펩타이드를 세포 표면으로 유도하거나 폴리펩타이드를 배지로 분비하

고, 이 시그널 펩타이드는 단백질이 세포를 떠나기 전에 숙주 세포에 의해 절단된다. 시그널 서열은 원핵생물

및 진핵생물에 고유한 다양한 단백질과 결합되어 있는 것을 찾아볼 수 있다.

본 발명의 프로브를 언급하는 경우에 본 명세서에 사용된 "올리고뉴클레오타이드"란 용어는 2개 이상의 리보뉴[0167]

클레오타이드로 구성된 분자, 바람직하게는 3개보다 많은 리보뉴클레오타이드로 구성된 분자로서 정의된다. 이

의 정확한 크기는 결과적으로 올리고뉴클레오타이드의 최종 기능 및 용도에 따라 달라지는 많은 요인들에 따라

좌우될 것이다.

본 명세서에 사용된 "프라이머"란 용어는 핵산 쇄에 상보적인 프라이머 연장 산물의 합성이 유도되는 조건, 즉[0168]

DNA 폴리머라제와 같은 유도제 및 뉴클레오타이드의 존재 하에 적당한 온도와 pH에서 배치되었을 때, 합성 개시

점으로서  작용할  수  있는,  정제된  제한  분해물에서처럼  자연  발생물이든지  또는  합성  생산된  것인지에

상관없는, 올리고뉴클레오타이드를 의미한다. 프라이머는 일본쇄 또는 이본쇄일 수 있고 유도제의 존재 하에 원

하는 연장 산물의 합성을 개시하기에 충분히 길어야 한다.  프라이머의 정확한 길이는 많은 요인들,  예컨대

온도, 프라이머의 근원 및 방법의 사용에 따라 달라질 것이다. 예를 들어, 진단 용도의 경우, 표적 서열의 복잡

성에 따라, 올리고뉴클레오타이드 프라이머는 일반적으로 15 내지 25개 또는 그 이상의 뉴클레오타이드를 포함

하지만, 더 적은 수의 뉴클레오타이드를 포함할 수도 있다.

본원에서 프라이머는 특정 표적 DNA 서열의 다른 쇄에 "실질적으로" 상보적인 것으로 선택한다. 이것은 프라이[0169]

머가 각각의 쇄와 하이브리드화하기에 충분히 상보적이어야 한다는 것을 의미한다. 따라서, 프라이머 서열은 주

형의 정확한 서열을 반영할 필요는 없다. 예를 들어, 비상보적 뉴클레오타이드 단편은 프라이머 서열의 나머지

가 쇄에 상보적인 프라이머의 5' 말단에 부착될 수 있다. 대안적으로, 프라이머 서열이 하이브리드화할 쇄의 서

열과 충분히 상보성이어서 연장 산물의 합성에 주형을 형성하기만 한다면, 프라이머에는 비상보성 염기 또는 더

긴 서열이 산재할 수 있다.

본 명세서에 사용된 "제한 엔도뉴클레아제" 및 "제한효소"란 용어는 각각 특정 뉴클레오타이드 서열이나 그 부[0170]

근에서 이본쇄 DNA를 절단하는 세균 효소를 의미한다.

세포는 외인성 또는 이종 DNA가 세포 내로 도입되었을 때 이 DNA에 의해 "형질전환된" 것이다. 형질전환 DNA는[0171]

세포의 게놈을 구성하는 염색체 DNA에 통합(공유 결합)되거나 통합되지 않을 수 있다. 예컨대, 원핵생물, 효모

및 포유동물 세포에서, 형질전환 DNA는 플라스미드와 같은 에피솜 인자에서 유지될 수 있다. 진핵생물 세포와

관련하여, 안정하게 형질전환된 세포는 형질전환 DNA가 염색체 복제를 통해 딸 세포로 유전될 정도로 염색체에

통합된 것이다. 이러한 안정성은 진핵생물 세포가 형질전환 DNA를 함유하는 딸세포 집단으로 구성된 세포주 또

는 클론을 확립시키는 능력으로 입증한다. "클론"은 단세포 또는 공통 조상으로부터 유사분열에 의해 유래되는
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세포 집단이다. "세포주"는 많은 세대동안 시험관내에서 안정한 성장을 할 수 있는 원발성 세포 클론이다.

2개의 DNA 서열은 적어도 약 75%(바람직하게는 적어도 약 80%, 가장 바람직하게는 적어도 약 90 또는 95%)의 뉴[0172]

클레오타이드가 한정된 길이의 DNA 서열 상에서 부합할 때 "실질적으로 상동성"이다. 실질적으로 상동성인 서열

은 서열 데이터 뱅크에서 입수할 수 있는 표준 소프트웨어를 사용하여 서열을 비교하거나, 또는 특정 시스템마

다 한정된 바와 같은 엄중 조건 등에서 서던 하이브리드화 실험을 통해 확인할 수 있다. 적당한 하이브리드화

조건의 한정은 당업자의 기술 범위내에 있다[예컨대, Maniatis et al., 상기 참조; DNA Cloning, Vol. I & II,

상기 문헌 참조; Nucleic Acid Hybridization, 상기 문헌 참조].

또한, 개시된 서열을 가진 항체를 암호화하되, 이러한 서열에 축퇴성인 본 발명의 특이적 결합 구성원(항체)을[0173]

암호화하는 DNA 서열도 본 발명의 범위에 포함되는 것으로 이해되어야 한다. "축퇴성"이란 특정 아미노산을 특

정하기 위해 다른 3문자 코돈이 사용되는 것을 의미한다. 각각 특정 아미노산을 암호화하기 위해 다음과 같은

코돈이 호환해서 사용될 수 있다는 것은 당업계에 공지되어 있다:

[0174]

상기 특정된 코돈은 RNA 서열에 대한 것으로 이해되어야 한다. DNA의 대응 코돈은 U 대신 T로 치환된 것이다.[0175]

돌연변이는 예컨대 특정 코돈이 다른 아미노산을 암호화하는 코돈으로 변화되도록 개시된 본 발명의 항체 서열[0176]

에 이루어질 수 있다. 이러한 돌연변이는 일반적으로 가능한 가장 적은 수의 뉴클레오타이드 변화에 의해 이루

어진다. 이러한 종류의 치환 돌연변이는 최종 단백질에서 아미노산을 비보존적 방식(즉, 특정 크기 또는 특징이

있는 아미노산 그룹에 속하는 아미노산으로부터 다른 그룹에 속하는 아미노산으로 코돈을 변화시켜) 또는 보존

적 방식(즉, 특정 크기 또는 특징을 가진 아미노산 그룹에 속하는 아미노산으로부터 동일한 그룹에 속하는 아미

노산으로 변화시켜)으로 변화시키기 위해 이루어질 수 있다. 이러한 보존적 변화는 일반적으로 최종 단백질의

구조 및 기능을 덜 변화시킨다. 비보존적 변화는 최종 단백질의 구조, 활성 또는 기능을 더욱 변경시킬 가능성

이 있다. 본 발명은 최종 단백질의 활성 또는 결합 특성을 유의적으로 변경시키지 않는 보존적 변화를 함유하는
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서열을 포함하는 것으로 간주되어야 한다.

다음은 다양한 아미노산 그룹의 한 예이다:[0177]

비극성 R 그룹을 보유하는 아미노산 [0178]

알라닌, 발린, 류신, 이소류신, 프롤린, 페닐알라닌, 트립토판, 메티오닌[0179]

비하전된 극성 R 그룹을 보유하는 아미노산    [0180]

글리신, 세린, 트레오닌, 시스테인, 티로신, 아스파라긴, 글루타민[0181]

하전된 극성 R 그룹을 보유하는 아미노산(pH 6.0에서 음하전을 띰)[0182]

아스파르트산, 글루탐산[0183]

염기성 아미노산(pH 6.0에서 양하전을 띰)   [0184]

리신, 아르기닌, 히스티딘(pH 6.0)[0185]

또 다른 그룹은 페닐 그룹을 보유하는 아미노산일 수 있다:[0186]

페닐알라닌, 트립토판, 티로신[0187]

다른 그룹은 분자량(즉, R 그룹의 크기)에 따라 이루어질 수 있다:[0188]

[0189]

특히 바람직한 치환은 다음과 같다:[0190]

- 양하전이 유지될 수 있도록 Arg 대신 Lys 및 그 반대;[0191]

- 음하전이 유지될 수 있도록 Asp 대신 Glu 및 그 반대;[0192]

- 유리 -OH가 유지될 수 있도록 Thr 대신 Ser;[0193]

- 유리 NH2가 유지될 수 있도록 Asn 대신 Gln.[0194]

또한, 아미노산 치환은 특히 바람직한 성질을 가진 아미노산을 대신 사용하기 위해 도입될 수 있다. 예를 들어,[0195]

Cys은 다른 Cys과 디설파이드 가교를 형성하기 위한 잠재 부위에 도입될 수 있다. His은 특히 "촉매적" 부위로
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도입될 수 있다(즉, His은 산 또는 염기로서 작용할 수 있고 생화학적 촉매작용에서 가장 일반적인 아미노산이

다). Pro은 이의 특별한 평면 구조로 인해 도입될 수 있고, 이는 단백질 구조에 3-턴을 유도한다.

두 아미노산 서열은 아미노산 잔기의 적어도 약 70%(바람직하게는 적어도 약 80%, 가장 바람직하게는 적어도 약[0196]

90% 또는 95%)가 동일하거나, 또는 보존적 치환을 나타낼 때 "실질적으로 상동성"이다.

DNA 작제물의 "이종성" 영역은 본래 큰 분자와 결합된 상태로 발견되지 않는 큰 DNA 분자 내의 식별가능한 DNA[0197]

분절이다. 따라서, 이종성 영역이 포유동물 유전자를 암호화할 때, 이 유전자는 보통 유기체 근원의 게놈 내에

서 포유동물 게놈 DNA에 인접해 있지 않은 DNA가 인접해 있을 것이다. 이종성 암호화 서열의 다른 예는 암호화

서열 자체가 자연에서 발견되지 않는 작제물이다(예컨대, 게놈 암호화 서열이 인트론을 함유하는 cDNA 또는 천

연 유전자와 다른 코돈을 보유하는 합성 서열). 대립유전자 변형 또는 자연발생의 돌연변이 사건은 본 명세서에

정의된 바와 같은 DNA의 이종 영역을 생성시키지 않는다.

"약제학적으로 허용되는"이란 어구는 생리학적으로 허용되고 사람에게 투여했을 때 위 상해, 현기증 등과 같은[0198]

알레르기성 또는 유사한 부적당한 반응을 일반적으로 일으키지 않는 분자 실재물 및 조성물을 의미한다. 

본 명세서에 사용된 "치료학적 유효량"이란 어구는 표적 세포 덩어리, 암세포 또는 종양의 그룹의 성장 또는 진[0199]

행 또는 유사분열 활성 또는 다른 병리 상태의 특징의 임상적으로 유의적인 변화를 차단하고, 바람직하게는 적

어도 약 30%, 바람직하게는 적어도 50%, 바람직하게는 적어도 70%, 바람직하게는 적어도 80%, 바람직하게는 적

어도 90% 감소시키기에 충분한 양을 의미하기 위해 본 명세서에 사용한다. 예를 들어, EGFR 활성화 또는 EGFR

양성 세포의 활성이나 양이나 수의 정도, 특히 항체 또는 결합 구성원 반응성 또는 양성 세포의 정도는 감소될

수 있다.

DNA 서열은 발현 조절 서열이 이 DNA 서열의 전사 및 해독을 제어 및 조절하다면 발현 조절 서열에 "작동적으로[0200]

결합"된 것이다. "작동적으로 결합된"이란 용어는 발현될 DNA 서열 앞에 적당한 개시 시그널(예: ATG)을 보유하

고, 정확한 판독 프레임을 유지하여 DNA 서열이 발현 조절 서열의 조절 하에서 발현되어 이 DNA 서열에 의해 암

호화된 목적 산물이 생산될 수 있는 것을 포함한다. 재조합 DNA 분자에 삽입시키고자 하는 유전자가 적당한 개

시 시그널을 함유하지 않는 경우에, 이러한 유전자 앞에 개시 시그널을 삽입할 수도 있다.

"표준 하이브리드화 조건"이란 용어는 하이브리드화 및 세척 시 5 x SSC 및 65℃와 실질적으로 동일한 염 및 온[0201]

도 조건을 의미한다. 하지만, 당업자는 이러한 "표준 하이브리드화 조건"이 완충액 중의 나트륨 및 마그네슘 농

도, 뉴클레오타이드 서열 길이 및 농도, 부정합 비율, 포름아미드 비율 등을 비롯한 특정 조건에 따라 달라진다

는 것을 잘 알고 있을 것이다. 또한, "표준 하이브리드화 조건"의 측정에는 하이브리드화하는 두 서열이 RNA-

RNA, DNA-DNA 또는 RNA-DNA인지가 중요하다. 이러한 표준 하이브리드화 조건은 공지된 공식에 따라 당업자라면

쉽게 결정할 수 있는데, 하이브리드화는 보통 예상되거나 측정된 Tm보다 10 내지 20℃ 낮은 온도에서 필요한 경

우 더 엄중한 세척 조건으로 실시한다.

본 발명은 에피토프가 이상 해독후 변형 후 증강되거나 분명한 종양발생성, 과증식성 또는 비정상 세포에서 발[0202]

견되고 정상 또는 야생형 세포에서 검출할 수 없는 EGFR 에피토프를 인식하는, 신규 특이적 결합 구성원, 특히

항체 또는 이의 단편, 예컨대 면역원성 단편을 제공한다. 특별한, 하지만 비제한적인 양태에서, 결합 구성원,

예컨대 항체는 단순한 탄수화물 변형 또는 조기 글리코실화 후 증강되거나 분명하고 복잡한 탄수화물 변형 또는

글리코실화의 존재 하에 감소되거나 분명하지 않은 EGFR 에피토프를 인식한다. 특이적 결합 구성원, 예컨대 항

체 또는 이의 단편은 과발현의 부재 및 정상 EGFR 해독후 변형의 존재 하에 정상 또는 야생형 EGFR 에피토프를

함유하는 정상 세포 또는 야생형 세포에 결합하거나 인식하지 못한다.

또한, 본 발명은 에피토프가 증강, 발현 또는 분명한 종양발생성, 과증식성 또는 비정상 세포에서 노출되고, 정[0203]

상 또는 야생형 세포에서는 검출할 수 없는 EGFR 에피토프, 특히 EGFR 펩타이드(287CGADSYEMEEDGVRKC302 (서열번

호 14))를 인식하는 신규 항체 806, 175, 124, 1133, ch806 및 hu806 및 이의 단편, 예컨대 면역원성 단편을

제공한다. 특별하지만, 비제한적인 양태에서, 항체는 단순한 탄수화물 변형 또는 조기 글리코실화 후 증강되거

나 분명하고 복잡한 탄수화물 변형 또는 글리코실화의 존재 시에는 감소되거나 분명하지 않은 EGFR 에피토프를

인식한다. 이러한 항체 또는 이의 단편은 과발현, 증폭 또는 종양발생성 사건의 부재 하에 정상 또는 야생형

EGFR 에피토프를 함유하는 정상 세포 또는 야생형 세포에 결합하거나 인식하지 못한다.

본 발명의 특정 관점에 따르면, 그리고 전술한 바와 같이, 본 발명자들은 증폭된 야생형 EGFR 및 de2-7 EGFR을[0204]

특이적으로 인식하지만, de2-7 EGFR 돌연변이의 독특한 연접 펩타이드와 상이한 에피토프에 결합하는, 신규 모

노클로널 항체 806, 175, 124, 1133, ch806 및 hu806을 발견했다. 또한, mAb806, mAb175, mAb124, mAb1133 및
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hu806은 신경아교종 세포의 세포 표면에서 발현된 정상 야생형 EGFR을 인식하지 못하지만, ELISA 플레이트의 표

면에 고정된 EGFR의 세포외 도메인에는 결합하여, 폴리펩타이드 면을 지닌 입체형태적 에피토프를 시사한다.

중요한 것은, mAb806, mAb175, mAb124, mAb1133, ch806 및 hu806은 대부분의 다른 정상 조직에서보다 높은 수[0205]

준의 내인성 wtEGFR을 발현하지만, EGFR이 과발현되거나 증폭된 것은 아닌 간 및 피부와 같은 정상 조직에는 유

의적으로 결합하지 않는다는 점이다. 따라서, mAb806, mAb175, mAb124, mAb1133 및 hu806은 de2-7 EGFR 및 증

폭된 EGFR을 인식하지만 정상인 야생형 EGFR 또는 de2-7 EGFR의 특징인 독특한 연접 펩타이드를 인식하지 못하

는 신규하고 유용한 특이성을 증명한다. 바람직한 관점에서, 본 발명의 mAb806, mAb175, mAb124, mAb1133 및

hu806은 도 14B 및 15B; 74B 및 75B; 51B 및 51D; 52B 및 52D; 및 55A 및 55B에 각각 도시된 VH 및 VL 쇄 CDR

도메인 아미노산 서열(각각 서열번호 2 및 4; 129 및 134; 22 및 27; 32 및 37; 및 42 및 47; 서열번호 42는

서열번호 163 및 164의 hu806 VH 쇄 시그널 펩타이드 및 VH 쇄 서열을 각각 포함하고, 서열번호 47은 서열번호

165 및 166의 hu806 VL 쇄 시그널 펩타이드 및 VL 쇄 서열을 각각 포함함)을 포함한다.

다른 관점에서, 본 발명은 175 항체의 VH 및 VL 쇄 서열(각각 서열번호 129 및 134)을 보유하는 항체의 적어도[0206]

10%가 ELISA 분석에서 상기 항체와 경쟁에 의해 de2-7 EGFR에 대한 결합이 차단되는 조건 하에, 175 항체와 경

쟁할 수 있는 항체를 제공한다. 전술한 바와 같이, 항-유전자형 항체도 고려한다.

본 발명은 증폭된 EGFR을 발현하거나 de2-7 EGFR을 발현하는 세포에 존재하고 정상 또는 야생형 EGFR을 발현하[0207]

는 세포에서는 검출할 수 없으며, 특히 정상 해독후 변형의 존재 시에는 검출할 수 없는 EGFR 에피토프를 인식

하는 특이적 결합 구성원, 특히 항체 또는 이의 단편에 관한 것이다.

또한, 본 발명의 추가 비제한적 관찰 또는 특징으로서, 조기 글리코실화 또는 단순한 탄수화물 변형의 특징인[0208]

고 만노스 그룹의 존재 하에서의 에피토프 인식을 주목하고 본원에서 입증했다. 따라서, 변경된 또는 이상 글리

코실화는 항체 에피토프의 존재 및/또는 인식을 도모하고 항체 에피토프의 일부를 포함한다.

글리코실화는 당단백질이라 불리는 단백질에 올리고사카라이드 첨가에 의한 해독후 변형을 포함한다. 올리고사[0209]

카라이드는 당단백질의 글리코실화 부위에 첨가되며, 예컨대 N-결합된 올리고사카라이드 및 O-결합된 올리고사

카라이드가 있다. N-결합된 올리고사카라이드는 Asn 잔기에 첨가되고, 이 Asn 잔기는 특히 N-X-S/T 서열(여기서

X는 Pro 또는 Asp일 수 없다)에 존재하는 것이며, 이것은 당단백질에서 발견되는 가장 일반적인 것이다. N-결합

된 당단백질의 생합성에서, 고 만노스 형 올리고사카라이드(일반적으로, 돌리콜, N-아세틸글루코사민, 만노스

및 글루코스로 구성됨)는 소포체(ER)에 가장 먼저 형성된다. 그 다음, 고 만노스 형 당단백질은 ER로부터 골지

체로 수송되고, 여기서 올리고사카라이드의 추가 가공 및 변형이 일어난다. O-결합된 올리고사카라이드는 Ser

또는 Thr 잔기의 하이드록실 그룹에 첨가된다. O-결합된 올리고사카라이드에서, N-아세틸글루코사민은 먼저 ER

에서 N-아세틸글루코사미닐트랜스퍼라제에 의해 Ser 또는 Thr 잔기로 전달된다. 그 다음, 단백질은 추가 변형과

사슬 연장이 일어나는 골지체로 이동한다. 

본 발명의 특정 관점에 따르면, 그리고 전술한 바와 같이, 본 발명자들은 증폭된 야생형 EGFR 및 de2-7 EGFR을[0210]

특이적으로 인식하지만, de2-7 EGFR 돌연변이의 독특한 연접 펩타이드와 상이한 에피토프에 결합하는, 신규 모

노클로널 항체, 예컨대 여기서 mAb806(및 이의 키메라형 ch806), mAb175, mAb124, mAb1133 및 hu806으로 지칭

되는 항체를 발견했다. 본 발명의 항체는 과발현된 EGFR, 예컨대 증폭된 EGFR 및 돌연변이 EGFR(본원에 예시된

de2-7 돌연변이), 특히 이상 해독후 변형 후의 EGFR을 특이적으로 인식한다. 또한, 이러한 항체들은 신경아교종

세포의 세포 표면에서 발현된 정상 야생형 EGFR을 인식하지 못하지만, ELISA 플레이트의 표면에 고정된 EGFR의

세포외 도메인에는 결합하여, 폴리펩타이드 면을 지닌 입체형태적 에피토프를 시사한다. 중요한 것은, 이 항체

들이 대부분의 다른 정상 조직에서보다 높은 수준의 내인성 wtEGFR을 발현하지만, EGFR이 과발현되거나 증폭된

것은 아닌 간 및 피부와 같은 정상 조직에는 유의적으로 결합하지 않는다는 점이다. 따라서, 이 항체들은 de2-7

EGFR 및 증폭된 EGFR을 인식하지만 정상인 야생형 EGFR 또는 de2-7 EGFR의 특징인 독특한 연접 펩타이드를 인식

하지 못하는 신규하고 유용한 특이성을 증명한다. 

바람직한 관점에서, 상기 항체들은 본 발명자들이 확인 및 특성화한 항체, 특히 증폭된 EGFR 및 de2-7 EGFR을[0211]

인식하는 항체의 특징을 가진 항체이다. 특히 바람직한 관점에서, 항체는 mAb806, mAb175, mAb124, mAb1133 및

hu806 또는 이의 활성 단편이다. 또 다른 바람직한 관점에서, 본 발명의 항체는 도 16 및 17; 74B 및 75B; 51B

및 51D; 52B 및 52D; 및 55A 및 55B에 각각 도시된 VH 및 VL 쇄 아미노산 서열을 포함한다.

바람직하게는, 특이적 결합 구성원 또는 항체의 에피토프는 성숙한 정상 또는 야생형 EGFR 서열의 잔기 273-501[0212]

을 함유하는 영역 내에 위치하고, 바람직하게는 에피토프는 성숙한 정상 또는 야생형 EGFR 서열의 잔기 287-
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302(서열번호 14)를 함유한다. 따라서, EGFR 서열의 잔기 273-501을 함유하는 영역 내에 위치한 에피토프에서

de2-7 EGFR에 결합하고 EGFR 서열의 잔기 287-302(서열번호 14)를 함유하는 항체와 같은 특이적 결합 단백질도

제공한다. 이 에피토프는 당업자에게 공지된 종래 임의의 에피토프 매핑 기술에 의해 결정될 수 있다. 대안적으

로, 잔기 273-501 및 287-302(서열번호 14)를 암호화하는 DNA 서열을 분해할 수 있고, 수득되는 단편을 적당한

숙주에서 발현시킬 수 있다. 항체 결합은 앞에서 언급한 바와 같이 측정할 수 있다.

구체적으로, 구성원은 성숙한 정상 또는 야생형 EGFR의 잔기 273-501, 및 더욱 구체적으로 잔기 287-302(서열번[0213]

호 14)를 함유하는 에피토프에 결합할 것이다. 하지만, 동일하거나 실질적으로 유사한 반응성 패턴을 나타내는

다른 항체도 본 발명의 관점을 형성한다. 이것은 서열번호 2 및 4; 129 및 134; 22 및 27; 32 및 37; 및 42 및

47에 제시한 VH 및 VL 쇄 도메인을 각각 함유하는 항체와 상기 구성원들을 비교하여 측정할 수 있다. 이러한 비

교는 일반적으로 결합 패턴을 직접 비교할 수 있도록 세포의 핵 제조물로부터 만든 2반복 블롯에 결합 구성원을

결합시킨 웨스턴 블롯을 이용하여 수행될 것이다.

다른 관점에서, 본 발명은 항체들 중 하나의 VH 및 VL 쇄 서열을 보유하는 항체의 적어도 10%가 ELISA 분석에서[0214]

상기 항체와 경쟁에 의해 de2-7EGFR에 대한 결합이 차단되는 조건 하에 mAb806과 경쟁할 수 있는 항체를 제공한

다. 앞서 언급한 바와 같이, 항-유전자형 항체도 고려되며, 본원에 예시한다.

다른 관점에서, 본 발명은 항체들 중 하나의 VH 및 VL 쇄 서열을 보유하는 항체의 적어도 10%가 ELISA 분석에서[0215]

상기 항체와 경쟁에 의해 de2-7EGFR에 대한 결합이 차단되는 조건 하에 mAb175, mAb124 및/또는 mAb1133과 경쟁

할 수 있는 항체를 제공한다. 앞서 언급한 바와 같이, 항-유전자형 항체도 고려되며, 본원에 예시한다.

다른 관점에서, 본 발명은 항체들 중 하나의 VH 및 VL 쇄 서열을 보유하는 항체의 적어도 10%가 ELISA 분석에서[0216]

상기 항체와 경쟁에 의해 de2-7EGFR에 대한 결합이 차단되는 조건 하에 mAb806, mAb175, mAb124, mAb1133 및/

또는 hu806과 경쟁할 수 있는 항체를 제공한다. 앞서 언급한 바와 같이, 항-유전자형 항체도 고려되며, 본원에

예시한다.

성숙한 야생형 EGFR의 잔기 273-501 및 더 구체적으로 잔기 287-302(서열번호 14)를 함유하는 에피토프로 본질[0217]

적으로 이루어진 분리된 폴리펩타이드는 본 발명의 다른 관점을 형성한다. 본 발명의 펩타이드는 특히 진단 분

석 또는 키트에 유용하며, 치료요법적 또는 예방요법적으로, 예컨대 항종양 또는 항암 백신으로서 유용하다. 따

라서, 본 발명의 펩타이드 조성물은 약제학적 조성물 및 면역원성 조성물을 포함한다.

진단 및 치료 용도[0218]

종양발생성, 과증식성 또는 비정상 세포에서 발견되고 정상 또는 야생형 세포에서 검출할 수 없으며, 이상 해독[0219]

후 변형 시에 증강되거나 분명한 EGFR 에피토프를 인식하고, wtEGFR이 아닌 de2-7 EGFR 및 증폭된 EGFR에 결합

하는 특이적 결합 맴버(들), 특히 항체 또는 이의 단편의 독특한 특이성은 수많은 종양발생성 세포 종류 및 종

양 종류, 예컨대 두경부, 유방, 폐, 방광 또는 전립선 종양 및 신경아교종을, 종래 공지된 EGFR 항체에서 볼 수

있는 정상 조직 흡수와 연관된 문제점 없이, 확인, 특성화, 표적화 및 치료, 감소 또는 제거하는 진단 및 치료

용도를 제공한다. 따라서, EGFR을 과발현하는 세포(예컨대, 증폭이나, 돌연변이 또는 변형 EGFR의 발현에 의

해), 특히 이상 해독후 변형을 나타내는 항체는 본 발명의 결합 구성원(들), 특히 항체(들) 또는 이의 단편들을

이용해서 인식, 분리, 특성화, 표적화 및 치료 또는 제거할 수 있다.

본 발명의 추가 관점에 따르면, mAb806, mAb175, mAb124, mAb1133 및/또는 hu806을 투여하는 것을 포함하여,[0220]

종양, 암성 상태, 전암성 상태 및 과증식 세포 성장과 관련되거나 이로부터 산출되는 모든 상태를 치료하는 방

법을 제공한다.

따라서, 본 발명의 항체는 EGFR 과발현, 특히 증폭 및/또는 EGFR 돌연변이, 특히 de2-7EGFR이 존재하는 종양 또[0221]

는 세포를 염색하거나 다른 방식으로 인식하여 EGFR 종양 또는 종양발생성 세포의 성질을 특이적으로 분류할 수

있다. 또한, 본 발명의 항체, 예컨대 mAb806(및 키메라 항체 ch806), mAb175, mAb124, mAb1133 및 hu806은 증

폭된 EGFR을 함유하는 종양 및 de2-7 EGFR 양성 이종이식편에 대하여 유의적인 생체내 항종양 활성을 증명한다.

앞에서 개략한 바와 같이, 본 발명자들은 본 발명의 특이적 결합 구성원이 EGFR의 종양-연관 형태(de2-7EGFR 및[0222]

증폭된 EGFR)는 인식하지만, 정상 세포에서 발현될 때의 정상 야생형 수용체는 인식하지 못한다는 것을 발견했

다. 항체 인식은 EGFR 유전자의 과발현을 나타내는 세포에서 발현된 EGFR의 이상 해독후 변형(예컨대, 독특한

글리코실화, 아세틸화 또는 인산화 변형체)에 의존적인 것으로 생각된다.

이하에 설명되는 바와 같이, 본 발명의 항체는 치료 연구에 사용되었고, 사람 종양의 과발현성(예컨대, 증폭된)[0223]
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EGFR 이종이식편 및 사람 de2-7EGFR 발현성 이종이식편의 성장을 억제하며 이러한 종양 내에서 유의적인 괴사를

유도하는 것으로 밝혀졌다.

더욱이, 본 발명의 항체는 예방 모델에서 두개내 종양의 성장을 억제한다. 이 모델은 누드 마우스에 de2-7 EGFR[0224]

을 발현하는 신경아교종 세포를 주사한 뒤, 같은 날 또는 1 내지 3일 내에, 경우에 따라 반복 용량으로 항체를

두개내 주사하는 것을 수반한다. 항체의 용량은 약 10㎍이 적당하다. 항체를 주사한 마우스를 대조군과 비교한

결과, 치료된 마우스의 생존율이 유의적으로 증가한 것을 발견했다.

따라서, 본 발명의 추가 관점에 따르면 본 발명의 특이적 결합 구성원을 투여하는 것을 포함하여, 종양, 암성[0225]

상태, 전암성 상태 및 과증식성 세포 성장과 관련되거나 이로부터 산출되는 임의의 상태를 치료하는 방법을 제

공한다.

본 발명의 항체는 사람 또는 동물 대상체의 종양, 특히 상피 종양을 진단 및 치료하는 방법에 사용하기 위해 설[0226]

계된 것이다. 이러한 종양은 신경아교종, 유방, 폐, 전립선, 두경부 종양을 비롯한, 이에 국한되지 않는 임의의

종류의 원발성 또는 속발성 고형 종양일 수 있다.

결합 구성원 및 항체 생성[0227]

하이브리도마에 의해 모노클로널 항체를 제조하는 일반적인 방법론은 공지되어 있다. 또한, 무한증식성 항체 생[0228]

산 세포주는 융합 외에 다른 기술, 예컨대 종양원성 DNA에 의한 B 림프구의 직접 형질전환, 또는 엡스타인-바르

바이러스에  의한  형질감염에  의해  생성할  수  있다[예컨대,  M.  Schreier  et  al.,  "Hybridoma

Techniques"(1980); Hammering et al., "Monoclonal Antibodies and T cell Hybridomas"(1981); Kennett et

al.,  "Monoclonal  Antibodies"(1980);  또한,  미국  특허  4,341,761;  4,399,121;  4,427,783;  4,444,887;

4,451,570; 4,466,917; 4,472,500; 4,491,632; 및 4,493,890 참조].

EGFR에 대하여 생산된 모노클로널 항체 패널은 다양한 성질, 즉 이소형, 에피토프, 친화성 등에 대하여 선별할[0229]

수 있다. 특히 유익한 것은, EGFR의 활성을 모방하는 모노클로널 항체 또는 이의 서브유닛이다. 이러한 모노클

로널 항체는 특이적 결합 구성원 활성 분석에서 쉽게 확인할 수 있다. 또한, 천연 또는 재조합 특이적 결합 구

성원의 면역친화성 정제가 가능한 경우에는 고 친화성 항체도 유용하다.

폴리클로널 항-EGFR 항체를 생산하는 방법도 당업계에 공지되어 있다[예컨대, 미국 특허 4,493,795, Nestor et[0230]

al. 참조]. 일반적으로 유용한 항체 분자의 Fab 및/또는 F(ab')2 부분을 함유하는 모노클로널 항체는 본원에 참

고인용된 서적[Antibodies-A  Laboratory  Manual,  Harlow  and  Lane,  eds.,  Cold  Spring  Harbor  Laboratory,

New York(1988)]에 기술된 하이브리도마 기술을 사용하여 제조할 수 있다. 간략히 설명하면, 모노클로널 항체

조성물이 생산되는 하이브리도마를 제조하기 위해, 적당한 EGFR로 과면역화된 포유동물의 비장으로부터 수득한

림프구와 골수종 또는 다른 자가-영속성 세포주를 융합시킨다.

비장세포는 일반적으로 폴리에틸렌 글리콜(PEG) 6000을 이용해 골수종 세포와 융합시킨다. 융합된 하이브리드는[0231]

HAT에 대한 민감성으로 선택한다. 본 발명을 수행하는데 유용한 모노클로널 항체 생산성 하이브리도마는 본 발

명의 항체 또는 결합 구성원과 면역반응하는 능력 및 표적 세포에서 특정 종양발생성 또는 과증식성 활성을 억

제하는 능력에 따라 확인한다.

본 발명을 수행하는데 유용한 모노클로널 항체는 적당한 항원 특이성의 항체 분자를 분비하는 하이브리도마를[0232]

함유하는 영양 배지를 포함한 모노클로널 하이브리도마 배양을 개시하여 생산할 수 있다. 이 배양은 하이브리도

마가 항체 분자를 배지로 분비하기에 충분한 조건과 시간 기간 동안 유지한다. 그 후, 항체-함유 배지를 수집한

다. 그 다음, 항체 분자는 공지의 기술로 추가 분리할 수 있다.

이러한 조성물을 제조하는데 유용한 배지는 당업계에 공지되어 있고, 시중에서 입수할 수 있으며, 합성 배양 배[0233]

지, 근교계 마우스 등을 포함한다. 합성 배지의 예는 4.5g/l 글루코스, 20mm 글루타민, 20% 소 태아 혈청이 보

충된 둘베코 최소 필수 배지(DMEM; Dulbecco et al., Virol. 8: 396(1959))이다. 근교계 마우스 계통의 예는

Balb/c이다.

모노클로널 항-EGFR 항체를 생산하는 방법도 당업계에 공지되어 있다[Niman et al., Proc. Natl. Acad. Sci.[0234]

USA,  80:4949-4953(1983)].  일반적으로, EGFR  또는 이의 펩타이드 유사체는 전술한 항-EGFR 모노클로날 항체

생산 방법에서 면역원으로서 단독으로 사용되거나 면역원성 담체에 접합되어 사용된다. 하이브리도마는 종양발

생성, 비정상 또는 과증식성 세포에 존재하는 EGFR과 면역반응하는 항체를 생산하는 능력을 통해 선별한다. 다

른 항-EGFR 항체는 HuMAX-EGFr 항체(Genmab/Medarex 제품), 108 항체(ATCC HB9764) 및 미국 특허 6,217,866,
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및 항체 14E1(Schering AG 제품, 미국 특허 5,942,602)을 포함하지만, 이에 국한되는 것은 아니다.

재조합 결합 구성원, 키메라, 이특이성 및 단편[0235]

일반적으로, 서열번호 2 및 4; 129 및 134; 22 및 27; 32 및 37; 및 42 및 47의 CDR1 영역으로 각각 제시된 서[0236]

열과 실질적으로 같은 아미노산 서열을 함유하는 CDR1 영역은 종양 항원에 대한 CDR1 영역의 결합을 허용하는

구조로 운반될 것이다. 예컨대, 서열번호 4의 CDR1 영역인 경우에, 이것은 서열번호 4의 VL 쇄 영역에 의해 운

반되는 것이 바람직하다(다른 언급된 서열들도 이와 마찬가지이다).

일반적으로, 서열번호 2 및 4; 129 및 134; 22 및 27; 32 및 37; 및 42 및 47의 CDR2 영역으로서 각각 제시된[0237]

서열과 실질적으로 같은 아미노산 서열을 함유하는 CDR2 영역은 CDR2 영역이 종양 항원에 결합하도록 하는 구조

로 운반될 것이다. 서열번호 4의 CDR2 영역인 경우에, 예컨대 이것은 서열번호 4의 VL 쇄영역에 의해 운반되는

것이 바람직하다(다른 언급된 서열들도 이와 마찬가지이다).

일반적으로, 서열번호 2 및 4; 129 및 134; 22 및 27; 32 및 37; 및 42 및 47의 CDR3 영역으로서 각각 제시된[0238]

서열과 실질적으로 같은 아미노산 서열을 함유하는 CDR3 영역은 CDR3 영역이 종양 항원에 결합하도록 하는 구조

로 운반될 것이다. 서열번호 4의 CDR3 영역인 경우에, 예컨대 이것은 서열번호 4의 VL 쇄영역에 의해 운반되는

것이 바람직하다(다른 언급된 서열들도 이와 마찬가지이다).

"제시된 서열과 실질적으로"란, 본 발명의 CDR 영역, 예컨대 CDR3 영역이 서열번호 2 및 4; 129 및 134; 22 및[0239]

27; 32 및 37; 및 42 및 47의 특정 영역과 각각 동일하거나 또는 매우 상동성일 것이라는 것을 의미한다. "매우

상동성인"이란, 하나 이상의 CDR에 몇몇 치환만이, 바람직하게는 1 내지 8개, 바람직하게는 1 내지 5개, 바람직

하게는 1 내지 4개, 또는 1 내지 3개 또는 1 내지 2개의 치환만이 이루어질 수 있는 것으로 고려한다. 또한, 이

러한 용어들은 CDR에 대한 절두형도 포함하는 것으로 고려하는데, 단 최종 항체는 mAb806,  mAb175,  mAb124,

mAb1133 및 hu806이 나타내는 바와 같은, 본원에서 논한 항체 클래스의 독특한 성질을 나타내야 한다.  

본 발명의 CDR, 특히 CDR3을 운반하는 구조는 일반적으로 CDR 영역이 재배열된 면역글로불린 유전자에 의해 암[0240]

호화된 자연 발생의 VH 및 VL 쇄 항체 가변 도메인의 CDR 영역에 대응하는 위치에 위치해 있는 항체 중쇄 또는

경쇄  서열  또는  이의  실질적인  부분로  이루어질  것이다.  면역글로불린  가변  도메인의  구조와  위치는  문헌

[Kabat,  E.A.  et  al.,  Sequences  of  Proteins  of  Imunological  Interest.  4th  Edition.  US  Department  of

Health  and  Human  Services.  1987,  및 현재 인터넷(http://immuno.bme.nwu.edu)에서 이용할 수 있는 업데이

트]를 참조로 하여 측정할 수 있다. 또한, 당업자에게 공지된 바와 같이, CDR 결정은 다양한 방식으로 수행할

수 있다. 예컨대, 캐뱃(Kabat), 코티아(Chothia) 및 복합 도메인 결정 분석을 사용할 수 있다. 이와 관련하여

예컨대 http://www.bioinf.org.uk/abs#cdrid를 참조한다.

본 발명의 항체에서 VH 쇄 CDR 잔기로서 제시한 서열과 실질적으로 같은 아미노산 서열은 사람 중쇄 가변 도메[0241]

인 또는 이의 실질적으로 부분에 존재하고, 본 발명의 항체에서 VL 쇄 CDR 잔기로서 제시한 서열과 실질적으로

같은 아미노산 서열은 사람 경쇄 가변 도메인 또는 이의 실질적인 부분에 존재하는 것이 바람직하다. 

가변 도메인은 임의의 생식계열 또는 재배열된 사람 가변 도메인 유래이거나 또는 공지된 사람 가변 도메인의[0242]

컨센서스 서열을 기초로 한 합성 가변 도메인일 수 있다. 본 발명의 CDR3 유래의 서열, 예컨대 이전 문단에서

정의한 바와 같은 서열은 재조합 DNA 기술을 이용하여 CDR3 영역이 없는 가변 도메인의 레퍼토리 내로 도입될

수 있다.

예를 들어, 막스 등(Marks et al, Bio/Technology, 1992, 10:779-783)은 가변 도메인 영역의 5' 말단에 지향성[0243]

이거나 인접한 컨센서스 프라이머를 사람 VH 유전자의 제3 골격 영역에 대한 컨센서스 프라이머와 함께 사용하

여 CDR3이 없는 VH 가변 도메인의 레퍼토리를 제공하는, 항체 가변 도메인의 레퍼토리를 생산하는 방법을 기술

한다. 막스 등은 또한 이 레퍼토리를 특정 항체의 CDR3과 조합할 수 있는 방식도 설명한다. 유사한 기술을 사용

하여, 본 발명의 CDR3 유래의 서열을 CDR3이 없는 VH 또는 VL 도메인의 레퍼토리로 셔플링(shuffling)할 수 있

고, 이와 같이 셔플링된 전체 VH 또는 VL 도메인은 동족 VL 또는 VH 도메인과 조합되어 본 발명의 특이적 결합

구성원을 제공한다. 그 다음, 이 레퍼토리는 적당한 특이적 결합 구성원을 선택할 수 있도록, WO92/01047의 파

지 디스플레이계와 같은 적당한 숙주계에서 디스플레이할 수 있다. 레퍼토리는 10
4
 이상의 개별 구성원 중 어떤

구성원으로도 이루어질 수 있고, 예컨대 10
6
 내지 10

8
 또는 10

10
 구성원으로 이루어질 수 있다.

유사 셔플링 또는 조합 기술은 또한 스템머(Stemmer, Nature, 1994, 370: 389-391)에 의해서도 개시되었는데,[0244]

스템머는 p-락타마제 유전자에 관한 기술을 설명하지만, 이 접근법이 항체 생산에 사용될 수도 있다는 것을 깨
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닫는다.

또 다른 대안은, 가변 도메인 전체에 돌연변이를 발생시키기 위해, 예컨대 mAb806 VH 또는 VL 유전자의 무작위[0245]

돌연변이유발을 이용하여 본 발명의 CDR3 유래의 서열을 운반하는 신규 VH 또는 VL 영역을 제조하는 것이다. 이

러한 기술은 오류가 많은(error-prone) PCR을 이용하는 그램 등(Gram et al. 1992, Proc. Natl. Acad. Sci.,

USA, 89: 3576-3580)이 설명한다.

사용될 수 있는 다른 방법은 VH 또는 VL 유전자의 CDR 영역에 돌연변이유발을 유도하는 것이다. 이 기술은 문헌[0246]

[Barbas et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91: 3809-3813] 및 [Schier et al., 1996, J.Mol.Biol.

263:551-567]에 개시되어 있다.

전술한 모든 기술들은 당업계에 그 자체가 공지되어 있고, 따라서 본 발명의 일부 구성이 아니다. 당업자는 이[0247]

러한 기술을 사용하여 당업계의 통상적인 방법론에 따라 본 발명의 특이적 결합 구성원을 제공할 수 있을 것이

다.

면역글로불린 가변 도메인의 실질적인 부분은 개재 골격 영역과 함께 적어도 3개의 CDR 영역을 포함할 것이다.[0248]

이 부분은 또한 제1 및 제4 골격 영역 중 어느 하나 또는 둘 모두의 적어도 50%를 포함하는 것이 바람직하고,

상기 50%는 제1 골격 영역의 C-말단 50%와 제4 프레임워크 영역의 N-말단 50%이다. 가변 도메인의 실질적인 부

분의 N-말단 또는 C-말단 끝에 있는 추가 잔기는 자연 발생의 가변 도메인 영역과는 일반적으로 결합되지 않은

것일 수 있다. 예를 들어, 재조합 DNA 기술에 의해 제조한 본 발명의 특이적 결합 구성원의 작제는 클로닝 또는

다른 조작 단계를 용이하게 위해 도입시킨 링커에 의해 암호화된 N-말단 또는 C-말단 잔기의 도입을 초래할 수

있다. 다른 조작 단계는 이하에 더 상세히 논하는 바와 같이 면역글로불린 중쇄, 다른 가변 도메인(예컨대, 이

중항체의 생산 시에), 또는 단백질 표지를 비롯한 추가 단백질 서열에 본 발명의 가변 도메인을 결합시키기 위

한 링커의 도입을 포함한다.

본 발명의 바람직한 관점에 따르면, 서열번호 2 및 4; 129 및 134; 22 및  27; 32 및 37; 및 42 및 47에 각각[0249]

제시된 서열과 실질적으로 같은 서열을 기반으로 하는 결합 도메인의 쌍을 함유하는 특이적 결합 구성원이 바람

직하지만, 이 서열들을 기반으로 하는 단일 결합 도메인도 본 발명의 추가 관점을 구성한다. VH 쇄에 실질적으

로 제시된 서열을 기반으로 하는 결합 도메인인 경우에, 이러한 결합 도메인은 면역글로불린 VH 도메인이 특이

적 방식으로 표적 항원에 결합할 수 있다는 것이 알려져 있기 때문에 종양 항원의 표적화 인자로서 사용될 수

있다.

어떤 한 단일 쇄 특이적 결합 도메인인 경우에, 이 도메인들은 본 명세서에 개시된 mAb806, ch806, mAb175,[0250]

mAb124, mAb1133 및 hu806 항체와 동일하거나 또는 이 항체들만큼 양호한 생체내 성질을 보유하는 2-도메인 특

이적 결합 구성원을 형성할 수 있는 상보성 도메인을 선별하는데 사용될 수 있다.

이것은 미국 특허 5,969,108에 개시된 바와 같은 소위 계층적 이중 조합 접근법을 이용하는 파지 디스플레이 선[0251]

별 방법으로 달성할 수 있으며, 여기서 H 또는 L 쇄 클론을 함유하는 개별 콜로니는 다른 쇄(L 또는 H)를 암호

화하는 클론의 전체 라이브러리를 감염시키는데 사용되고, 수득되는 2쇄 특이적 결합 구성원은 상기 문헌에 기

술된 바와 같은 파지 디스플레이 기술에 따라 선택한다. 이 기술은 또한 막스 등(상기 동일 문헌)에도 개시되어

있다.

본 발명의 특이적 결합 구성원은 또한 항체 불변 영역 또는 이의 일부를 추가로 포함할 수 있다. 예를 들어, VL[0252]

쇄 서열을 기반으로 하는 특이적 결합 구성원은 이의 C-말단 끝이 사람 Cλ 쇄의 사람 Ck, 바람직하게는 Cλ쇄

를 포함하는 항체 경쇄 불변 도메인에 부착할 수 있다. 이와 유사하게, VH 쇄 서열을 기반으로 하는 특이적 결

합 구성원은 그 C-말단 끝이 임의의 항체 이소형 유래의 면역글로불린 중쇄 전부 또는 일부, 예컨대 IgG, IgA,

IgE, IgD 및 IgM, 및 임의의 이소형 서브클래스, 구체적으로 IgG1, IgG2b 및 IgG4에 부착할 수 있다. IgG1이

바람직하다.

25년 전, 모노클로널 항체(mAb) 기술의 출현은 유용한 연구 시약의 엄청난 레퍼토리를 제공했고, 암 치료법, 자[0253]

가면역 장애, 이식 거부, 항바이러스 예방에서 승인된 약제 시약으로서, 그리고 혈전방지제로서 항체를 사용할

기회를 창출했다(Glennie and Johnson, 2000). 쥐의 mAb를 키메라 mAb(쥐의 V 영역, 사람 C-영역) 및 mAb 상보

성 결정 영역(CDR)만이 쥐 기원인 사람화된 시약으로 전환시키는 분자 조작 기술의 적용은 mAb 요법의 임상적

성공에 중요한 것이었다. 조작된 mAb는 현저히 감소된 면역원성 또는 면역원성 부재, 증가된 혈청 반감기를 나

타내고, mAb의 사람 Fc 부분은 세포독성 세포 및 보체의 면역 작용인자를 동원하는 잠재성을 증가시킨다(Clark

2000). 생체분포, 약동학 및 임상적으로 투여된 mAb에 대한 모든 면역 반응의 유도에 대한 조사는 약제 및 내인
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성 단백질을 서로 구별할 분석의 개발을 필요로 한다.

또한, 항체 또는 이의 임의의 단편은 임의의 세포 독소, 세균 또는 다른 독소, 예컨대 슈도모나스 외독소, 리신[0254]

또는 디프테리아 독소와 접합하거나 재조합 융합될 수 있다. 사용된 독소의 일부는 전체 독소이거나, 또는 독소

의 임의의 특정 도메인일 수 있다. 이러한 항체-독소 분자는 여러 종류의 암을 표적화하고 치료하는데 성공적으

로 사용되었다(예컨대, Pastan,  Biochim  Biophys  Acta.  1997  Oct  24;  1333  (2):C1-6;  Kreitman  et  al.,  N.

Engl. J. Med. 2001 Jul 26; 345 (4):241-7; Schnell et al., Leukemia. 2000 Jan; 14 (1):129-35; Ghetie et

al., Mol. Biotechnol. 2001 Jul; 18 (3):251-68 참조).

이특이적 및 삼특이적 다량체는 여러 scFv 분자를 결합시켜 제조할 수 있고, 종양에 T-세포 동원을 위한 가교[0255]

시약(면역요법), 바이러스 재표적화(유전자 요법) 및 적혈구 세포 응집 시약(면역진단)으로서 설계했다(예컨대,

Todorovska  et  al.,  J.  Immunol.  Methods.  2001  Feb  1;  248  (1-2):47-66;  Tomlinson  et  al.,  Methods

Enzymol. 2000; 326:461-79; McCall et al., J. Immunol. 2001 May 15; 166 (10):6112-7 참조).

완전 사람 항체는 사람 면역글로불린 중쇄 및 경쇄의 큰 부분을 운반하는 유전자전이 마우스를 면역화하여 제조[0256]

할  수  있다.  이러한  마우스,  이러한  마우스의  예는  Xenomouse
TM
 (Abgenix,  Inc.)(미국  특허  6,075,181  및

6,150,584), HuMAb-Mouse
TM
(Medarex, Inc./GenPharm)(미국 특허 5,545,806 및 5,569,825), TransChromo Mouse

(Kirin) 및 KM Mouse(Medarex/Kirin)는 당업계에 공지되어 있다.

그 다음, 항체는 예컨대 표준 하이브리도마 기술 또는 파지 디스플레이로 제조할 수 있다. 이러한 항체는 완전[0257]

사람 아미노산 서열만을 함유할 것이다.

완전 사람 항체는 또한 사람 라이브러리로부터 파지 디스플레이를 사용하여 제조할 수도 있다. 파지 디스플레이[0258]

는 문헌[Hoogenboom HR and Winter G. (1992) J. Mol. Biol. 227 (2):381-8; Marks JD et al. (1991) J. Mol.

Biol. 222 (3):581-97; 및 미국 특허 5,885,793 및 5,969,108)]에서와 같이 당업자에게 공지된 방법을 이용하

여 수행할 수 있다.

치료 항체 및 용도[0259]

본 발명의 특이적 결합 구성원의 생체내 성질, 특히 종양:혈액 비 및 제거율에 관한 생체내 성질은 mAb806과 적[0260]

어도 비슷할 것이다. 이러한 특이적 결합 구성원은 사람 또는 동물 대상체에게 투여된 후, >1:1의 피크 종양 대

혈액 비를 나타낼 것이다. 이러한 비율에서 특이적 결합 구성원은 또한 종양 대 기관 비가 1:1 이상인 것이 바

람직하고, 2:1 이상인 것이 더욱 바람직하며, 5:1 이상인 것이 더욱 바람직하다. 이러한 비율에서, 특이적 결합

구성원은 또한 종양 부위에서 떨어진 기관에서 기관 대 혈액 비가 <1:1인 것이 바람직하다. 이러한 비율은 투여

된 특이적 결합 구성원의 분해대사 및 분비 기관은 제외한다. 따라서, scFv 및 Fab의 경우(후속 실시예에 제시

된 것처럼), 결합 구성원은 신장을 통해 분비되고, 다른 기관보다 여기에 더 많이 존재한다. 전체 IgG의 경우에

제거율은 적어도 부분적으로 간을 통해 이루어질 것이다. 무손상 항체의 피크 국재화 비율은 일반적으로 특이적

결합 구성원을 투여한 후 10 내지 200시간 사이에 달성될 것이다. 더 구체적으로, 상기 비율은 무흉선 누드 마

우스의 한쪽 옆구리에 피하 형성된 약 0.2 내지 1.0 g의 종양 이종이식편에서 측정할 수 있다.

본 발명의 항체는 검출성 또는 기능성 표지로 표지될 수 있다. 검출성 표지로는 방사능표지, 예컨대 동위원소,[0261]

3
H, 

14
C, 

32
P, 

35
S, 

36
Cl, 

51
Cr, 

57
Co, 

58
Co, 

59
Fe, 

90
Y, 

121
I, 

124
I, 

125
I, 

131
I, 

111
In, 

211
At, 

198
Au, 

67
CU, 

225
Ac, 

213
Bi,

99
Tc 및 

186
Re를 포함하지만, 이에 국한되는 것은 아니며, 이들은 항체 영상화 기술에 공지된 통상적인 화학을 이

용하여 본 발명의 항체에 부착될 수 있다. 표지는 또한 형광 표지 및 MRI-CT 영상 기술에 통용되는 표지를 포함

한다. 또한, 양고추냉이 퍼옥시다제와 같은 효소 표지도 포함한다. 표지는 또한 특이적 동족 검출성 모이어티,

예컨대 표지화된 아비딘에 대한 결합을 통해 검출할 수 있는 비오틴과 같은 화학적 모이어티를 포함한다.

기능성 표지는 종양 조직의 파괴를 유발하기 위해 종양 부위에 표적화되도록 설계한 물질을 포함한다. 이러한[0262]

기능성 표지는 세포독성 약물, 예컨대 5-플루오로우라실 또는 리신, 및 종양 부위에서 전구약물을 활성 약물로

전환시킬 수 있는, 세균 카르복시펩티다제 또는 니트로리덕타제와 같은 효소도 포함한다.

또한, 폴리클로널 항체 및 모노클로널 항체를 비롯한 항체, 및 특이적 결합 구성원, 항체 및/또는 이의 서브유[0263]

닛의 생산 또는 활성을 조절하는 약물은 특정 진단 용도가 있을 수 있으며, 예컨대 암, 전암성 병변, 과증식성

세포 성장과 관련되거나 이로부터 초래되는 상태 등과 같은 상태를 검출 및/또는 측정하기 위한 목적에 이용될

수 있다. 예를 들어, 특이적 결합 구성원, 항체 또는 이의 서브유닛은 예컨대 융합된 마우스 비장 림프구와 골
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수종 세포를 이용하는 하이브리도마 기술과 같은 공지의 기술에 의해, 다양한 세포 배지에서 자신들에 대한 폴

리클로널 항체 및 모노클로널 항체를 생산하는데 사용될 수 있다. 이와 마찬가지로, 본 발명의 특이적 결합 구

성원의 활성(들)을 모방하거나 길항작용하는 소분자가 발견되거나 합성될 수 있고, 진단 및/또는 치료 프로토콜

에 사용될 수 있다.

방사능표지된 특이적 결합 구성원, 구체적으로 항체 및 이의 단편은 시험관내 진단 기술 및 생체내 방사능영상[0264]

기술 및 방사능면역요법에 유용하다. 생체내 영상화 기술에서, 본 발명의 특이적 결합 구성원은 방사능동위원소

(들)보다는 영상화제, 예컨대 비제한적으로 자기공명영상 증강제와 접합될 수 있으며, 이때 예컨대 항체 분자에

는 킬레이트화 그룹을 통해 다수의 상자성 이온이 부하된다. 킬레이트화 그룹의 예로는 EDTA, 포피린, 폴리아민

크라운 에테르 및 폴리옥심이 포함된다. 상자성 이온의 예로는 가돌리늄, 철, 망간, 레늄, 유로퓸, 란탄, 홀뮴

및 에르븀을 포함한다. 본 발명의 추가 관점에서, 방사능표지된 특이적 결합 구성원, 특히 항체 및 이의 단편,

특히 방사능면역접합체는 방사능면역요법에, 특히 암 치료를 위한 방사능표지된 항체로서 유용하다. 또 다른 관

점에서, 방사능표지된 특이적 결합 구성원, 특히 항체 및 이의 단편은 방사능면역-지침 수술 기술에 유용한데,

여기서 암 세포를 제거하는 수술 전, 이 수술 동안 또는 수술 후에 암 세포, 전암성 세포, 종양 세포 및 과증식

성 세포의 존재 및/또는 위치를 확인하고 나타낼 수 있다.

본 발명의 특이적 결합 구성원, 특히 항체 및 이의 단편이 다른 분자 또는 제제에 접합되거나 부착되어 있는,[0265]

본 발명의 면역접합체 또는 항체 융합 단백질은 추가로 화학적 제거제, 독소, 면역조절제, 사이토킨, 세포독성

제, 화학요법제 또는 약물에 접합된 결합 구성원을 포함하며, 이에 국한되지는 않는다.

방사능면역요법(RAIT)은 임상실험에 사용되어 다양한 항체 면역접합체를 이용하여 효능을 입증했다. 
131
I 표지된[0266]

사람화된 항-암배아 항원(항-CEA)  항체 hMN-14는 결장직장 암에서 평가되었고(Behr  TM  et  al.(2002)  Cancer

94(4Suppl): 1373-81), 90Y 표지를 보유한 동일 항체는 갑상선 수질 암종에서 평가되었다(Stein R et al(2002)

Cancer 94(1): 51-61). 또한, 모노클로널 항체를 이용한 방사능면역요법도 비-호지킨 림프종 및 췌장암에서 평

가되고 보고되었다(Goldenberg  DM  (2001)  Crit.  Rev.  Oncol.  Hematol.  39  (1-2):195-201;  Gold  DV  et  al.

(2001) Crit. Rev. Oncol. Hematol. 39 (1-2) 147-54). 또한, 특정 항체를 이용한 방사능면역요법은 미국 특허

6,306,393 및 6,331,175에도 기술되어 있다. 방사능면역지침술(RIGS)도 임상실습에 소개되었고, 항-CEA 항체 및

종양-관련 항원에 대해 지향성인 항체를 이용하는 것을 포함한 유용성과 효능을 입증했다(Kim JC et al (2002)

Jut. J. Cancer 97(4):542-7; Schneebaum, S. et al. (2001) World J. Surg. 25(12):1495-8; Avital, S. et

al. (2000) Cancer 89(8):1692-8; McIntosh DG et al (1997) Cancer Biother. Radiopharm. 12 (4):287-94).

본 발명의 항체는 치료를 요하는 환자에게 임의의 적당한 경로를 통해, 보통 혈류 또는 CSF 내로 주사에 의해,[0267]

또는 종양 부위에 직접 투여할 수 있다. 정확한 용량은 다수의 요인에 따라 달라질 수 있는데, 예컨대 항체가

진단용인지 또는 치료용인지에 따라, 종양의 크기와 위치에 따라, 항체의 정확한 성질에 따라(완전 항체, 단편,

이중항체 여부 등), 및 항체에 부착된 검출성 또는 기능성 표지의 성질에 따라 달라질 것이다. 치료법에 방사능

핵종이 사용되는 경우, 적당한 최대 단일 용량은 약 45 mCi/㎡ 내지 최대 약 250 mCi/㎡이다. 바람직한 투여량

은 15 내지 40 mCi 범위이고, 더욱 바람직한 투여량 범위는 20 내지 30 mCi 또는 10 내지 30 mCi 범위이다. 이

러한 치료법은 골수 또는 줄기 세포 대체를 필요로 할 수 있다. 종양 영상화 또는 종양 치료에 전형적인 항체

용량은 0.5 내지 40mg 범위, 바람직하게는 1 내지 4 mg의 F(ab')2형 항체일 것이다. 노출된 항체는 용량당 20

내지 1000mg 단백질의 용량, 또는 용량당 20 내지 500mg 단백질의 용량, 또는 용량당 20 내지 100mg 단백질의

용량으로 투여되는 것이 바람직하다. 이 용량은 성인 환자의 1회 치료용 용량으로서, 아동 및 유아에 대해서는

비례해서 조정할 수 있고, 다른 항체 형식에 대해서는 분자량에 비례해서 조정할 수도 있다. 치료는 매일, 주당

2회, 매주 또는 매달 간격으로 의사의 판단에 따라 반복할 수 있다.

이러한 제제는 제2 결합 단백질, 예컨대 앞에서 설명한 EGFR 결합 단백질을 포함할 수 있다. 특히 바람직한 형[0268]

태에서, 제2 결합 단백질은 이하에 논하는 528 또는 225와 같은 모노클로널 항체이다.

약제학적 조성물 및 치료 조성물[0269]

본 발명의 특이적 결합 구성원은 보통 특이적 결합 구성원 외에 적어도 하나의 성분을 포함할 수 있는 약제학적[0270]

조성물의 형태로 투여될 것이다.

따라서, 본 발명에 따라 사용하기 위한 본 발명에 따른 약제학적 조성물은 활성 성분 외에, 당업자에게 공지된[0271]

약제학적으로 허용되는 부형제, 담체, 완충액, 안정제 또는 다른 물질을 포함할 수 있다. 이러한 물질은 비독성

이어야 하고 활성 성분의 효능을 방해하지 않아야 한다. 담체 또는 다른 물질의 정확한 성질은 투여 경로, 즉
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경구용 또는 주사용, 예컨대 정맥내 주사용인지에 따라 달라질 것이다.

경구 투여용 약제학적 조성물은 정제, 캡슐, 분말 또는 액체 형태일 수 있다. 정제는 젤라틴과 같은 고체 담체[0272]

또는 보강제를 포함할 수 있다. 액체 약제학적 조성물은 일반적으로 물, 석유, 동식물유, 광유 또는 합성유와

같은  액체  담체를  포함한다.  생리적  식염수,  덱스트로스  또는  다른  당  용액  또는  글리콜,  예컨대  에틸렌

글리콜, 프로필렌 글리콜 또는 폴리에틸렌 글리콜이 포함되기도 한다.

정맥내 주사 또는 환부 주사용인 경우, 활성 성분은 발열원 제거된 비경구적으로 허용되는 수용액 형태일 것이[0273]

고, 적당한 pH, 등장성 및 안정성이 있는 것이다. 당업자는 예컨대 염화나트륨 주사, 링거 주사, 락트산염 첨가

된 링거 주사와 같은 등장성 비히클 등을 이용하여 적당한 용액을 잘 제조할 수 있다. 필요하다면, 보존제, 안

정제, 완충액, 항산화제 및/또는 다른 첨가제가 포함될 수도 있다.

조성물은 치료하고자 하는 상태에 따라 동시에 또는 순차적으로 다른 치료 또는 치료제 또는 제제와 함께 투여[0274]

하거나 단독 투여할 수 있다. 또한, 본 발명은 본 명세서에 기술된 결합 구성원, 구체적으로 항체 또는 이의 단

편 및 다른 제제 또는 치료제, 예컨대 항암 제제 또는 치료제, 호르몬, 항-EGFR 제제 또는 항체 또는 면역 조절

제를 함유하는 조성물을 포함한다. 더욱 일반적으로, 이러한 항암 제제는 티로신 키나제 억제제 또는 인산화 캐

스캐이드 억제제, 해독후 조절제, 세포 성장 또는 분열 억제제(예: 항-유사분열제), 또는 시그널 전달 억제제일

수 있다. 다른 치료 또는 치료제는 통증 경감 약물, 예컨대 비스테로이드성 항염증 약물(예: 아스피린, 파라세

타몰, 이부프로펜 또는 케토프로펜), 또는 아편제, 예컨대 몰핀 또는 항-구토제를 적당한 용량으로 투여하는 것

을 포함할 수 있다.  이  조성물은 티로신 키나제 억제제(예컨대,  AG1478  및  ZD1839,  STI571,  OSI-774,  SU-

6668), 독소루비신, 테모졸로마이드, 시스플라틴, 카르보플라틴, 니트로소우레아, 프로카바진, 빈크리스틴, 하

이드록시우레아, 5-플루오로우라실, 사이토신 아라비노사이드, 사이클로포스파미드, 에피토도필로톡신, 카무스

틴, 로무스틴 및/또는 다른 화학요법와 병용해서(순차적으로(즉, 전 또는 후에) 또는 동시에) 투여할 수 있다.

따라서, 이러한 제제들은 항-EGFR 특이적 제제, 또는 티로신 키나제 억제제, 예컨대 AG1478, ZD1839, STI571,

OSI-774  또는  SU-6668일  수  있고,  또는  더욱  일반적으로  항암제  및  항신생물제,  예컨대  독소루비신,

시스플라틴, 테모졸로마이드, 니트로소우레아, 프로카바진, 빈크리스틴, 하이드록시우레아, 5-플루오로우라실,

사이토신 아라비노사이드, 사이클로포스파미드, 에피포도필로톡신, 카무스틴 또는 로무스틴일 수 있다. 또한,

조성물은 호르몬, 예컨대 덱사메타손, 면역 조절제, 예컨대 인터루킨, 종양 괴사 인자(TNF) 또는 다른 성장 인

자 또는 면역반응을 자극하고 암 세포 또는 종양의 감소 또는 제거를 자극하는 사이토신과 함께 투여될 수

있다.

TNF와 같은 면역 조절제는 TNF 수용체에 대한 결합뿐만 아니라 본 발명의 항체에 의해 인식되는 EGFR 에피토프[0275]

를 인식하는 이특이성 항체 형태로 본 발명의 구성원과 함께 병용될 수 있다. 또한, 조성물은 다른 항-EGFR 항

체, 예컨대 비제한적으로 항-EGFR 항체 528, 225, SC-03, DR8.3, L8A4, Y10, ICR62 및 ABX-EGF와 함께 투여하

거나, 또는 그 항체들과 배합물을 포함할 수 있다.

종래, 항-EGFR  항체와 함께 독소루비신 및 시스플라틴과 같은 제제의 사용은 증강된 항종양 활성을 산출했다[0276]

(Fan et al., 1993; Baselga et al., 1993). 독소루비신과 mAb528의 배합은 정착된 A431 이종이식편의 완전한

근절을 초래한 반면, 어느 한 제제의 단독 치료는 일시적인 성장 억제만을 유발했다(Baselga et al., 1993). 이

와 마찬가지로, 시스플라틴과 mAb528 또는 225의 배합도 역시 잘 정착된 A431 이종이식편의 근절을 초래했는데,

이는 어느 한 제제의 치료만을 사용했을 때에는 관찰되지 않는 것이었다(Fan et al., 1993).

통상적인 방사능요법[0277]

또한, 본 발명은 통상적인 방사능요법과 함께 결합 구성원을 사용하기 위한 치료 조성물을 고려하고 포함한다.[0278]

EGF 수용체를 표적으로 하는 항체 치료는 통상적인 방사능요법의 효과를 증강시킬 수 있는 것으로 시사된 바 있

다(Milas  et  al.,  Clin.  Cancer  Res.  2000  Feb:6(2):701,  Huang  et  al.,  Clin.  Cancer  Res.  2000

Jun:6(6):2166).

본원에서 증명되는 것처럼, 본 발명의 결합 구성원, 특히 항체 또는 이의 단편, 바람직하게는 mAb806, ch806,[0279]

mAb175, mAb124, mAb1133 또는 hu806 또는 이의 단편과 항암 치료제, 특히 항-EGFR 치료제, 예컨대 다른 항-

EGFR  항체의  배합물은  이종이식된  종양에  대하여  효과적인  치료,  특히  상승작용을  나타낸다.  실시예에서는

AG1478과 mAb806의 배합물이 각 제제의 단독 치료 시보다 유의적으로 증강된 A431 이종이식 종양 용적의 감소를

초래한다는 것을 입증하고 있다. AG1478(4-(3-클로로아닐리노)-6,7-디메톡시퀴나졸린)은 EGF  수용체 키나제의

강력하고 선택적인 억제제이며, 본원에 전문이 참고인용되는 미국 특허 5,457,105에 특별히 설명되어 있다(Liu,
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W. et al (1999) J. Cell Sci. 112:2409; Eguchi, S. et al. (1998) J. Biol. Chem. 273:8890; Levitsky, A.

and Gazit, A. (1995) Science 267:1782 참조). 본 명세서의 실시예들은 또한 다른 항-EGFR 항체, 특히 528 항

-EGFR 항체에 의한 본 발명의 항체의 치료학적 상승작용을 입증한다.

또한, 본 발명은 치료 방법을 수행하는데 유용한 치료 조성물을 고려한다. 대상체의 치료 조성물은 약제학적으[0280]

로 허용되는 부형제(담체)와 활성 성분으로서 본 명세서에 기술된 하나 이상의 특이적 결합 구성원, 이의 폴리

펩타이드 유사체 또는 이의 단편을 혼합물로 포함한다. 바람직한 양태에서, 조성물은 표적 세포와 본 발명의 결

합 구성원/항체의 특이적 결합을 조절할 수 있는 항원을 포함한다.

활성 성분으로서 폴리펩타이드, 유사체 또는 활성 단편을 함유하는 치료 조성물의 제조는 당업계에 잘 알려져[0281]

있다. 전형적으로, 이러한 조성물은 액체 용액 또는 현탁액으로서 주사제로 제조된다. 하지만, 주사 전에 액체

중의 용액 또는 현탁액으로 제조하기에 적합한 고체 형태로도 제조할 수 있다. 또한, 이 제조물은 유화될 수도

있다. 활성 치료 성분은 종종 활성 성분과 융화성이고 약제학적으로 허용되는 부형제와 혼합된다. 적당한 부형

제는, 예컨대 물, 식염수, 덱스트로스, 글리세롤, 에탄올 등 및 이의 배합물이다. 또한, 필요하다면, 조성물은

활성 성분의 효과를 증강시키는 습윤제 또는 유화제, pH 완충제와 같은 소량의 보조 물질을 함유할 수 있다.

폴리펩타이드, 유사체 또는 활성 단편은 중화된 약제학적으로 허용되는 염 형태로서 치료 조성물에 제형화될 수[0282]

있다. 약제학적으로 허용되는 염은 염산 또는 인산과 같은 무기산으로 형성되거나, 아세트산, 옥살산, 타르타르

산, 만델산 등과 같은 유기산으로 제조되는 산 부가 염(폴리펩타이드 또는 항체 분자의 유리 아미노 그룹에 형

성됨)을 포함한다. 유리 카르복시 그룹으로부터 형성된 염은 또한 수산화나트륨, 수산화칼륨, 수산화암모늄, 수

산화칼슘 또는 수산화제2철과 같은 무기 염기 및 이소프로필아민, 트리메틸아민, 2-에틸아미노 에탄올, 히스티

딘, 프로카인 등과 같은 유기 염기로부터 유래할 수 있다.

치료용 폴리펩타이드, 유사체 또는 활성 단편을 함유하는 조성물을 통상적으로 예컨대 단위 용량의 주사로서 정[0283]

맥내 투여한다. 본 발명의 치료 조성물과 관련하여 사용된 "단위 용량"이란 용어는 사람에 대한 단위 투여량으

로서 적당한 물리적으로 분리된 단위를 의미하며, 각 단위는 필요한 희석제, 즉 담체 또는 비히클과 함께 원하

는 치료 효과를 생산하기 위해 계산된 소정량의 활성 물질을 함유한다.

이 조성물은 투여 제형에 적합한 방식으로 치료학적 유효량으로 투여한다. 투여할 양은 치료받는 대상체, 활성[0284]

성분을 이용하는 대상체의 면역계 역량 및 원하는 EGFR 결합능의 정도에 따라 달라진다. 투여해야 하는 활성성

분의 정확한 양은 의사의 판단에 따라 달라지고 각 개체마다 특이적이다. 하지만, 적당한 투여량은 하루에 개체

의 체중 kg 당 약 0.1 내지 20, 바람직하게는 약 0.5 내지 약 10, 더욱 바람직하게는 1 내지 수 mg 범위의 활성

성분일 수 있고, 투여 경로에 따라 달라진다. 초기 투여 및 추가 샷에 적당한 요법은 달라지기도 하지만, 초기

투여 이후 1시간 이상의 간격으로 반복 용량을 후속 주사 또는 다른 투여 방식으로 수행하는 것이 일반적이다.

대안적으로, 혈액 내에 10 nM 내지 10 μM의 농도를 유지하기에 충분한 연속 정맥내 주입도 고려한다.

경구 투여용 약제학적 조성물은 정제, 캡슐, 분말 또는 액체 형태일 수 있다. 정제는 젤라틴과 같은 고형 담체[0285]

또는 보강제를 함유할 수 있다. 액체 약제학적 조성물은 일반적으로 물, 석유, 동물유 또는 식물유, 광유 또는

합성유와 같은 액체 담체를 포함한다. 생리적 식염수 용액, 덱스트로스 또는 다른 당류 용액 또는 글리콜, 예컨

대 에틸렌 글리콜, 프로필렌 글리콜 또는 폴리에틸렌 글리콜이 포함될 수도 있다.

정맥내 주사 또는 환부에 주사 시에, 활성 성분은 발열원이 없고 적당한 pH, 등장성 및 안정성인 비경구적으로[0286]

허용되는 수용액 형태일 것이다. 당업자는 예컨대 염화나트륨 주사액, 링거 주사액, 락트산염 첨가된 링거 주사

액과 같은 등장성 비히클을 이용하여 적당한 용액을 제조할 수 있다. 필요하다면, 보존제, 안정제, 완충액, 항

산화제 및/또는 다른 첨가제도 첨가할 수 있다.

진단 분석[0287]

또한, 본 발명은 본 발명의 특이적 결합 구성원에 의해 인식되는 능력을 참조로 하여 이상 발현된 EGFR과 같은[0288]

자극의 존재를 검출하는 방법을 비롯한 다양한 진단 용도에 관한 것이다. 이전에 언급한 바와 같이, EGFR은 다

양한 공지의 기술로 자신에 대한 항체를 생산하는데 사용할 수 있고, 이러한 항체는 의심되는 표적 세포에서 특

정 EGFR 활성의 존재에 대한 검사에서처럼 분리 및 이용될 수 있다.

본 발명의 특이적 결합 구성원, 특히 항체 및 이의 단편의 진단 용도로는 당업자에게 공지되고 표준적이며 본원[0289]

의 설명을 기반으로 하는 시험관내 및 생체내 용도를 포함한다. EGFR 상태의 시험관내 측정 및 평가, 특히 EGFR

의 이상 발현과 관련하여 평가하기 위한 진단 분석 및 키트는 암, 전암성 상태, 과증식 세포 성장과 관련된 상

태를 보유하는 것으로 공지되거나 보유한 것으로 의심되는 샘플을 비롯한 환자 샘플 또는 종양 샘플을 진단, 평
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가 및 모니터하는데 이용할 수 있다. EGFR 상태의 측정 및 평가는 또한 본 발명의 특정 화학치료제 또는 특이적

결합 구성원, 특히 항체, 예컨대 이의 배합물을 투여하기 위해 또는 약물의 임상 실험을 위해 환자의 적합성을

측정하는데 유용하다. 이러한 유형의 진단 모니터링 및 측정은 이미 유방암에서 HER2 단백질에 대한 항체를 이

용하여 수행중에 있고(Hercep Test, Dako Corporation), 여기서 이 분석은 헤르셉틴을 이용하여 항체 요법의 환

자를 평가하는데 사용되기도 한다. 생체내 적용은 종양의 영상화 또는 개체의 암 상태의 평가, 예컨대 방사능영

상화를 포함한다.

앞에서 시사한 바와 같이, 본 발명의 진단 방법은 EGFR/단백질에 대한 길항제, 예컨대 항-EGFR 항체, 바람직하[0290]

게는 친화성-정제된 폴리클로널 항체, 더욱 바람직하게는 mAb의 유효량을 포함하는 분석을 이용하여 세포 샘플

또는 배지를 조사하는 단계를 포함한다. 또한, 본원에 사용된 항-EGFR 항체 분자는 Fab, Fab', F(ab')2 또는

F(v) 부분 또는 전체 항체 분자 형태인 것이 바람직하다. 앞에서 논한 바와 같이, 이 방법으로부터 혜택을 볼

수 있는 환자는 암, 전암성 병변, 바이러스 감염, 과증식 세포 성장 또는 다른 유사 병리적 혼란을 수반하거나

이로부터 초래되는 병리상태를 앓고 있는 환자를 포함한다. 표적 세포의 조사를 돕기 위해 EGFR을 분리하고 항-

EGFR 항체를 유도하며, 항-EGFR 항체의 능력을 측정 및 최적화하는 방법은 모두 당업계에 잘 알려져 있다.

본 발명의 진단 방법에 사용된 항-EGFR 항체는 친화성 정제된 폴리클로널 항체인 것이 바람직하다. 특히, 이 항[0291]

체는 모노클로널 항체(mAb)인 것이 더욱 바람직하다. 또한, 본원에 사용된 항-EGFR 항체 분자는 전체 항체 분자

의 Fab, Fab', F(ab')2 또는 F(v) 부분의 형태일 수도 있다.

앞에서 상세히 설명한 바와 같이, EGFR에 대한 항체(들)는 공지된 하이브리도마 기술을 포함하는 표준 방법에[0292]

의해 생산 및 분리할 수 있다. 편의상, EGFR에 대한 항체(들)는 여기서 Ab1이라 부르며, 다른 종에서 유발된 항

체(들)는 Ab2라 부른다.

세포에 EGFR의 존재는 이의 측정에 이용할 수 있는 일반적인 시험관내 또는 생체내 면역학적 절차로 확인할 수[0293]

있다. 다수의 유용한 절차가 공지되어 있다. 특히 유용한 절차 3가지는 검출성 표지로 표지된 EGFR, 검출성 표

지로 표지된 항체 Ab, 또는 검출성 표지로 표지된 항체 Ab2를 이용한다. 이러한 방법들은 다음과 같은 방정식으

로 요약될 수 있고, 여기서 별표는 그 입자가 표지된 것을 나타내고, "R"은 EGFR을 나타낸다:

A.  R* + Ab1 = R*Ab1,[0294]

B.  R + Ab* = RAb1*[0295]

C.  R + Ab1 + Ab2* = RAb1Ab2*[0296]

이러한 방법들과 이들의 응용은 당업자에게는 모두 익숙하므로, 본 발명의 범위 안에서 활용될 수 있다. "경쟁[0297]

적" 방법인 방법 A는 미국 특허 3,654,090 및 3,850,752에 기술되어 있다. "샌드위치" 방법인 방법 C는 미국 특

허 RE31,006 및 4,016,043에 기술되어 있다. 또 다른 방법으로서 "이중 항체" 또는 "DASP" 방법 등이 공지되어

있다.

상기 각 경우마다, EGFR은 하나 이상의 항체(들) 또는 결합 파트너와 복합체를 형성하고, 이 복합체의 한 구성[0298]

원이 검출성 표지로 표지된다. 복합체가 형성된 사실과, 필요하다면 그 양은, 표지의 검출에 이용할 수 있는 공

지된 방법으로 측정할 수 있다.

상기로부터 Ab1과 반응하는 것이 Ab2의 특징적인 성질이라는 것을 알 수 있을 것이다. 이것은 한 포유동물 종에[0299]

서 유발된 Ab1이 다른 종에서 항체 Ab2를 유발하는 항원으로서 사용되었기 때문이다. 예를 들어, Ab2는 항원으로

서 토끼 항체를 이용하여 염소에서 발생시킬 수 있다. 따라서, Ab2는 염소에서 발생된 항-토끼 항체일 것이다.

본 상세한 설명과 청구범위에서 Ab1은 1차 또는 항-EGFR 항체라 불릴 것이고, Ab2는 2차 또는 항-Ab1 항체라 불

릴 것이다.

본 연구에 가장 일반적으로 이용되는 표지는 자외선 등에 노출 시 형광을 발생하는 화학물질, 방사능 원소, 효[0300]

소이다.

다수의 형광 물질이 공지되어 있고 표지로서 이용될 수 있다. 그 예로는 플루오레세인, 로다민, 아우라민, 텍사[0301]

스 레드, AMCA 블루 및 루시퍼 옐로우가 있다. 특별한 검출 물질은 이소티오시아네이트를 통해 플루오레세인과
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접합되고 염소에서 제조된 항-토끼 항체이다.

EGFR 또는 이의 결합 파트너(들), 예컨대 본 발명의 특이적 결합 구성원은 또한 방사능원소 또는 효소로 표지될[0302]

수 있다. 방사능 표지는 현재 이용가능한 임의의 계수 절차에 따라 검출할 수 있다. 바람직한 동위원소는 
3
H,

14
C, 

32
P, 

35
S, 

36
Cl, 

51
Cr, 

57
Co, 

58
Co, 

59
Fe, 

90
Y, 

121
I, 

124
I, 

125
I, 

131
I, 

111
In, 

211
At, 

198
Au, 

67
Cu 

225
Ac, 

213
Bi, 

99
Tc

및 
186
Re 중에서 선택될 수 있다.

효소  표지도  마찬가지로  유용하고,  현재  이용되는  임의의  비색기술,  분광광도측정  기술,  형광분광광도측정[0303]

기술, 전류측정 기술 또는 가스계량 기술로 검출할 수 있다. 효소는 가교 분자, 예컨대 카르보디이미드, 디이소

시아네이트, 글루타르알데하이드 등과 반응에 의해 선택 입자에 접합된다. 이러한 절차에 사용될 수 있는 많은

효소들은 공지되어 있고 이용될 수 있다. 퍼옥시다제, β-글루쿠로니다제, β-D-글루코시다제, β-D-갈락토시다

제, 우레아제, 글루코스 옥시다제 + 퍼옥시다제 및 알칼리성 포스파타제가 바람직하다. 미국 특허 3,654,090;

3,850,752; 및 4,016,043은 대체 표지화 물질 및 방법을 개시하기 위해 예를 들어 언급하고 있다.

본  발명에  따라  유리하게  이용될  수  있는  특별한  분석  시스템은  수용체  분석으로  알려져  있다.  수용체[0304]

분석에서, 분석되는 물질, 예컨대 특이적 결합 구성원은 적당히 표지되고, 그 다음 표지된 물질과 미표지된 물

질의 일정량과 함께 특정 세포 검사 콜로니가 접종되고, 그 후 결합 연구를 수행하여 표지된 물질이 세포 수용

체에 결합한 정도를 측정한다. 이러한 방식으로 물질 간에 친화성 차이를 확인할 수 있다.

따라서, 특이적 결합 구성원의 정제된 양은 방사능표지될 수 있고, 예컨대 항체 또는 다른 억제제 등과 배합되[0305]

어 결합 연구가 수행될 수 있다. 그 다음, 다양한 양의 표지 및 미표지된 미배합 특이적 결합 구성원을 함유하

는 용액이 제조될 수 있고, 그 후 세포 샘플이 접종된 다음 항온처리될 수 있다. 그 다음, 수득되는 세포 단층

은 세척하고, 가용화한 뒤, 표준 오차가 <5%이도록 충분한 시간 동안 감마 계수기에서 계수한다. 그 다음, 이러

한 데이터는 스캐차드 분석으로 처리하고, 그 후 물질 활성에 관한 관찰 및 결론이 도출될 수 있다. 이상은 예

시적이지만, 수용체 분석을 수행하고 이용할 수 있는 방식을 예시한 것으로, 이 경우에 분석된 물질의 세포 결

합능은 구별가능한 특징으로서 작용할 수 있다.

본 발명에 따라 고려되고 유용한 분석은 "시스/트랜스" 분석으로 알려진 것이다. 간략히 설명하면, 이 분석법은[0306]

2개의 유전자 작제물을 이용하며, 이 중 하나는 일반적으로 적당한 세포주로 형질감염되었을 때 당해의 특정 수

용체를 지속적으로 발현하는 플라스미드이고, 다른 하나는 수용체/리간드 복합체의 조절 하에서 루시퍼라제와

같은 리포터(reporter)를 발현하는 플라스미드이다. 따라서, 예컨대 특정 수용체의 리간드로서 화합물을 평가하

는 것이 바람직하다면 첫 번째 플라스미드는 선택된 세포주에서 수용체를 발현시키는 작제물이며, 두 번째 플라

스미드는 특정 수용체에 대한 반응 성분이 삽입되어 있는 루시퍼라제 유전자에 결합된 프로모터를 보유할 것이

다. 검사 중인 화합물이 수용체의 작용물질인 경우에 리간드는 수용체와 복합체를 형성할 것이며, 수득되는 복

합체는 반응 성분에 결합하여 루시퍼라제 유전자의 전사를 개시시킬 것이다. 그 다음, 산출되는 화학발광도는

분광광도계로 측정하고, 용량 반응 곡선을 작도하여 공지의 리간드와 비교한다. 이러한 방법은 인용이 목적인

미국 특허 4,981,784 및 PCT 국제 공개 번호 WO 88/03168에 상세히 설명되어 있다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 의학적 전문가가 사용하기에 적합한 시판용 검사 키트가 의심되는 표적 세포 중[0307]

의 EGFR의 이상 발현, 예컨대 비제한적으로 증폭된 EGFR 및/또는 EGFR 돌연변이의 존재 여부를 측정하기 위해

제조될 수 있다. 앞에서 논한 검사 기술에 따르면, 이러한 키트의 한 분류는 적어도 표지된 EGFR 또는 이의 결

합 파트너, 예컨대 특이적인 항체, 및 사용법, 물론 "경쟁적", "샌드위치", "DASP" 등과 같은 선택 방법에 따라

다른 사용법을 포함할 것이다. 또한, 키트는 완충제, 안정화제 등과 같은 기타 시약을 함유할 수도 있다.

따라서, 검사 키트는 EGFR의 이상 발현 또는 해독후 변형에 대한 세포의 존재 또는 능력을 증명하기 위한 용도[0308]

로 제조할 수 있는 것으로서,

(a) 존재하는 특이적 결합 구성원 또는 이에 대한 특이적인 결합 파트너를 검출성 표지에 직접 또는 간접 부착[0309]

시켜 수득한 소정량의 적어도 하나의 표지된 면역화학적 반응성 성분;

(b) 다른 시약; 및[0310]

(c) 본 키트의 사용 안내서를 포함한다.[0311]

더욱 구체적으로, 진단 검사 키트는[0312]

(a) 일반적으로 고체 상에 결합되어 면역흡착체를 형성하거나, 또는 대안적으로 적당한 태그, 또는 이러한 복수[0313]
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의 말단 산물 등(또는 이들의 결합 파트너)에 각각 하나씩 결합된, 공지된 양의 전술한 바와 같은 특이적 결합

구성원(또는 결합 파트너);

(b) 필요한 경우, 다른 시약; 및[0314]

(c) 이 검사 키트의 사용 안내서를 포함할 수 있다.[0315]

또 다른 변형으로서, 검사 키트는 소정의 방법(예: "경쟁적", "샌드위치", "이중 항체" 등)에 따라 작용하는 검[0316]

사 키트를 제조하고 전술한 목적에 사용할 수 있으며,

(a) 특이적 결합 구성원을 검출성 표지에 커플링시켜 수득한 표지된 성분;[0317]

(b) 적어도 하나의 시약이[0318]

(i) 표지된 성분(a)과 결합할 수 있는 리간드;[0319]

(ii) 표지된 성분(a)의 결합 파트너와 결합할 수 있는 리간드;[0320]

(iii) 측정될 성분(들) 중 적어도 하나와 결합할 수 있는 리간드; 및[0321]

(iv) 측정될 성분(들) 중 적어도 한 성분의 적어도 하나의 결합 파트너들과 결합할 수 있는 리간드로 이루어진[0322]

그룹 중에서 선택되는 리간드 또는 고정된 리간드인 하나 이상의 추가 면역화학적 시약; 및

(c) EGFR, 특이적 결합 구성원과 이에 대한 특이적 결합 파트너 사이에 면역화학적 반응을 일으키는 하나 이상[0323]

의 성분을 검출 및/또는 측정하기 위한 방법의 성능에 대한 안내서를 포함한다.

전술한 바와 같이, EGFR의 활성, EGFR의 이상 발현 또는 해독후 변형 및/또는 특이적 결합 구성원의 활성 또는[0324]

결합을 조절하는데 효과적인 잠재 약물을 선별하는 분석 시스템을 제조할 수 있다. 수용체 또는 결합 구성원은

검사 시스템에 첨가될 수 있고, 잠재성이 있는 약물 역시 최종 세포 배양물에 첨가될 수 있으며, 그 후 잠재성

이 있는 약물 단독의 첨가에 의하거나 또는 공지된 제제(들)의 첨가 함량의 효과로 인한 세포의 S기 활성의 임

의의 변화를 관찰하기 위하여 배양물을 조사한다.

핵산[0325]

본  발명은  본  발명의  특이적  결합  구성원을  암호화하는  분리된  핵산을  제공한다.  핵산은  DNA  및  RNA를[0326]

포함한다. 바람직한 관점에서, 본 발명은 앞에서 정의한 본 발명의 폴리펩타이드, 예컨대 본 발명의 항체의 VH

및 VL 쇄의 CDR 잔기로서 제시한 폴리펩타이드를 암호화하는 핵산을 제공한다.

또한, 본 발명은 전술한 적어도 하나의 폴리뉴클레오타이드를 함유하는 플라스미드, 벡터, 전사 또는 발현 카세[0327]

트 형태의 작제물을 제공한다.

또한, 본 발명은 전술한 하나 이상의 작제물을 함유하는 재조합 숙주 세포를 제공한다. 임의의 특이적 결합 구[0328]

성원을 암호화하는 핵산은 제공된 그 자체가 본 발명의 한 관점을 구성하고, 이의 암호화 핵산으로부터 발현시

키는 것을 포함하는 특이적 결합 구성원의 생산 방법도 마찬가지이다. 발현은 적당한 조건 하에 핵산을 함유하

는 재조합 숙주 세포를 배양하여 편리하게 수행할 수 있다. 발현에 의한 생산 후, 특이적 결합 구성원은 임의의

적당한 기술을 이용해 분리 및/또는 정제할 수 있고, 그 다음 적당한 경우 사용할 수 있다.

본 발명에 따른 특이적 결합 구성원 및 암호화 핵산 분자 및 벡터는 예컨대 이의 자연 환경으로부터 실질적으로[0329]

순수한 형태 또는 균질한 형태로 분리 및/또는 정제되어 제공될 수 있고, 또는 핵산의 경우에는 필요한 기능을

가진 폴리펩타이드를 암호화하는 서열 외에 다른 기원의 핵산 또는 유전자가 없이 또는 실질적으로 없이 제공될

수 있다. 본 발명에 따른 핵산은 DNA 또는 RNA를 포함할 수 있고, 완전 또는 부분 합성물일 수 있다.

다양한 여러 숙주 세포에서 폴리펩타이드를 클로닝 및 발현하기 위한 시스템은 공지되어 있다. 적당한 숙주 세[0330]

포로는 세균, 포유동물 세포, 효모 및 배큘로바이러스계가 포함된다. 이종 폴리펩타이드의 발현을 위해 당업계

에서 이용할 수 있는 포유동물 세포주로는 중국 햄스터 난소 세포, HeLa 세포, 어린 햄스터 신장 세포, NSO 마

우스 골수종 세포 및 기타 많은 세포를 포함한다. 일반적으로 바람직한 세균 숙주는 이.콜라이이다.

이.콜라이와 같은 원핵생물 세포에서 항체 및 항체 단편의 발현에 대해서는 당업계에 잘 확립되어 있다. 검토를[0331]

위해, 예컨대 문헌[Pluckthun, A., Bio/Technology 9: 545-551(1991)]을 참조한다. 또한, 배양물에서 진핵생물

세포의 발현은 특이적 결합 구성원의 생산을 위한 선택사항으로서 당업자라면 이용가능하며, 최근 논문에 대해

서는  예컨대  문헌[Raff,  M.E.(1993)  Curr.  Opinion  Biotech.  4:573-576;  Trill  J.J.  et  al.(1995)  Curr.
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Opinion Biotech 6: 553-560]을 참조한다.

적당한 벡터는 적당한 조절 서열, 예컨대 프로모터 서열, 터미네이터 서열, 폴리아데닐화 서열, 인핸서 서열,[0332]

마커 유전자 및 적당한 다른 서열을 함유하는 것으로 선택 또는 작제할 수 있다. 벡터는 플라스미드, 바이러스

성,  적당한 경우 예컨대 파지, 또는 파지미드일 수 있다. 더 상세한 설명은, 예컨대 Molecular  Cloning:  a

Laboratory Manual: 2nd edition, Sambrook et al., 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press를 참조한다.

핵산의 조작을 위한 많은 공지된 기술 및 프로토콜, 예컨대 핵산 작제물 제조, 돌연변이유발, 서열분석, 세포에

의 DNA 도입, 유전자 발현 및 단백질 분석은 문헌[Short Protocols in Molecular Biology, Second Edition,

Ausubel et al. eds., John Wiley & Sons, 1992]에 더 상세하게 설명되어 있다. 상기 Sambrook 등 및 Ausubel

등의 문헌은 본원에 참고인용된다.

따라서, 본 발명의 다른 관점은 본원에 개시된 핵산을 함유하는 숙주 세포를 제공한다. 또 다른 관점은 숙주 세[0333]

포에 상기 핵산을 도입시키는 것을 포함하는 방법을 제공한다. 이 도입은 이용가능한 모든 기술을 이용할 수 있

다. 진핵생물 세포에서 적당한 기술은 인산칼슘 형질감염, DEAE-덱스트란, 전기천공, 리포좀-매개 형질감염 및

레트로바이러스 또는 다른 바이러스, 예컨대 백시니아 또는 곤충 세포에는 배큘로바이러스를 이용한 형질도입을

포함할 수 있다. 세균 세포의 경우, 적당한 기술은 염화칼슘 형질전환, 전기천공 및 박테리오파지를 이용한 형

질감염을 포함할 수 있다.

도입은 핵산으로부터 발현을 유발하거나 허용하여, 예컨대 유전자 발현 조건 하에 숙주 세포를 배양한 후 후속[0334]

될 수 있다.

한 양태에서, 본 발명의 핵산은 숙주 세포의 게놈(예컨대, 염색체)에 통합된다. 통합은 표준 기술에 따라 게놈[0335]

과의 재조합을 촉진하는 서열의 혼입에 의해 촉진될 수 있다.

또한, 본 발명은 전술한 바와 같이 특이적 결합 구성원 또는 폴리펩타이드를 발현하기 위해 발현계 중에 전술한[0336]

바와 같은 작제물을 사용하는 것을 포함하는 방법을 제공한다.

전술한 바와 같이, 본 발명은 또한 서열번호 2 및 4; 129 및 134; 22 및 27; 32 및 37; 및/또는 42 및 47에 제[0337]

시된 아미노산 서열을 보유하는, 특이적 결합 구성원, 특히 항체 또는 이의 단편을 암호화하는 재조합 DNA 분자

또는 클로닝된 유전자 또는 이의 축퇴성 변형체에 관한 것이며, 바람직하게는 결합 구성원 또는 항체를 암호화

하는 핵산 분자, 특히 재조합 DNA 분자 또는 클로닝된 유전자는 상기 서열들 중 하나를 암호화하는 DNA 서열에

상보적이거나 뉴클레오타이드 서열을 보유한다.

본 발명의 다른 특징은 본원에 개시된 DNA 서열의 발현이다. 당업계에 공지된 바와 같이, DNA 서열은 적당한 발[0338]

현 벡터에서 발현 조절 서열에 작동적으로 결합시키고, 이 발현 벡터를 이용하여 적당한 단세포 숙주를 형질전

환시켜 발현시킬 수 있다.

이와 같은 발현 조절 서열에 본 발명의 DNA 서열의 작동적 결합은 물론 이미 DNA 서열의 일부가 아니라면, DNA[0339]

서열의 상류에 정확한 판독 프레임으로 개시 코돈 ATG를 제공하는 것을 포함한다.  

본 발명의 DNA 서열의 발현에는 매우 다양한 숙주/발현 벡터 조합이 이용될 수 있다. 유용한 발현 벡터는 예컨[0340]

대 염색체성, 비염색체성 및 합성 DNA 서열의 분절들로 이루어질 수 있다. 적당한 벡터에는 SV40 및 공지된 세

균 플라스미드의 유도체, 예컨대 이.콜라이 플라스미드 col E1, pCR1, pBR322, pMB9 및 이들의 유도체들과 RP4

와 같은 플라스미드; 파지 DNA, 예컨대 파지 X의 다양한 유도체, 예컨대 NM989, 및 다른 파지 DNA, 예컨대 M13

및 필라멘트형 일본쇄 파지 DNA; 효모 플라스미드, 예컨대 2μ 플라스미드 또는 이의 유도체; 진핵생물 세포에

유용한 벡터, 예컨대 곤충 또는 포유동물 세포에 유용한 벡터; 플라스미드와 파지 DNA의 조합에서 유래되는 벡

터, 예컨대 파지 DNA 또는 다른 발현 조절 서열을 이용하도록 변형시킨 플라스미드 등이 포함된다.

다양한 발현 조절 서열 중 임의의 서열, 즉 여기에 작동적으로 결합된 DNA 서열을 발현을 조절하는 서열은 본[0341]

발명의 DNA 서열을 발현하기 위해 상기 벡터들에 이용될 수 있다. 이러한 유용한 발현 조절 서열에는 예컨대

SV40, CMV, 백시니아, 폴리오마 또는 아데노바이러스의 초기 프로모터 또는 후기 프로모터, lac 시스템, trp 시

스템, TAC 시스템, TRC 시스템, LTR 시스템, 파지 λ의 주요 오퍼레이터 및 프로모터 영역, fd 피막 단백질의

조절 영역, 3-포스포글리세레이트 키나제 또는 다른 해당작용 효소의 프로모터, 산 포스파타제(예: Pho5)의 프

로모터, 효모 교배 인자의 프로모터 및 원핵생물 또는 진핵생물 세포 또는 이들의 바이러스들의 유전자 발현을

조절하는 것으로 알려진 다른 서열들, 및 이들의 다양한 조합물이 포함된다.

또한, 단세포 숙주 세포는 다양한 종류가 본 발명에 따른 DNA 서열의 발현에 유용하다. 이러한 숙주로는 공지된[0342]
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진핵생물  및  원핵생물  숙주가  포함될  수  있으며,  예컨대  조직  배양물  중의  이.콜라이,  슈도모나스

(Pseudomonas), 바실러스(Bacillus), 스트렙토마이세스(Streptomyces), 효모와 같은 진균, 및 동물 세포, 예컨

대 CHO, YB/20, NSO, SP2/0, R1.1, B-W 및 L-M 세포, 아프리카 녹색 원숭이 신장 세포(예: COS1, COS7, BSC1,

BSC40 및 BMT10), 곤충 세포(예: Sf9) 및 사람 세포 및 식물 세포가 있다.

일부 벡터, 발현 조절 서열 및 숙주는 본 발명의 DNA 서열을 발현하는 능력이 비슷하게 양호할 수 있다는 것은[0343]

당연하다. 하지만, 동일한 발현 시스템에 의해 모든 숙주가 동일한 유효 기능을 발휘하지는 않는다. 그렇지만,

당업자는 본 발명의 범위를 벗어나지 않으면서 원하는 발현을 달성하기 위해 과도한 실험없이도 적당한 벡터,

발현 조절 서열 및 숙주를 선택할 수 있다. 예컨대, 벡터 선택 시, 숙주는 그 벡터가 작동할 수 있는 것인지 고

려되어야 한다. 벡터의 카피수, 카피수를 조절하는 능력 및 벡터에 의해 암호화되는 다른 임의의 단백질, 예컨

대 항생제 마커의 발현도 고려되어야 한다.

발현 조절 서열의 선택 시에는 보통 다양한 요인이 고려된다. 예컨대, 시스템의 상대적 강도, 조절성 및 발현될[0344]

특정 DNA 서열 또는 유전자와의 상용성, 및 특히 잠재적인 2차 구조에 관해서 고려된다. 적합한 단세포 숙주는

예컨대 선택된 벡터와의 상용성, 분비 특징, 단백질을 정확하게 폴딩하는 능력, 발효 조건 뿐만 아니라 발현되

는 DNA 서열에 의해 암호화된 산물이 숙주에게 미치는 독성 및 발현 산물의 정제 용이성 등을 고려하여 선택한

다.

이러한 요인은 물론 다른 요인을 고려하여 당업자는 발효조 또는 대량 동물 배양물에서 본 발명의 DNA 서열을[0345]

발현하는 다양한 벡터/발현 조절 서열/숙주 조합을 작제할 수 있다.

또한, 본 발명의 범위 안에서 유도된 단백질 복합체/서브유닛의 뉴클레오타이드 서열을 이용하여 펩타이드 유사[0346]

체를 제조할 수 있을 것으로 생각된다. 단편과 같은 유사체는 상기 펩타이드의 단백분해성 분해, 예컨대 펩신

분해를 통해 제조할 수 있다. 뮤테인과 같은 다른 유사체는 수용체 펩타이드 암호화 서열의 표준 부위 지시된

돌연변이유발법을 통해 제조할 수 있다. 프로모터로서 또는 억제제로서의 작용 여부에 관계없이 소분자와 같은

"특이적 결합 구성원 활성"을 나타내는 유사체는 공지된 생체내 및/또는 시험관내 분석을 통해 확인할 수 있다.

앞에서 언급한 바와 같이, 수용체 펩타이드를 암호화하는 DNA 서열은 클로닝보다는 합성법으로 제조할 수 있다.[0347]

DNA 서열은 특이적 결합 구성원 아미노산 서열에 대한 적당한 코돈을 이용하여 설계할 수 있다. 일반적으로, 서

열이 발현에 사용될 경우, 계획한 숙주에 바람직한 코돈을 선택한다. 전체 서열은 표준 방법에 따라 제조한 올

리고뉴클레오타이드를  중첩(overlap)시킨  후  완전한  암호화  서열로  어셈블리하여  제조한다[예컨대,  Edge,

Nature,  292:  756(1981);  Nambair  et  al.,  Science,  223:  1299(1984);  Jay  et  al.,  J.Biol.Chem.,  259:

6311(1984)].

합성 DNA 서열은 특이적 결합 구성원 또는 "뮤테인(mutein)"을 발현하는 유전자의 작제를 용이하게 한다. 또는,[0348]

뮤테인을 암호화하는 DNA는 천연 특이적 결합 구성원 유전자 또는 cDNA의 부위 지시된 돌연변이유발을 통해 제

조할 수 있지만, 통상적인 폴리펩타이드 합성을 사용하여 직접 뮤테인을 제조할 수도 있다.

단백질에 비천연 아미노산을 부위 특이적으로 혼입시키는 일반 방법에 대해서는 문헌[Christopher  J.  Noren,[0349]

Spencer J. Anthony-Cahill, Michael C. Griffith, Peter G. Schultz, Science, 244: 182-188(April 1989)]에

설명되어 있다. 이 방법은 비천연 아미노산을 이용하여 유사체를 제조하는데 사용할 수 있다.

본 발명은 해독 수준에서 EGFR의 발현을 방해하는데 사용할 수 있는 안티센스 올리고뉴클레오타이드 및 리보자[0350]

임의 제조도 포함한다. 이 접근법은 안티센스 핵산 및 리보자임을 이용하여 특이적 mRNA를 안티센스 핵산으로

차폐하거나 리보자임으로 절단하여 특이적 mRNA의 해독을 차단한다.

안티센스  핵산은  특이적  mRNA  분자의  적어도  일부에  상보성인  DNA  또는  RNA  분자이다(Weintraub,  1990;[0351]

Marcus-Sekura, 1988 참조). 이 핵산은 세포에서 상기 mRNA에 하이브리드화하여 이본쇄 분자를 형성한다. 이 세

포는 mRNA를 이본쇄 형태로 해독하지 않는다. 따라서, 안티센스 핵산은 mRNA의 단백질로의 발현을 방해한다. 약

15개 뉴클레오타이드의 올리고머와 AUG 개시 코돈에 하이브리드화하는 분자는 합성이 쉽고 큰 분자보다 생산 세

포에 도입될 때 문제를 일으킬 가능성이 적기 때문에 특히 효과적일 것이다. 안티센스 방법은 시험관내에서 많

은 유전자의 발현을 억제하는데 사용되었다(Marcus-Sekura, 1988; Hambor et al., 1988).

리보자임은 DNA 제한 엔도뉴클레아제와 다소 유사한 방식으로 다른 일본쇄 RNA 분자를 특이적으로 절단하는 능[0352]

력을 보유하는 RNA 분자이다. 리보자임은 특정 mRNA가 자신의 인트론을 절제하는 능력이 있다는 관찰로부터 발

견되었다. 연구자들은 이러한 RNA의 뉴클레오타이드 서열을 변형시켜 RNA 분자의 특이적 뉴클레오타이드 서열을

인식하고 이를 절단하는 분자를 조작할 수 있었다(Cech, 1988). 이들은 서열 특이적이기 때문에, 특정 서열의
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mRNA만이 불활성화된다.

연구자들은 2종류의 리보자임, 테트라히메나형(Tetrahymena-type) 및 "해머헤드"형(hammerhead-type)을 확인했[0353]

다(Hasselhoff and Gerlach, 1988). 테트리히메나형 리보자임은 4염기 서열을 인식하는 반면, "해머헤드"형은

11 내지 18개 염기 서열을 인식한다. 인식 서열의 길이가 길수록 표적 mRNA 종에서 독점적으로 일어날 가능성이

커진다. 따라서, 해머헤드형 리보자임이 특정 mRNA 종의 불활성화에 있어서 테트라히메나형 리보자임보다 바람

직하고, 18개 염기 인식 서열이 이보다 짧은 인식 서열에 비해 바람직하다.

따라서, 본 명세서에 개시된 DNA 서열은 이에 대한 안티센스 분자 및 EGFR 및 이의 리간드의 mRNA를 절단하는[0354]

리보자임을 제조하는데 사용될 수 있다.

본 발명은 이하 비제한적 실시예를 참조로 하면 더욱 쉽게 이해될 수 있으며, 이러한 실시예는 본 발명의 예시[0355]

로서 제공된 것이다. 이하 실시예는 본 발명의 바람직한 양태를 더욱 완전하게 설명하기 위한 것으로서, 본 발

명의 광범위한 범위를 제한하는 것으로서 간주해서는 안 된다.

실시예 1[0356]

항체의 생성 및 분리[0357]

세포주[0358]

면역화 및 특이성 분석을 위해, 정상, 야생형, "wtEGFR" 유전자 또는 △2-7 결실 돌연변이를 운반하는 △EGFR[0359]

유전자 중 어느 하나로 형질감염되거나 또는 무손상인 여러 세포주를 사용했다: 쥐 섬유아세포 세포주 NR6, NR6

△EGFR(△EGFR로 형질감염됨) 및 NR6wtEGFR(wtEGFR로 형질감염됨), 사람 아교모세포종 세포주 U87MG(낮은 수준의 내

인성 wtEGFR을 발현함), U87MGwtEGFR(wtEGFR로 형질감염됨), U87MG△EGFR(△EGFR로 형질감염됨), 및 사람 편평세포

암종 세포주 A431(높은 수준의 wtEGFR을 발현함).

면역화 및 특이성 분석을 위해, 정상, 야생형, "wtEGFR" 유전자 또는 △2-7 결실 돌연변이를 운반하는 △EGFR[0360]

유전자 중 어느 하나로 형질감염되거나 또는 무손상인 여러 세포주를 사용했다: 쥐 섬유아세포 세포주 NR6, NR6

△EGFR(△EGFR로 형질감염됨) 및 NR6wtEGFR(wtEGFR로 형질감염됨), 사람 아교모세포종 세포주 U87MG(낮은 수준의 내

인성 wtEGFR을 발현함),  U87MGwtEGFR  또는 "U87MG.wtEGFR"(wtEGFR로 형질감염됨), U87MG△EGFR  또는 "U87MG.△2-

7"(△EGFR로 형질감염됨), 및 사람 편평세포 암종 세포주 A431(높은 수준의 wtEGFR을 발현함). NR6, NR6△EGFR 및

NR6wtEGFR  세포주는  종래  개시되었다(Batra  et  al.  (1995)  Epidermal  Growth  Factor  Ligand-independent,

Unregulated,  Cell-Transforming  Potential  of  a  Naturally  Occurring  Human  Mutant  EGFRvIII  Gene.   Cell

Growth Differ. 6(10): 1251-1259). NR6 세포주는 정상 내인성 EGFR이 없다(Batra et al., 1995).  U87MG 세포

주 및 형질감염은 종래 기술되었다(Nishikawa  et  al.  (1994)  A  mutant  epidermal  growth  factor  receptor

common in human glioma confers enhanced tumorigenicity. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91, 7727-7731).

낮은 수준의 wtEGFR을 내인적으로 발현하는 U87MG 성상세포종 세포주(Ponten, J. and Macintyre, E. H. (1968)[0361]

Long term culture of normal and neoplastic human glia. Acta. Pathol. Microbiol. Scand. 74, 465-86)는

de2-7 EGFR을 함유하는 레트로바이러스로 감염시켜 U87MG.△2-7 세포주를 생산했다(Nishikawa et al., 1994).

형질감염된 세포주 U87MG.wtEGFR은 문헌[Nagane et al. (1996) Cancer Res. 56, 5079-5086]에 기술된 바와 같

이 생산했다. U87MG 세포는 약 1x10
5
 EGFR을 발현하는 반면, U87MG.wtEGFR 세포는 약 1x10

6
 EGFR을 발현하여 유

전자 증폭 시 관찰되는 상황을 모의한다. 또한, 임의의 공지된 EGFR 관련 분자를 발현하지 않는 쥐 전구-B 세포

주  BaF/3도  de2-7  EGFR로  형질감염시켜  BaF/3.△2-7  세포주를  수득했다(Luwor  et  al.  (2004)  The  tumor-

specific  de2-7  epidermal  growth  factor  receptor  (EGFR)  promotes  cells  survival  and  heterodimerizes

with the wild-type EGFR, Oncogene 23: 6095-6104). 사람 편평세포 암종 A431 세포는 ATCC(Rockville, MD)에

서 입수했다. 유표피종 암종 세포주 A431은 종래 개시된 바 있다(Sato et al. (1987) Derivation and assay of

biological  effects  of  monoclonal  antibodies  to  epidermal  growth  factor  receptors.  Methods  Enzymol.

146, 63-81).

모든 세포주는 10% FCS(CSL, Melbourne, Australia); 2 mM 글루타민(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), 및[0362]

페니실린/스트렙토마이신(Life  Technologies,  Inc.,  Grand  Island,  NY)이  보충된  GlutaMAX
TM
(Life

Technologies,  Inc.,  Melbourne,  Australia  and  Grand  Island,  NY)  보유  DMEM/F-12에서  배양했다.  또한,
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U87MG.△2-7 및 U87MG.wtEGFR 세포주는 400mg/ml의 제네티신(Life Technologies, Inc., Melbourne, Victoria,

Australia) 중에서 유지되었다. 세포주는 5% C02의 미변형 대기 하에 37℃에서 증식시켰다.

시약[0363]

de2-7 EGFR 독특한 연접 펩타이드는 아미노산 서열: LEEKKGNYVVTDH (서열번호 13)를 보유한다. de2-7 EGFR 유[0364]

래의 비오티닐화된 독특한 연접 펩타이드(비오틴-LEEKKGNYVVTDH (서열번호 5) 및 LEEKKGNYVVTDH-비오틴(서열번

호 6))은 표준 Fmoc 화학으로 합성하고, 순도(>96%)는 역상 HPLC 및 질량스펙트럼 분석으로 측정했다(Auspep,

Melbourne, Australia).

연구에 사용된 항체들[0365]

본원의 발견들을 다른 시약들과 비교하기 위해, 추가 mAb를 본 연구에 포함시켰다. 이 시약들은 wtEGFR에 대한[0366]

mAb528(Sato et al. (1983) Mol. Biol. Med. 1(5), 511-529) 및 △2-7 EGFR 결실 돌연변이의 연접 서열에 걸쳐

있는 합성 펩타이드에 대해 생성된 DH8.3이었다. de2-7 EGFR에 특이적인 DH8.3 항체(IgG1)는 종래 개시되어 있

고(Hills et al. (1995) Specific targeting of a mutant, activated EGF receptor found in glioblastoma

using a monoclonal antibody. Int. J. Cancer. 63, 537-43,1995), de2-7 EGFR에서 발견되는 독특한 연접 펩타

이드로 마우스를 면역화한 후에 수득했다(Hills et al., 1995).

de2-7 및 야생형 EGFR을 모두 인식하는 528 항체는 종래 개시되었고(Masui et al. (1984) Growth inhibition[0367]

of human tumor cells in athymic mice by anti-epidermal growth factor receptor monoclonal antibodies.

Cancer Res. 44, 1002-7), American Type Culture Collection(Rockville, MD)에서 수득한 하이브리도마(ATCC

HB-8509)를 이용하여 Biological  Production  Facility,  Ludwig  Institute  for  Cancer Research (Melbourne,

Australia)에서 생산했다. 폴리클로널 항체 SC-03은 EGFR의 카르복시 말단 펩타이드에 대하여 유발된, 친화성

정제된 토끼 폴리클로널 항체이다(Santa Cruz Biotechnology Inc.).

항체 생성[0368]

쥐의  섬유아세포주  NR6△EGFR은  면역원으로  사용했다.  마우스  하이브리도마는  BALB/c  마우스에게  보강제  중의[0369]

5x10
5
 내지 2x10

6
 세포를 2 내지 3주 간격으로 5회 피하 주사로 면역접종하여 수득했다. 1차 주사에는 완전 프로

인트 보강제를 사용했다. 그 다음에는 불완전 프로인트 보강제(Difco
TM
, Voigt Global Distribution, Lawrence,

KS)를 사용했다. 면역화된 마우스 유래의 비장 세포는 마우스 골수종 세포주 SP2/0과 융합시켰다(Shulman et

al. (1978) Nature 276:269-270). 새로 생성된 클론의 상청액은 세포주 NR6, NR6wtEGFR, 및 NR6△EGFR과의 반응성에

대해 혈구흡착 분석으로 선별하고, 그 다음 사람 아교모세포종 세포주 U87MG, U87MGwtEGFR, 및 U87△EGFR를 이용한

혈구흡착 분석으로 분석했다. 그 다음, 선택된 하이브리도마 상청액을 웨스턴 블로팅으로 검사하고, 면역조직화

학법으로 추가 분석했다. 예상 반응성 패턴을 보이는 새로 생성된 mAb를 정제했다.

5개의 하이브리도마가 확립되었고, 먼저 3개의 클론 124(IgG2a), 806 (IgG2b) 및 1133(IgG2a)을 NR6△EGFR의 높은[0370]

역가(1:2500)와 로제트 혈구응집 분석에서 NR6 및 NR6wtEGFR 세포의 낮은 배경을 기반으로 하여 추가 특성화하기

위해 선택했다. 4번째 클론 175(IgG2a)는 연속해서 추가 특성화하고, 이하 실시예 23에 따로 논의했다. 후속 혈

구응집 분석에서, 이 항체들은 무손상 사람 아교모세포종 세포주 U87MG 및 U87MGwtEGFR과 반응성을 전혀 나타내지

않았고(미희석 상청액 ≤ 10%), 하지만, U87MG△EGFR과는 강한 반응성이었고 A431과는 약한 반응성이 관찰되었다.

이에 반해, FACS 분석에서, 806은 무손상 U87MG와 무반응성이었고, U87MG△EGFR은 강하게 염색하고 이보다 적게

U87MGwtEGFR을 염색하여, △EGFR 및 wtEGFR 모두에 대한 806의 결합을 시사했다(이하 참조).

웨스턴 블롯 분석에서, mAb124, mAb806 및 mAb1133은 wtEGFR 및 △EGFR과의 반응성에 대해 분석했다. 세정제[0371]

용해물을 NR6△EGFR, U87MG△EGFR 뿐 아니라 A431로부터 추출했다. 3가지 mAb 모두 wtEGFR(170 kDa) 및 △EGFR 단백

질(140 kDa)을 염색하는, 세포 용해물과의 유사한 반응성 패턴을 나타냈다. 참조 시약으로서, wtEGFR과 반응성

인 것으로 알려진 mAbR.I.(Waterfield et al. (1982) J. Cell Biochem. 20(2), 149-161)를, 웨스턴 블롯 분석

에서 미반응성인 것으로 알려진 mAb528 대신 사용했다. mAbR.I.는 야생형 및 △EGFR과 반응성을 나타냈다. 새로

생성된  3가지  클론  모두  △EGFR과  반응성을  나타냈고,  이보다 강하지 않은 wtEGFR과의  반응성도 나타냈다.

DH8.3은 U87MG△EGFR 및 NR6△EGFR의 용해물에서 유일하게 양성이었다.
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클론 124, 806, 1133 뿐 아니라 mAb528 및 mAbDH8.3의 이종이식 종양 U87MG, U87MG△EGFR, 및 A431에 대한 면역[0372]

조직화학 분석은 표 1에 제시했다. 모든 mAb는 이종이식편 U87MG△EGFR을 강하게 염색했다. mAb528만이 무손상

U87MG 이종이식편에서 약한 반응성을 나타냈다. A431 이종이식편에서 mAb528은 강한 균일한 반응성을 보였다.

mAb124, mAb806 및 mAb1133은 A431의 편평세포 암종의 기저 위치 세포 대부분과 반응성을 나타냈고, 상위 세포

층 또는 각질화 성분과 반응하지 않았다. DH8.3은 A431 이종이식편에서는 음성이었다.

표 1

[0373]

내인성 마우스 항체의 검출로 인한 간질의 미량 염색[0374]

서열분석[0375]

mAb806, mAb124 및 mAb1133의 가변 중쇄(VH) 및 가변 경쇄(VL)를 서열분석하고 이의 상보성 결정 영역(CDR)을[0376]

다음과 같이 확인했다:

mAb806[0377]

mAb806 VH 쇄: 핵산 서열(서열번호 1) 및 시그널 펩타이드 보유 아미노산 서열(서열번호 2)은 각각 도 14A 및[0378]

14B(시그널 펩타이드는 도 14B의 밑줄친 부분)에 도시했다. 상보성 결정 영역 CDR1, CDR2 및 CDR3(서열번호 15,

16 및 17, 각각)은 도 16에서 밑줄로 표시했다. 시그널 펩타이드 없이 mAb806 VH 쇄 아미노산 서열(서열번호

11)은 도 16에 도시했다.

mAb806 VL 쇄: 핵산 서열(서열번호 3) 및 시그널 펩타이드 보유 아미노산 서열(서열번호 4)은 각각 도 15A 및[0379]

15B(시그널 펩타이드는 도 15B의 밑줄친 부분)에 도시했다. 상보성 결정 영역 CDR1, CDR2 및 CDR3(서열번호 18,

19 및 20, 각각)은 도 17에서 밑줄로 표시했다. 시그널 펩타이드 없이 mAb806 VL 쇄 아미노산 서열(서열번호

12)은 도 17에 도시했다.

mAb124[0380]

mAb124 VH 쇄: 핵산 서열(서열번호 21) 및 아미노산 서열(서열번호 22)은 각각 도 51A 및 51B에 도시했다. 상보[0381]

성 결정 영역 CDR1, CDR2 및 CDR3(서열번호 23, 24 및 25, 각각)은 밑줄로 표시했다.

mAb124 VL 쇄: 핵산 서열(서열번호 26) 및 아미노산 서열(서열번호 27)은 각각 도 51C 및 51D에 도시했다. 상보[0382]

성 결정 영역 CDR1, CDR2 및 CDR3(서열번호 28, 29 및 30, 각각)은 밑줄로 표시했다.

mAb1133[0383]

mAb1133 VH 쇄: 핵산 서열(서열번호 31) 및 아미노산 서열(서열번호 32)은 각각 도 52A 및 52B에 도시했다. 상[0384]

보성 결정 영역 CDR1, CDR2 및 CDR3(서열번호 33, 34 및 35, 각각)은 밑줄로 표시했다.

mAb1133 VL 쇄: 핵산 서열(서열번호 36) 및 아미노산 서열(서열번호 37)은 각각 도 52C 및 52D에 도시했다. 상[0385]

보성 결정 영역 CDR1, CDR2 및 CDR3(서열번호 38, 39 및 40, 각각)은 밑줄로 표시했다.

실시예 2[0386]

FACS에 의한 세포주에 대한 항체 결합[0387]

mAb806은 먼저 본 명세서에 제시되고 이하 실시예에 기술된 바와 같이 추가 특성화하기 위해 선택했다. mAb124[0388]
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및 mAb1133도 이하 실시예 26에 논의된 바와 같이 추가 특성화하기 위해 선택했고, 본원에 논의된 mAb806의 독

특한 성질에 대응하는 성질이 있는 것으로 발견되었다.

mAb806의  특이성을  측정하기  위해,  U87MG,  U87MG.△2-7  및  U87MG.wtEGFR  세포를  유동  활성화  세포  분류법[0389]

(FACS)으로 분석했다. 간략히 설명하면, 세포를 관련 항체(10 μg/ml), 및 그 다음 플루오레세인-접합 염소 항-

마우스 IgG(1:100  희석률; Calbiochem  San  Diego,  CA,  USA;  Becton-Dickinson  PharMingen,  San  Diego,  CA,

US)로 종래 기술된 바와 같이(Nishikawa et al., 1994) 표지화했다.  FACS 데이터는 Coulter Epics Elite ESP

에서 최소 5,000회 관찰하고 윈도우용 EXPO(version 2)를 이용하여 분석했다. mAb806의 이소타입 대조군으로서

무관련 IgG2b를 포함시켰고, 528 항체는 de2-7과 wtEGFR을 모두 인식하기 때문에 포함시켰다.

528 항체만은 wtEGFR을 발현함을 증명하는 종래 보고(Nishikawa et al, 1994)와 일관되게 모체 U87MG 세포주[0390]

(도 1)를 염색할 수 있었다. mAb806 및 DH8.3은 대조군 항체와 유사한 결합 수준을 나타냈고, 이것은 이들이 야

생형 수용체에 결합할 수 없다는 것을 분명하게 보여주는 것이다(도 1). U87MG.△2-7 및 U87MG.wtEGFR 세포에

대한 이소타입 대조군 항체의 결합은 U87MG 세포에서 관찰된 것과 유사했다.

mAb806은 U87MG.△2-7 및 U87MG.wtEGFR 세포를 염색했고, 이는 mAb806이 de2-7 EGFR 및 증폭된 EGFR을 특이적[0391]

으로 인식한다는 것을 시사한다(도 1). DH8.3 항체는 U87MG.△2-7 세포를 염색했고, 이것은 DH8.3 항체가 de2-7

EGFR을  특이적으로  인식한다는  것을  확인시켜  준다(도  1).  예상과  같이,  528  항체는  U87MG.△2-7  및

U87MG.wtEGFR 세포주를 모두 염색했다(도 1). 예상과 같이, 528 항체는 모세포보다 높은 강도로 U87MG.△2-7을

염색했는데, 이것은 528 항체가 상기 세포들에서 공동발현되는 야생형 수용체 및 de2-7 수용체 모두에 결합하기

때문이다(도 1). 이와 유사한 결과는, 사람 적혈구 세포(그룹 O)로 코팅된 단백질 A가 표적 세포에 출현하여 표

면 결합된 IgG를 검출하는 단백질 A 혼합된 혈구흡착법에 의해 수득되었다. 모노클로널 항체 806은 U87MG.△2-7

세포와 반응성이었지만, 야생형 EGFR을 발현하는 U87MG와는 유의적인 반응성(미희석된 상청액 10% 이하)을 나타

내지 않았다. 중요한 것은, mAb806이 BaF/3.△2-7 세포주에도 결합했다는 것으로, 이는 wtEGFR의 공동발현이

mAb806 반응성에 필요 사항이 아니라는 것을 입증한다(도 1).

실시예 3[0392]

항체 결합 분석[0393]

mAb806 및 DH8.3 항체의 특이성을 더욱 특성 규명하기 위해, 이들의 결합을 ELISA로 조사했다. 2종류의 ELISA를[0394]

사용하여 항체 특이성을 측정했다. 1차 분석에서는 플레이트를 sEGFR(10 μg/ml, 0.1 M 탄산염 완충액 pH 9.2

중에)로 2시간 동안 코팅한 뒤, PBS 중의 2% 사람 혈청 알부민(HSA)로 차단시켰다. sEGFR은 재조합 세포외 도메

인(야생형  EGFR의  아미노산  1-621)이고,  종래  기술된  바와  같이  생산했다(Domagala  et  al.  (2000)

Stoichiometry, kinetic and binding analysis of the interaction between Epidermal Growth Factor (EGF)

and the Extracellular Domain of the EGF receptor. Growth Factors. 18, 11-29). 항체는 2% HSA 함유 인산

염 완충 식염수(PBS)에서 농도를 증가시키면서 3반복으로 웰에 첨가했다. 결합된 항체는 기질로서 ABTS(Sigma,

Sydney,  Australia)를  이용하여  양고추냉이  퍼옥시다제  접합된  양  항-마우스  IgG(Silenus,  Melbourne,

Australia)로 검출했고, 흡광도는 405nm에서 측정했다.

mAb806과 528 항체는 둘다 고정된 야생형 sEGFR에 대해 용량-의존적인 포화 결합 곡선을 나타냈다(도 2A). de2-[0395]

7 EGFR에서 발견된 독특한 연접 펩타이드가 sEGFR 내에 함유되어 있지 않아, mAb806은 야생형 EGFR 서열 내에

위치한 에피토프에 결합되어야 한다. 528 항체의 결합은 mAb806에서 관찰되는 결합보다 낮았는데, 그 이유는 아

마도 입체형태적 결정인자를 인식하기 때문인 것으로 생각된다. 예상한 것처럼, DH8.3 항체는 최고 10㎍/ml의

농도에서도 야생형 sEGFR에 결합하지 않았다(도 2A). 용액 중의 sEGFR은 고정된 sEGFR에 대한 528 항체의 결합

을 용량 의존적 방식으로 억제했지만, mAb806의 결합은 억제할 수 없었다(도 2B). 이것은 mAb806이 입체형태적

변화를 유도할 수 있는 과정인 ELISA 플레이트에 일단 고정되면 야생형 EGFR에만 결합할 수 있다는 것을 시사한

다. 유사한 결과는 BIAcore에 의해 관찰되었는데, 여기서 mAb806은 고정된 sEGFR에 결합했지만, 고정된 mAb806

은 용액 중의 sEGFR에 결합할 수 없었다(도 2C).

95℃에서 10분 동안 가열하여 변성한 후, 용액 중의 sEGFR은 고정된 sEGFR에 대한 mAb806의 결합을 억제할 수[0396]

있었고(도 2C), 이는 mAb806이 특정 조건 하에서 야생형 EGFR에 결합할 수 있다는 것을 확인시켜준다. 흥미롭게

도, 변성 sEGFR은 528 항체의 결합을 억제할 수 없었고(도 2C), 이는 이 항체가 입체형태적 에피토프를 인식한

다는 것을 입증해준다. DH8.3 항체는 독특한 de2-7 EGFR 펩타이드에 대해 용량 의존적이며 포화 결합성을 나타

냈다(도 2D). mAb806 및 528 항체는 DH8.3의 포화 결합을 수득하는데 사용된 농도보다 높은 농도에서도 상기 펩
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타이드에 결합하지 않았는데, 이는 또한 mAb806이 상기 펩타이드 내의 에피토프 결정인자를 인식하지 못한다는

것을 시사한다.

2차 분석에서, 비오티닐화된 de2-7 특이적 펩타이드(비오틴 LEEKKGNYVVTDH (서열번호 5))는 스트렙타비딘으로[0397]

사전코팅된 ELISA 플레이트(Pierce, Rockford, Illinois)에 결합했다. 항체는 결합했고 1차 분석에서처럼 검출

했다. mAb806 및 528 항체는 모두 DH8.3의 포화 결합을 수득하는데 사용된 농도보다 높은 농도에서도 상기 펩타

이드에 결합하지 않았는데, 이는 또한 mAb806이 상기 펩타이드 내의 에피토프 결정인자를 인식하지 못한다는 것

을 시사한다.

mAb806이 연접 펩타이드와 상이한 에피토프를 인식한다는 것을 다시 입증하기 위해,  추가 실험을 수행했다.[0398]

de2-7  펩타이드에  대해  생성된  mAb806  및  mAbL8A4를  이용한  연구에  C-말단  비오티닐화된  de2-7  펩타이드

(LEEKKGNYVVTDH-비오틴(서열번호 6))를 이용했다(Reist et al. (1995) Cancer Res. 55(19), 4375-4382; Foulon

et al. (2000) Cancer Res. 60(16), 4453-4460).

펩타이드 연구에 사용된 시약[0399]

연접 펩타이드: LEEKKGNYVVTDH-OH (Biosource, Camarillo, CA);[0400]

펩타이드 C: LEEKKGNYVVTDH(K-Biot)-OH (Biosource, Camarillo, CA);[0401]

sEGFR: 야생형 EGFR의 CHO-세포 유래의 재조합 가용성 세포외 도메인(아미노산 1-621)(LICR Melbourne);[0402]

mAb806: 마우스 모노클로널 항체, IgG2b (LICR NYB);[0403]

mAbL8A4: 마우스 모노클로널 항체, IgG1 (Duke University);[0404]

IgG1 이소타입 대조군 mAb;[0405]

IgG2b 이소타입 대조군 mAb.[0406]

펩타이드 C는 스트렙타비딘 마이크로센서 칩에 350RU(+/- 30RU)의 표면 밀도로 고정시켰다. 이 펩타이드의 반응[0407]

성에 대해 mAb의 연속 희석물을 시험했다. 비-비오티닐화된 펩타이드를 이용한 차단 실험은 특이성 평가를 위해

수행했다.

mAbL8A4는  낮은  항체  농도(6.25  nM)에서도  펩타이드  C와  강한  반응성을  나타냈다(도  2E).  mAb806은  최고[0408]

100nM(검사된 최고 농도)의 항체 농도까지 펩타이드 C와 검출가능한 특이적 반응성을 나타내지 않았다(도 2E 및

2F). mAbL8A4는 펩타이드 C와 반응할 것으로 예상했는데, 그 이유는 이 펩타이드가 mAbL8A4 생성 시에 면역원으

로 사용되었기 때문이다. 연접 펩타이드(비-비오티닐화됨, 50㎍/ml)의 첨가는 펩타이드 C와 mAbL8A4의 반응성을

완전히 차단했고, 이는 연접 펩타이드 에피토프에 대한 상기 항체의 특이성을 확인시켜준다.

두 번째 세트의 BIAcore 실험에서, sEGFR은 CM 마이크로센서 칩에 약 4000RU의 표면 밀도로 고정시켰다. mAb의[0409]

연속 희석물을 sEGFR과의 반응성에 대해 시험했다.

mAb806은 변성된 sEGFR과 강한 반응성인 반면, mAbL8A4는 변성된 sEGFR과 반응하지 않았다. 변성된 sEGFR과[0410]

mAb806의 반응성은 항체 농도가 감소할수록 감소한다. 이것은 mAbL8A4가 면역원으로서 연접 펩타이드를 사용하

여 생성되었고, sEGFR이 연접 펩타이드를 함유하지 않기 때문에 mAbL8A4가 sEGFR과 반응하지 않는 것으로 생각

되었다.

도트-블롯 면역염색 실험도 수행했다. 펩타이드의 연속 희석물을 PVDF 또는 니트로셀룰로스 막 위에 0.5㎕씩 점[0411]

적했다. 막을 PBS  중의 2%  BSA로 차단시키고, 그 다음 806,  L8A4,  DH8.3  및 대조군 항체로 탐침했다. 항체

L8A4 및 DH8.3은 막 위의 펩타이드에 결합했다(데이터는 제시하지 않음). mAb806은 L8A4가 분명한 결합을 나타

내는 농도에서도 펩타이드에 결합하지 않았다(데이터 미제시). 또한, 대조군 항체는 펩타이드 결합이 음성이었

다.

mAb806은 면역블로팅 이후 세포 용해물에서 wtEGFR에 결합했다(결과 미제시). 이것은 de2-7  EGFR과 반응하되[0412]

wtEGFR과 반응하지 않은 DH8.3 항체에서 수득된 결과와는 다른 것이었다. 따라서, mAb806은 변성 후 wtEGFR을

인식할 수 있지만, 수용체가 천연 상태로 세포 표면에 존재할 때에는 인식하지 못한다.

실시예 4[0413]
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스캐차드 분석[0414]

U87MG.△2-7 세포를 이용한 스캐차드 분석은 각 항체의 상대적 친화성을 측정하기 위해 면역반응성에 대해 보정[0415]

한 후 수행했다. 항체는 클로라민 T  방법으로 
125
I(Amrad,  Melbourne,  Australia)로 표지화하고 린드모 분석

(Lindmo  et  al.  (1984)  Determination  of  the  immunoreactive  fraction  of  radiolabeled  monoclonal

antibodies by linear extrapolation to binding at infinite antigen excess. J. Immunol. Methods. 72, 77-

89)으로 면역반응성을 측정했다.

모든 결합 분석은 1% HSA/PBS에서 1-2 x 10
6
 생 U87MG.△2-7 또는 A431 세포에 대해 4℃에서 90분 동안 저속 진[0416]

탕 하에 수행했다. 10ng/ml 
l25
I-표지된 항체의 일정 농도를 적당한 미표지 항체의 농도를 증가시키면서 사용했

다. 비특이적 결합은 미표지 항체의 10,000배 과량의 존재 시에 측정되었다. 
125
I-방사능표지된 mAb806 및 DH8.3

항체는 모두 모체 U87MG 세포에 결합하지 않았다. 항온처리가 끝난 후, 세포는 세척하고 결합된 
125
I-표지된 항

체를 COBRA II 감마 계수기(Packard Instrument Company, Meriden, CT, USA)로 계수했다.

mAb806 및 DH8.3 항체는 모두 요오드화 시 높은 면역반응성을 유지했고, 일반적으로 mAb806은 90% 이상, DH8.3[0417]

항체는 45 내지 50% 유지했다. mAb806은 de2-7 EGFR 수용체에 대한 친화성이 1.1x10
9
 M

-1
인 반면, DH8.3의 친화

성은 1.0x10
8 
M
-1
로 약 10배 낮았다. 요오드화된 항체는 U87MG 모세포에는 결합하지 않았다. mAb806은 세포당 평

균 2.4x10
5
 결합 부위를 인식했고, DH8.3 항체는 평균 5.2x10

5
 부위에 결합했다. 따라서, 항체 간에 수용체 수

에도 잘 일치할 뿐만 아니라, 동일 세포주에 대해 다른 de2-7  EGFR  특이적 항체로 측정된 바와 같이 세포당

2.5x10
5
 de2-7  수용체를 나타낸 종래 보고와도 잘 일치했다(Reist  et al. (1997) Improved targeting of an

anti-epidermal  growth  factor  receptor  variant  III  monoclonal  antibody  in  tumor  xenografts  after

labeling using N-succinimidyl 5-iodo-3-pyridinecarboxylate. Cancer Res. 57, 1510-5).

실시예 5[0418]

U87MG.△2-7 세포에 의한 항체의 내재화[0419]

표적 세포에 결합한 후 항체 내재화율은 종양 표적 성질 및 치료 선택사항에 영향을 미친다. 결과적으로, 본 발[0420]

명자들은 U87MG.△2-7 세포에 결합한 후 mAb806 및 DH8.3 항체의 내재화를 FACS로 조사했다. U87MG.△2-7 세포

는 DMEM에서 1시간 동안 mAb806 또는 DH8.3 항체(10㎍/ml)와 4℃에서 항온처리했다. 세척 후, 세포는 37℃로 예

비가온된 DMEM으로 옮기고 37℃에서 항온처리 후 다양한 시점에서 분취량을 취했다. 내재화는 빙냉 세척 완충액

(1% HSA/PBS)으로 분취량을 즉시 세척하여 정지시켰다. 시간 과정이 끝나면 세포는 전술한 바와 같이 FACS로 염

색했다. 내재화 퍼센트는 다음 식을 사용하여 다양한 시점에서의 표면 항체 염색과 시간 0에서의 염색을 비교하

여 계산했다: 내재화된 항체 % = (시간x에서의 평균 형광 - 배경 형광)/(시간0에서의 평균 형광 - 배경 형광) x

100. 이 방법은 종래 기술된 바와 같이 내재화를 측정하는 요오드화된 항체(mAb806)를 이용한 한 분석에서 확인

되었다(Huang  et  al.  (1997)  The  enhanced  tumorigenic  activity  of  a  mutant  epidermal  growth  factor

receptor  common  in  human  cancers  is  mediated  by  threshold  levels  of  constitutive  tyrosine

phosphorylation and unattenuated signaling. J. Biol. Chem. 272, 2927-35). 여러 시점에서 내재화율의 차이

는 스튜던트 t-검정으로 비교했다. 이 연구를 통해, 데이터는 유의성에 대해 스튜던트 t-검정으로 분석하고, 단

생체내 생존율 분석은 윌콕슨 분석으로 분석했다.

두 항체는 비교적 빠른 내재화를 보여, mAb806은 10분째, DH8.3은 30분째 안정 상태 수준에 도달했다(도 3).[0421]

DH8.3의 내재화는 내재화율(10분째 내재화된 DH8.3은 80.5%인데 비해 mAb806은 36.8%임, p<0.01) 및 60분째 내

재화된 총량(93.5% 대 30.4%, p<0.001)면에서 모두 훨씬 높았다. mAb806은 수행된 4가지 분석 모두에서 20분에

비해 30분과 60분에 내재화 수준이 약간 낮게 나타났다(도 3). 이러한 결과는 또한 요오드화된 mAb806을 기반으

로 한 내재화 분석을 사용하여 확인되었다(데이터는 제시되지 않음).

실시예 6[0422]

항체 내재화의 전자현미경 분석[0423]

앞서 언급한 항체 간에 내재화율의 차이가 있다면, 항체 내재화 트래피킹(trafficking)의 상세한 분석을 전자현[0424]

미경을 이용하여 수행했다.
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U87MG.△2-7 세포는 젤라틴 코팅된 챔버 슬라이드(Nunc, Naperville, IL)에서 80% 융합성(confluence)까지 증[0425]

식시킨 후, 빙냉 DMEM으로 세척했다. 그 다음, 세포를 DMEM에서 mAb806 또는 DH8.3 항체와 4℃에서 45분 동안

항온처리했다. 세척 후, 세포를 금-접합된(20nm 입자) 항-마우스 IgG(BBlnternational, Cardiff, UK)와 4℃에

서 추가 30분 동안 항온처리했다. 추가 세척 후, 예비가온된 DMEM/10% PCS를 세포에 첨가하고, 1분부터 60분까

지 다양한 시간 동안 37℃에서 항온배양했다. 항체 내재화는 빙냉 배지로 정지시키고, 세포를 PBS/0.1% HSA 중

의 2.5% 글루타르알데하이드로 고정시킨 후, 2.5% 사산화오스뮴에서 후-고정시켰다. 일련의 등급별 아세톤을 통

한 탈수 후, 샘플은 Epon/Araldite 수지에 포매하고, Reichert Ultracut-S 마이크로톰(Leica)으로 초박편으로

절단하고, 니켈 그리드 위에 수집했다. 박편은 우라닐 아세테이트 및 시트르산납으로 염색한 후, 80kV Philips

CM12 투과전자현미경에서 관찰했다. 피막소(coated pit)에 함유된 금 입자의 통계 분석은 카이제곱 검사로 수행

했다.

DH8.3 항체는 주로 피막소를 통해 내재화되었지만, mAb806은 거대음세포작용에 의해 내재화되는 것으로 나타났[0426]

다(도 19). 사실, mAb806과 항온처리된 세포에서 형성된 32개 피막소의 상세한 분석 결과, 이들 모두 항체를 함

유하고 있지 않은 것으로 나타났다. 이에 반해, DH8.3과 항온처리된 세포의 모든 피막소 중 약 20%는 항체 양성

이고, 다수가 많은 금 입자를 함유하고 있었다. 피막소에 함유된 금 입자의 총 수를 통계 분석하면, 그 차이가

매우 유의적인 것으로 발견되었다(p<0.01). 20 내지 30분 후, 두 항체는 형태학상 리소좀을 닮은 구조를 볼 수

있었다(도 19C). 이 구조들 내의 세포 파편의 존재 역시, 이들의 리소좀 성질과 일치했다.

실시예 7[0427]

종양 보유 누드 마우스에서 항체의 생체분포[0428]

mAb806 및 DH8.3 항체의 생체분포는 한쪽은 U87MG 이종이식편을 함유하는 누드 마우스, 다른 쪽은 U87MG.△2-7[0429]

이종이식편을 함유하는 누드 마우스에서 비교했다. 본 연구에는 DH8.3 항체가 4 내지 24시간 사이에 종양 표적

화의 최고 수준을 나타냄을 입증한 종래 보고처럼 비교적 짧은 시간 기간을 선택했다(Hills  et  al.  (1995)

Specific  targeting  of  a  mutant,  activated  EGF  receptor  found  in  glioblastoma  using  a  monoclonal

antibody. Int. J. Cancer. 63, 537-43).

종양 이종이식편은 3x10
6
 U87MG, U87MG.△2-7 또는 A431 세포를 s.c. 주사하여 누드 BALB/c 마우스에 정착시켰[0430]

다. U87MG.△2-7 이종이식편에서 de2-7 EGFR 발현은 다양한 시점에서 면역조직화학으로 측정했을 때 생체분포

기간 동안 안정하게 유지되었다(데이터 미제시). A431 세포는 면역조직화학으로 측정했을 때 종양 이종이식편으

로 성장한 경우 mAb806 반응성을 유지했다. U87MG 또는 A431 세포는 다른 쪽에 U87MG.△2-7 세포를 주사하기 7

내지 10일 전에 한쪽에 주사했는데, 그 이유는 de2-7 발현 이종이식편에서 빠른 성장속도가 관찰되었기 때문이

다. 항체는 방사능표지하고, 전술한 바와 같이 면역반응성에 대해 평가한 뒤, 종양의 무게가 100 내지 200mg가

되었을 때 마우스의 안구뒤 경로로 주사했다. 각 마우스는 2종의 다른 항체(항체당 2 ㎍): 2 μCi의 
125
I-표지된

mAb806 및 2 μCi의 
131
I 표지된 DH8.3 또는 528을 투여받았다. 표시가 없다면, 5마리 마우스 그룹은 주사후 다

양한 시점에서 희생시키고, 심장 천자를 통해 혈액을 수집했다. 종양, 간, 비장, 신장 및 폐는 해부하여 수득했

다. 모든 조직은 칭량하고 이중채널 계수 윈도우를 사용해 
125
I 및 

131
I 활성을 분석했다. 데이터는 각 항체마다

주사된 용량 기준물과 비교하여 측정한 ID%/g 종양으로 표현하거나, 또는 종양 대 혈액/간 비율(즉, ID%/g 종양

을 ID%/g 혈액 또는 간으로 나눈 값)로 나타냈다. 그룹간의 차이는 스튜던트 t-검정으로 분석했다. 방사능표지

된 mAb806을 주사한 후, 일부 종양은 포르말린에 고정시키고, 파라핀에 포매한 뒤, 5㎛ 절편으로 절단하고, X선

필름(AGFA, Mortsel, Belgium)에 노출시켜 방사능사진촬영으로 항체 국재화를 측정했다.

ID%/g 종양에 의하면, mAb806은 U87MG.△2-7 이종이식편에서 8시간째 18.6%m/g 종양의 최고 수준에 도달했고(도[0431]

4A), 이것은 혈액을 제외한 어떤 다른 조직보다 상당히 높은 것이었다. 또한, DH8.3도 8시간째 최고 종양 수준

을 보였지만, 이 수준은 mAb806에 비해서는 통계학상(p<0.001) 낮은 8.8% m/g 종양이었다(도 4B). 두 항체의 수

준은 24시간 및 48시간째 서서히 감소했다. 
125
I-표지된 mAb806을 단독 주사한 후 8시간째 수집한 U87MG.△2-7

이종이식편 조직 절편의 방사능사진촬영은 생존 종양에 항체의 국재화를 분명하게 보여준다(도 20). 두 항체 모

두  U87MG  모체  이종이식편의  특이적  표적화는  나타내지  않았다(도  4A  및  4B).  종양  대  혈액/간  비율과

관련하여, mAb806은 혈액(1.3의 비) 및 간(6.1의 비)에서 24시간째 최고의 비율을 보여주었다(도 5A 및 5B).

DH8.3 항체는 8시간째 혈액(0.38의 비)과 24시간째 간에서(1.5의 비) 최고의 비율을 나타냈고(도 5A 및 5B), 이

두 비율은 모두 mAb806에서 수득되는 값보다는 상당히 낮은 값이다.
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전술한 바와 같이, 종양에서 mAb806의 수준은 8시간째 최고 수준이었다. 이 최고 수준은 많은 종양-표적화 항체[0432]

에 비해 비교적 빠르지만, 유사 용량의 항체 사용 시에 주사 후 4 내지 24시간째 최고 수준을 나타내는 de2-7

EGFR 특이적 항체를 사용한 다른 연구들과 완전히 일치한다(Hills et al., 1995; Reist et al., 1997; Reist

et  al.  (1996)  Radioiodination  of  internalizing  monoclonal  antibodies  using  N-succinimidyl  5-iodo-3-

pyridinecarboxylate. Cancer Res. 56, 4970-7).  실제, 이전 보고서들과 달리, 8시간 시점은 항체 표적화가

빠르게 최고 수준에 이를 것이라는 가정에 포함되었다. mAb806에서 관찰되는 ID%/g 종양은 표준 요오드화 기술

을 사용할 때 다른 de2-7 EGFR 특이적 항체에서 보고되는 값과 유사했다(Hills et al., 1995; Huang et al.,

1997; Reist et al. (1995) Tumor-specific anti-epidermal growth factor receptor variant III monoclonal

antibodies:  use  of  the  tyramine-cellobiose  radioiodination  method  enhances  cellular  retention  and

uptake in tumor xenografts. Cancer Res. 55, 4375-82).

이러한 조기 최고값의 이유는 아마도 2가지이다. 그 하나는, 형질감염된 U87MG 세포를 비롯한 de2-7 EGFR을 발[0433]

현하는 종양은 종양 이종이식편으로서 매우 빠르게 성장한다. 따라서, 본 생체분포 연구에 사용된 비교적 짧은

기간 동안에도 종양 크기는 성장이 느린 종양에 비해 ID%/g 종양이 감소될 정도(4일 동안 질량이 5 내지 10배

증가)로 증가한다. 다른 하나는, mAb806의 내재화는 DH8.3에 비해 비교적 느렸지만, 많은 다른 종양 항체/항원

계에 비해 여전히 빠르다. 내재화된 항체는 빠른 단백분해작용을 겪고, 분해 산물은 세포로부터 배출된다(Press

et al. (1990) Inhibition of catabolism of radiolabeled antibodies by tumor cells using lysosomotropic

amines and carboxylic ionophores. Cancer Res. 50, 1243-50). 이러한 내재화, 분해 및 배출 과정은 세포 내

에 보유되는 요오드화된 항체의 양을 감소시킨다. 결과적으로, 내재화된 항체는 비-내재화 대응물보다 낮은 수

준의 표적화를 나타낸다. 여기에 보고된 전자현미경 데이터는 내재화된 mAb806이 아마도 빠른 분해가 일어나는

리소좀으로 빠르게 수송된다는 것을 입증한다. 이러한 관찰은 세포로부터의 요오드의 빠른 방출과 일치한다.

de2-7 EGFR에서 발견된 독특한 연접 펩타이드에 지향성인 전술한 L8A4 모노클로널 항체는 mAb806과 유사한 방식[0434]

으로 작용한다(Reist et al. (1997) In vitro and in vivo behavior of radiolabeled chimeric anti-EGFRvIII

monoclonal antibody: comparison with its murine parent. Nucl. Med. Biol. 24, 639-47). de2-7 EGFR로 형

질감염된 U87MG 세포 사용 시, 이 항체는 유사한 내재화율(mAb806이 1시간째 30%인데 비해 1시간째 35%)을 나타

냈고, de2-7 EGFR로 형질감염된 3T3 섬유아세포를 사용할 때 비슷한 생체내 표적화를 보였다(mAb806은 8시간째

18% ID/g 종양인데 비해 24시간째 24% ID/g 종양의 최고값)(Reist et al. (1997) Improved targeting of an

anti-epidermal  growth  factor  receptor  variant  III  monoclonal  antibody  in  tumor  xenografts  after

labeling using N-succinimidyl 5-iodo-3-pyridinecarboxylate. Cancer Res. 57, 1510-5).

흥미롭게도, 종양 이종이식편에 상기 항체의 생체내 보유는 N-석신이미딜 5-요오도-3-피리딘 카르복실레이트로[0435]

표지될 때 상승했다(Reist et al., 1997). 이와 같이 표지된 보결분자단은 리소좀 pH에서 양하전이어서, 상승된

세포 유지를 나타냈다(Reist et al. (1996) Radioiodination of internalizing monoclonal antibodies using

N-succinimidyl 5-iodo-3-pyridinecarboxylate. Cancer Res. 56, 4970-7). 상승된 유지는 방사능면역요법용 항

체를 고려할 때 매우 유용하며, 이 방법은 요오드화된 mAb806 또는 이의 단편의 유지를 향상시키는데 사용할 수

있을 것이다.

실시예 8[0436]

증폭된 EGFR을 함유하는 세포에 대한 mAb806의 결합[0437]

mAb806이 증폭된 수용체 유전자를 함유하는 세포에서 발현된 EGFR을 인식하는지를 조사하기 위해, A431 세포에[0438]

대한 결합성을 분석했다. 전술한 바와 같이, A431 세포는 사람 편평세포 암종 세포로서, 다량의 wtEGFR을 발현

한다. A431  세포에 대한 mAb806의 결합성은 FACS  분석에 의해 낮지만, 매우 재현성 있게 관찰되었다(도 6).

DH8.3 세포는 A431 세포에 결합하지 않았는데, 이는 mAb806의 결합성이 소량의 de2-7 EGFR 발현의 결과가 아니

라는 것을 시사한다(도 6). 예상과 같이, 항-EGFR 528 항체는 A431 세포의 강한 염색성을 보였다(도 6). 이 결

과를 바탕으로, mAb806의 A431 세포에 대한 결합성을 스캐차드 분석으로 특성화했다. 요오드화된 mAb806의 결합

성은 비교적 낮았지만, 스캐차드의 일정한 데이터를 얻는 것은 가능했다. 이러한 3가지 실험의 평균은 9.5 x

10
7
 M

-1
의 친화성 값을 제공했고, 이는 세포당 2.4x10

5
 수용체를 나타낸다. 따라서, 이 수용체에 대한 친화성은

de2-7 EGFR의 친화성보다 약 10배 낮았다. 더욱이, mAb806은 A431 세포의 표면에서 발견되는 EGFR 중 일부만을

인식하는 것으로 보인다. 528 항체는 약 2x10
6
 수용체를 측정했고, 이는 수많은 다른 연구들과 일치하는 것이다

(Santon et al. (1986) Effects of epidermal growth factor receptor concentration on tumorigenicity of

공개특허 10-2018-0125044

- 59 -



A431 cells in nude mice. Cancer Res. 46, 4701-5).

이러한 결과가 A431 세포주에만 단순히 제한되는 것이 아님을 보증하기 위해, EGFR 유전자의 증폭을 나타내는 2[0439]

가지  다른  세포주에서  mAb806  반응성을  조사했다.  HN5  두경부  세포주(Kwok  TT  and  Sutherland  RM  (1991)

Differences  in  EGF  related  radiosensitisation  of  human  squamous  carcinoma  cells  with  high  and  low

numbers of EGF receptors. Br. J. Cancer. 64, 251-4) 및 MDA-468 유방암 세포주(Filmus et al. (1985) MDA-

468, a human breast cancer cell line with a high number of epidermal growth factor (EGF) receptors,

has an amplified EGF receptor gene and is growth inhibited by EGF. Biochem. Biophys. Res. Commun. 128,

898-905)는 EGFR 유전자의 복수 카피를 함유하는 것으로 보고되어 있다. 이러한 보고와 일치하게, 528 항체는

이 두 세포주에서 강한 염색을 나타냈다(도 21). A431 세포주와 마찬가지로, mAb806는 두 세포주를 분명하게 염

색했지만, 528 항체에서 관찰되는 정도보다는 낮았다(도 21). 따라서, mAb806 결합성은 A431 세포에 단순히 제

한되는 것이 아니라, EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 세포에서 일반적으로 관찰되는 것으로 보인다.

mAb806에 의한 야생형 sEGFR의 인식은 에피토프의 노출을 위해 약간의 수용체 변성을 분명히 필요로 한다. 필요[0440]

한 변성 정도는, 플라스틱 표면에 야생형 sEGFR의 흡착이 ELSIA 분석에서 mAb806의 강건한 결합을 유도했을지라

도, 약간뿐이었다. mAb806은 A431 세포의 표면에서 EGFR의 약 10%에만 결합했으므로, 이 서브세트의 수용체는

de2-7 EGFR 절두로 유도되는 변경과 유사한 입체형태의 변경을 보유할 것으로 생각하기 쉽다. 실제, A431 세포

에서 유전자 증폭에 의해 매개되는 EGFR의 매우 높은 발현은 일부 수용체의 부정확한 프로세싱을 유발하여 입체

형태의 변경을 초래하기도 한다. 흥미로운 것은, mAb806을 이용한 A431 세포 용해물의 반정량적 면역블로팅이

SDS-PAGE와 웨스턴 전이 후 대부분의 A431 EGF 수용체를 인식할 수 있는 것으로 나타났다는 점이다. 이 결과는

mAb806이 입체형태가 변경된 A431 세포 표면의 수용체 서브세트에 결합한다는 주장을 더욱 지지한다. A431 세포

에서의 이러한 관찰들은 면역조직화학 데이터와 일치하여, mAb806이 EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 신경아교종

에 결합한다는 것을 입증한다. mAb806 결합성은 모체 U87MG 세포에서는 절대 음성이므로, U87MG 세포 표면 상에

"변성된" 수용체 수준이 검출 수준 이하일지라도, 이 현상은 증폭된 EGFR을 함유하는 세포에 제한적이라 볼 수

있다. 하지만, 요오드화된 mAb806은 1x10
7
 세포 이하를 함유하는 U87MG 세포 펠릿에 결합하지 않았기 때문에 가

능성이 없어 보일 수도 있다.

실시예 9[0441]

mAb806에 의한 A431 세포의 생체내 표적화[0442]

두번째 생체분포 연구는 A431 종양 이종이식편을 표적화할 수 있는지를 측정하기 위해 mAb806으로 수행했다. 이[0443]

연구는 양성 대조군으로서 모든 마우스에 포함된, U87MG.△2-7 이종이식편의 mAb806에 의한 표적화에 관하여 더

많은 정보를 얻기 위해 오랜 시간 동안 수행했다. 또한, A431 이종이식편의 양성 대조군으로서, 항-EGFR 528 항

체를 포함했는데, 이것은 종래 연구에서 누드 마우스에서 성장한 A431 세포에 대한 상기 항체의 낮지만 유의적

인 표적화가 증명된 바 있기 때문이다(Masui  et  al.  (1984)  Growth  inhibition  of  human  tumor  cells  in

athymic mice by anti-epidermal growth factor receptor monoclonal antibodies. Cancer Res. 44, 1002-7).

처음 48시간 동안, mAb806은 초기 실험에서 관찰된 것과 거의 동일한 표적화 성질을 나타냈다(도 4A 대비 도[0444]

7A). ID %/g 종양 식에서, U87MG.△2-7 이종이식편에 존재하는 mAb806의 수준은 24시간 후 서서히 감소했지만,

정상 조직에서 검출되는 수준보다는 항상 높게 유지되었다. A431 이종이식편에서 흡수는 비교적 낮았지만, 간,

비장, 신장 및 폐와 같은 정상 조직에서 관찰되지 않았던 처음 24시간 동안 ID%/g  종양은 약간 증가했다(도

7A). 528 항체의 흡수는 ID%/g 종양으로 표현하면 두 이종이식편에서 매우 낮았는데(도 7B), 이것은 부분적으로

혈액으로부터 이 항체의 제거율이 더 빠르기 때문이다. 
125
I-표지된 mAb806을 단독 주사한 후 24시간 후 수집한

A431 이종이식편 조직 절편의 방사능사진촬영은 괴사의 중심 영역이 아닌 종양 주변의 생존 종양에 대한 항체의

국재화를 분명하게 예시한다(도 23). 종양 대 혈액 비율로 표현 시, mAb806은 U87MG.△2-7 이종이식편에서 72시

간째, A431 이종이식편에서 100시간째 최고값을 나타냈다(도 8A, B). mAb806의 종양 대 혈액 비율은 A431 종양

대비 1.0을 초과하지 않았지만, 전체 기간 동안 증가하여(도 8B), 조사된 다른 모든 조직보다 높았고(데이터는

미제시), 이는 낮은 표적화 수준을 시사한다.

528 항체의 종양 대 혈액 비율은 A431 이종이식편에서는 높은 수준이 관찰되었지만 mAb806과 유사한 프로필을[0445]

보였다(도 8A, B), mAb806은 72시간째, U87MG.△2-7 이종이식편에서 7.6의 최고 종양 대 간 비율을 나타냈고,

이는 정상 조직에 비해 상기 종양에서의 우선적인 흡수를 분명하게 입증해준다(도 8C). mAb806의 다른 종양 대

기관 비율은 간에서 관찰된 값과 유사했다(데이터는 미제시). A431 이종이식편에서 mAb806의 최고 종양 대 간
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비율은 100시간째 2.0이었고,  이것은 정상 조직에 비해 종양의 흡수율이 약간 우세하다는 것을 시사한다(도

8D).

실시예 10[0446]

치료법 연구[0447]

mAb806의 효과는 2가지 이종이식편 질병 모델에서 평가했다 - 예방적 모델 및 정착된 종양 모델.[0448]

이종이식편 모델[0449]

종래 보고와 일치하게(Nishikawa et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 91(16), 7727-7731), de2-7 EGFR로[0450]

형질감염된 U87MG 세포는 모 세포 및 wtEGFR 형질감염된 U87MG 세포보다 더욱 빠르게 증식했다. 따라서, 동일한

마우스에서 두 세포 종류를 성장시키는 것은 불가능했다.

PBS  100ml  중의  종양  세포(3x10
6
)는  4  내지  6주령  암컷  누드  마우스(Animal  Research  Centre,  Western[0451]

Australia, Australia)의 양 옆구리로 피하 접종했다. mAb806의 치료 효능은 예방적 종양 모델과 정착된 종양

모델 모두에서 조사했다. 예방적 모델에서, 2가지 이종이식편을 각각 보유하는 5마리 마우스는 종양 세포 접종

전일부터 mAb806 또는 비히클(PBS) 1mg 또는 0.1mg을 복강내 치료받았다. 치료는 2주 동안 매주 3회씩 총 6회

용량으로 계속되었다. 정착된 모델에서는 종양이 평균 용적이 65±6.42㎣(U87MG.△2-7), 84±9.07㎣(U87MG), 73

±7.5㎣ (U87MG.wtEGFR) 또는 201±19.09㎣(A431 종양)에 도달했을 때 치료를 개시했다. 종양 용적(㎣)은 (길

이  x  폭
2
)/2의  식으로  측정했다(여기서,  길이는  가장  긴  축이고,  폭은  길이에  대해  직각에서  측정한  값이

다)(Clark et al. (2000) Therapeutic efficacy of anti-Lewis (y) humanized 3S 193 radioimmunotherapy in

a breast cancer model: enhanced activity when combined with Taxol chemotherapy. Clin. Cancer Res. 6,

3621-3628).  데이터는 각 치료 그룹마다 평균 종양 용적 ± S.E.로 나타냈다. 통계적 분석은 각 시점마다 스튜

던트 t-검정을 이용해 수행했다. 이종이식편이 약 1.5㎤ 용적에 이르면 동물은 안락사시키고, 종양은 조직검사

를 위해 절제했다. 이 연구 프로젝트는 Animal  Ethics  Committee  of  the  Austin  and  Repatriation  Medical

Centre의 승인을 받았다.

종양 이종이식편의 조직학적 검사[0452]

이종이식편은 절제하여 이등분했다. 반쪽은 10% 포르말린/PBS에 고정시킨 뒤, 파라핀 포매시켰다. 그 다음, 4[0453]

미크론 절편으로 절단하고, 통상적인 조직 검사를 위해 헤마톡실린 및 에오신(H&E)으로 염색했다. 다른 반쪽은

Tissue Tek® OCT 화합물(Sakura Finetek, Torrance, CA)에 포매시키고, 액체 질소로 동결한 뒤, -80℃에 보관

했다. 박막(5 미크론) 저온유지 절편을 절단하고 빙냉 아세톤에서 10분 동안 고정시킨 뒤, 추가 10분 동안 공기

건조했다. 절편은 단백질 차단 시약(Lipshaw Immunon, Pittsburgh U.S.A.)에서 10분 동안 차단시킨 뒤, 비오티

닐화된 1차 항체(1mg/ml)와 실온(RT)에서 30분 동안 항온처리했다. 모든 항체는 ECL 단백질 비오티닐화 모듈

(Amersham, Baulkham Hills, Australia)을 사용해 제조업체의 지시에 따라 비오티닐화했다. PBS로 세정한 후,

절편은  스트렙트아비딘  양고추냉이  퍼옥시다제  복합체와  추가  30분  동안  항온처리했다(Silenus,  Melbourne,

Australia). 마지막에 PBS 세정한 후, 절편을 과산화수소 존재 하에 3-아미노-9-에틸카르보졸(AEC) 기질(0.1M

아세트산, 0.1M 아세트산나트륨, 0.02M AEC(Sigma Chemical Co., St Louis, MO))에 30분 동안 노출시켰다. 절

편은 물로 세정하고 헤마톡실린으로 5분 동안 대비염색하고 현미경조사했다.

예방적 모델에서 mAb806의 효과[0454]

mAb806은 예방적 이종이식편 모델에서 U87MG 및 U87MG.△2-7 종양에 대한 효능에 대해서 조사했다. 항체 또는[0455]

비히클은 종양 접종 전일에 i.p.  투여하고,  2주 동안 매주 3회씩 투여했다.  mAb806은 주사당 1mg  용량에서

wtEGFR을 발현하는 모체 U87MG 이종이식편의 성장에 어떠한 효과도 미치지 않았다(도 9A). 이에 반해, mAb806은

U87MG.△2-7 이종이식편의 성장을 용량 의존적 방식으로 유의적으로 억제했다(도 9B). 20일째, 대조군 동물을

희생시켰을 때, 평균 종양 용적은 대조군의 경우 1637±178.98㎣이었고, 주사당 0.1mg 그룹의 경우에는 통계적

으로 더 작은 526±94.74㎣였으며(p<0.0001), 1mg 주사 그룹의 경우에는 197±42.06㎣이었다(p<0.0001). 치료

그룹은 24일째 희생시켰고, 이때 평균 종양 용적은 0.1mg 처리 그룹의 경우 1287±243.03㎣, 1mg 그룹의 경우

492±100.8㎣이었다.

정착된 이종이식편 모델에서 mAb806의 효능[0456]

예방적 이종이식편 모델에서 mAb806 효능이 제공되었다면, 다음으로 정착된 종양 이종이식편의 성장을 억제하는[0457]
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능력을 조사했다. 항체 처리는 예방적 모델에서 기술한 바와 같지만, 단 종양이 U87MG.△2-7 이종이식편의 경우

평균 종양 용적 65±6.42㎣에 도달할 때, 모체 U87MG 이종이식편의 경우 84±9.07㎣에 도달했을 때 개시했다.

역시, mAb806은 1mg 주사 용량에서 모체 U87MG 이종이식편의 성장에 어떠한 영향도 미치지 않았다(도 10A). 이

에 반해, mAb806은 U87MG.△2-7 이종이식편의 성장에 용량 의존적 방식으로 유의적으로 억제했다(도 10B). 대조

군 동물을 희생시키기 하루 전인 17일째, 평균 종양 용적은 대조군의 경우 935±215.04㎣, 0.1mg 주사 그룹의

경우 386±57.51㎣(p<0.01) 및 1mg 주사 그룹의 경우 217±58.17㎣(p<0.002)이었다.

mAb806에 의해 관찰되는 성장 억제가 de2-7 EGFR을 발현하는 세포에 제한적인지를 조사하기 위해, U87MG.wtEGFR[0458]

종양 이종이식편에 대한 효능을 정착된 모델에서 조사했다. 이 세포들은 de2-7 EGFR 발현없이 EGFR 유전자의 증

폭을 함유하는 종양 모델로서 작용한다. mAb806 처리는 평균 종양 용적이 73±7.5㎣에 이르렀을 때 시작했다.

mAb806은 비히클 처리된 대조군 종양에 비해 정착된 U87MG.wtEGFR 이종이식편의 성장을 유의적으로 억제했다(도

10C). 대조군 동물을 희생시킨 날, 대조군 그룹의 평균 종양 용적은 960±268.9㎣이고 1mg 주사 처리된 그룹은

468±73.38㎣이었다(p<0.04).

정착된 종양의 조직학적 및 면역조직화학적 분석[0459]

대조군 및 mAb806-처리된 U87MG.△2-7 및 U87MG.wtEGFR 이종이식편(각각 24일 및 42일에 수집) 간에 잠재적인[0460]

조직학적 차이를 평가하기 위해, 포르말린-고정 및 파라핀 포매된 절편을 H&E로 염색했다. mAb806으로 처리된

U87MG.wtEGFR 이종이식편(최종 치료 후 9일째 수집)과 U87MG.△2-7(최종 치료 후 3일째 수집) 유래의 절편에서

괴사 영역이 관찰되었다. 이 결과는 다수의 종양 이종이식편(n=4)에서 일관되게 관찰되었다. 하지만, 대조군으

로 처리된 이종이식편 유래의 절편에서는 mAb806 처리 시에 관찰된 동일한 괴사 영역이 보이지 않았다. mAb806

또는 대조군 처리된 U87MG 이종이식편 유래의 절편은 또한 H&E로 염색했고, 두 그룹 간에 세포 생존도는 차이를

보이지 않았고, 이것은 mAb806 결합성이 종양 이종이식편 내에서 세포 생존도/괴사 감소를 유도한다는 가설을

지지한다.

U87MG, U87MG.△2-7 및 U87MG.wtEGFR 이종이식편 절편의 면역조직화학 분석은 mAb806 처리 후 de2-7 및 wtEGFR[0461]

발현 수준을 측정하기 위해 수행했다. 절편은 앞에서와 같이 24일과 42일에 수집하고, 528 또는 806 항체로 면

역염색했다. 예상한 바와 같이, 528 항체는 처리된 종양 및 대조군 종양 간에 강도의 분명한 감소 없이 모든 이

종이식편  절편을  염색했다.  U87MG  절편의  염색은  mAb806에  의해  검출  불가능했지만,  U87MG.△2-7  및

U87MG.wtEGFR 이종이식편 절편은 양성 염색이 관찰되었다. 대조군과 처리된 U87MG.△2-7 및 U87MG.wtEGFR 이종

이식편 간에는 mAb806 염색 밀도의 차이가 없었으며, 이는 항체 처리가 de2-7 또는 wtEGFR 발현을 하향조절하지

않는다는 것을 시사한다.

mAb806을 이용한 A431 이종이식편의 처리[0462]

mAb806의 항-종양 효과가 U87MG 세포에 제한적이지 않다는 것을 입증하기 위해, 상기 항체를 A431 이종이식편을[0463]

보유한 마우스에게 투여했다. 이 세포는 증폭된 EGFR 유전자를 함유하고 세포당 약 2x10
6
 수용체를 발현한다.

전술한 바와 같이, mAb806은 이러한 EGFR의 약 10%에 결합하고 A431 이종이식편을 표적화한다. mAb806은 전술한

예방적 이종이식편 모델에서 조사했을 때 A431 이종이식편의 성장을 유의적으로 억제했다(도 11A). 13일째, 대

조군 동물을 희생시켰을 때, 평균 종양 용적은 대조군에서 1385±147.54㎣였고, 1mg 주사 처리 그룹의 경우 260

±60.33㎣이었다(p<0.0001).

별도의 실험에서, 0.1mg mAb의 용량도 역시 예방적 모델에서 A431 이종이식편의 성장을 유의적으로 억제했다.[0464]

예방적 A431 이종이식편 모델에서 mAb806의 효능이 제공되었다면, 정착된 종양 이종이식편의 성장을 억제하는[0465]

능력도 조사했다. 항체 처리는 예방적 모델에서 기술한 바와 같지만, 종양이 평균 종양 용적 201±19.09㎣에 도

달할 때까지 시작하지 않았다. mAb806은 정착된 종양 이종이식편의 성장을 유의적으로 억제했다(도 11B). 13일

째, 대조군 동물이 죽었을 때, 평균 종양 용적은 대조군 그룹의 경우 1142±120.06㎣이고, 1mg 주사 그룹의 경

우 451±65.58㎣이었다(p<0.0001).

요약하면, 본원에 기술된 mAb806을 이용한 치료법 연구는 U87MG.△2-7 이종이식편 성장의 용량 의존적 억제를[0466]

분명하게 입증했다. 이에 반해, 모체 U87MG 이종이식편은 생체내에서 wtEGFR을 계속 발현한다는 사실에도 불구

하고 억제가 전혀 관찰되지 않았다. mAb806은 이종이식편 용적을 유의적으로 감소시킬 뿐만 아니라, 종양 내에

유의적인 괴사도 유도했다. 이것은 사람 de2-7 EGFR 발현성 신경아교종 이종이식편에 대하여 생체내에서 상기

항체의 성공적인 치료학적 용도를 보여주는 최초의 보고이다.
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EGFR의 유전자 증폭은 많은 여러 종양에서 보고되었고, 신경아교종의 약 50%에서 관찰된다(Voldberg et al.,[0467]

1997). 수용체 유전자 증폭에 의해 매개된 후속 EGFR 과발현이 세포내 시그널링 및 세포 성장을 증가시켜 성장

을 유리하게 할 수 있는 것으로 제안되었다(Filmus et al., 1987). U87MG 세포주는 EGFR 유전자 증폭 과정을 모

방하는 신경아교종 세포를 생산하기 위해 wtEGFR로 형질감염시켰다. 정착된 U87MG.wtEGFR 이종이식편의 mAb806

으로의 처리는 유의적인 성장 억제를 초래했다. 따라서, mAb806은 EGFR 유전자의 증폭을 함유하는 세포에 대하

여 생체내 항종양 활성을 매개한다. 흥미롭게도, U87MG.wtEGFR 이종이식편의 mAb806 억제는 U87MG.△2-7 종양에

서 관찰되는 것보다 효과가 적은 것으로 나타난다. 이것은 아마도 mAb806이 증폭된 EGFR에 대해 낮은 친화성을

나타내고, 세포 표면에서 발현된 수용체 중 적은 비율에만 결합한다는 사실을 반영한다. 하지만, U87MG.wtEGFR

이종이식편 용적에 대한 적은 효과에도 불구하고, mAb806 처리는 이러한 이종이식편 내에서 넓은 괴사 영역을

초래한다는 것을 주목해야 한다.

mAb806이 U87MG 유래의 세포주의 억제만을 매개한다는 가능성을 배제하기 위해, A431 이종이식편에 대하여 효능[0468]

을 검사했다. 이 편평세포 암종 유래의 세포주는 시험관내 및 생체내 모두에서 유지되는 유의적인 EGFR 유전자

증폭을 함유한다. A431 이종이식편의 mAb806으로의 처리는 예방적 모델 및 정착된 모델 모두에서 유의적인 성장

억제를 초래했고, 이는 mAb806의 항종양 효과가 형질감염된 U87MG 세포주에 제한적이지 않다는 것을 시사한다.

실시예 11[0469]

mAb806 및 AG1478을 이용한 A431 이종이식편의 병용 요법 치료[0470]

AG1478과 병용된 mAb806의 항종양 효과는 A431 이종이식편을 보유한 마우스에서 검사했다. AG1478(4-(3-클로로[0471]

아닐리노)-6,7-디메톡시퀴나졸린)은 EGFR 키나제 대 HER2-neu 및 혈소판-유래 성장인자 수용체 키나제의 강력하

고 선택적인 억제제이다(Calbiochem Cat. No. 658552). 3가지 대조군이 포함되었다: 비히클 단독 처리, 비히클

+ mAb806 단독 처리 및 비히클 + AG1478 단독 처리. 결과는 도 12에 도시했다. 0.1mg mAb806은 이종이식편 투

여 1일전과 이종이식편 투여 후 1, 3, 6, 8 및 10일 후에 투여했다. 400㎍ AG1478은 이종이식편 투여 후 0, 2,

4, 7, 9 및 11일 후에 투여했다.

AG1478 및 mAb806은 각각 단독 투여했을 때, 둘 다 종양 용적의 유의적인 감소를 초래했다. 하지만, 병용 시,[0472]

종양 용적의 감소가 크게 향상되었다.

또한, A431 세포에 대한 mAb806 대 EGFR의 결합을 AG1478의 부재 및 존재 하에 평가했다. 세포는 무혈청 배지에[0473]

밤새 방치한 뒤, AG1478로 37℃에서 10분 동안 처리하고, PBS로 2회 세척한 다음, 1% 트리톤으로 용해하고, 용

해물을  12,000g에서  10분  동안  원심분리하여  제조했다.  그  다음,  용해물은  문헌[Schooler  and  Wiley,

Analytical Biochemistry 277, 135-142 (2000)]에 기술된 분석법의 변형으로 ELISA에 의해 806 반응성에 대해

평가했다. 플레이트는 PBS/EDTA 중의 mAb806 10㎍/ml으로 실온에서 밤새 코팅한 뒤, 2회 세척했다. 그 다음, 플

레이트는 10% 혈청 알부민/PBS로 2시간 동안 37℃에서 차단시키고 2회 세척했다. 1:20 세포 용해물을 10% 혈청

알부민/PBS에 1시간 동안 37℃에서 첨가한 뒤, 4회 세척했다. 10% 혈청 알부민/PBS 중의 항-EGFR(SC-03; Santa

Cruz Biotechnology Inc.)을 실온에서 90분 동안 반응시키고, 플레이트를 4회 세척한 뒤, 10% 혈청 알부민/PBS

중의 항-토끼-HRP(Silenus 제품인 경우 1:2000)를 실온에서 90분 동안 첨가하고, 4회 세척한 뒤, 기질로서 ABTS

를 이용하여 발색시켰다. mAb806 결합성은 AG1478의 양이 증가할수록 크게 증가하는 것으로 발견되었다(도 13).

실시예 12[0474]

EGFR 상태에 대해 사전형별화된 사람 아교모세포종에서의 면역반응성[0475]

아교모세포종에서 높은 빈도의 EGFR 발현, 증폭 및 돌연변이가 제공되었다면, 이종이식편 외에 다른 종양에서[0476]

806의 특이성을 평가하기 위해 상세한 면역조직화학 연구를 수행했다. 16개 아교모세포종의 패널을 면역조직화

학으로 분석했다. 이러한 패널의 16개 아교모세포종은 증폭된 야생형 EGFR 및 de2-7 EGFR 발현의 존재에 대해

RT-PCR로 사전형별화했다. 이 종양들 중 6개는 wtEGFR 전사체만을 발현했고, 10개는 wtEGFR 유전자 증폭을 보유

했으며, 이들 중 5개는 야생형 EGFR 전사체만을 나타내고, 5개는 야생형 EGFR과 de2-7 유전자 전사체를 모두 나

타냈다.

신선 동결된 조직의 5mm 절편을 조직검사 슬라이드에 적용하고 저온 아세톤에서 10분 동안 고정시켜 면역조직화[0477]

학 분석을 수행했다. 결합된 1차 항체는 비오티닐화된 말 항-마우스 항체로 검출한 뒤, 아비딘-비오틴-복합체

반응으로 검출했다. 발색원으로서, 디아미노벤지딘 테트라하이드로클로라이드(DAB)를 사용했다. 조직에서 면역

조직화학 반응성의 정도는 광학현미경으로 추정하고, 다음과 같이 25% 증분씩 면역반응성 세포의 수에 따라 등
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급을 매겼다:

국소 = 5% 미만[0478]

+ = 5-25%[0479]

++ = 25-50%[0480]

+++ = 50-75%[0481]

++++ => 75%[0482]

528 항체는 모든 종양에서 강한 반응성을 보인 반면, DH8.3 면역염색은 de2-7 EGFR을 발현하는 종양에 제한적이[0483]

었다(표 2). 이전 FACS 및 로제팅 분석의 결과와 일치하게, mAb806은 미증폭된 EGFR 유전자로부터 wtEGFR 전사

체를 발현하는 아교모세포종과 반응하지 않았다(표 2). 이러한 mAb806에 대한 반응성 패턴은 이종이식편 연구에

서 관찰된 것과 유사하고, 이 역시 이 항체가 세포 표면에서 발현된 wtEGFR이 아닌 de2-7 및 증폭된 EGFR을 인

식한다는 것을 시사한다.

표 2

[0484]

실시예 13[0485]

정상조직에서의 EGFR 면역반응성[0486]

de2-7 EGFR이 정상 조직에서 발현되는지를 측정하기 위해, mAb806 및 DH8.3을 이용한 면역조직화학 연구를 25개[0487]

조직의 패널에서 수행했다. 어떠한 검사 조직에서도 mAb806 또는 DH8.3과의 강한 면역반응성은 없었고, 이것은

de2-7 EGFR이 정상 조직에는 없다는 것을 시사한다(표 3). mAb806에 의한 편도에 존재하는 약간의 가변적 염색

은 상피의 점막 편평세포와 표피의 기저세포 층에 제한적이었다. 태반에서는 영양막 상피의 간헐적 면역염색이

관찰되었다. 흥미롭게도, wtEGFR의 높은 내인성 수준을 발현하는 두 조직, 간과 피부는 어떤 유의적인 mAb806

반응성도 나타내지 못했다. 간 샘플에서는 반응성이 전혀 관찰되지 않았고, 일정하지 않은 약한 국소 반응성만

이 피부 샘플의 기저 각질세포와 편도 점막의 편평상피세포에서 간헐적(연구된 모든 샘플의 10% 이하에서)으로

검출되었으며, 이 역시 상기 항체는 세포 표면에서 발현된 wtEGFR에 임의의 유의적인 정도로 결합하지 않는다는

것을 입증하는 것이다(표 3). 모든 조직은 528 항체에 의해 관찰되는 보편적인 염색에 의해 입증되는 것처럼
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wtEGFR 양성이었다(표 3).

표 3

[0488]

실시예 14[0489]

다양한 종양에서의 EGFR 면역반응성[0490]

다른 종양 종류에서 de2-7 EGFR의 정도는 12가지 다른 악성종양의 패널을 사용해 조사했다. 528 항체는 흑색종[0491]

및 정상피종을 제외한 분석된 많은 종양에서 종종 균일한 염색을 나타냈다. DH8.3 면역반응성은 존재할 때 간헐

적으로 국소 종양 세포에 제한적이었고, 이것은 이 검출 시스템을 사용 시, 뇌 외측 종양에서 de2-7 EGFR 발현

이 존재하더라도 거의 없다는 것을 시사한다(표 4). 또한, 일부 종양에서는 DH8.3 항체에 의해 결합 조직의 다

양한 미만성 염색과 혈관의 국소 염색이 존재했다(표 4). 이 염색은 사용된 항체 농도에 매우 의존적이었고, 비

특이적 배경 반응성이 간주되었다. mAb806은 두경부 종양의 64%와 폐 암종의 50%에서 양성 염색을 나타냈다(표

4). 증례의 30%에서 양성인 요로 종양을 제외한 다른 곳에서는 mAb806 반응성이 거의 없었다.

두경부암 및 폐암은 DH8.3 항체에 대해 음성이기 때문에, 이들 종양에서 그 mAb에 의해 관찰되는 반응성은 EGFR[0492]

유전자 증폭과 관련이 있을 수 있다.
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표 4

[0493]

실시예 15[0494]

EGFR 상태에 대해 선택되지 않은 사람 아교모세포종에서의 면역반응성[0495]

mAb806의 독특한 특이성을 확인하고 반응성을 평가하기 위해, EGFR 상태에 대해 사전선택되지 않은 46개의 아교[0496]

모세포종 패널에서 528 및 DH8.3 항체와 비교했다. 528 항체는 2개(27번 및 29번)를 제외한 모든 샘플에서 강하

고 균질하게 양성이었다(44/46, 95.7%). 이 두 케이스는 mAb806 및 mAbDH8.3에 대해서도 음성이었다. mAb806은

27/46(58.7%) 케이스에 양성이었고, 이 중 22개는 종양 50% 이상에서 균질한 면역반응성을 나타냈다. DH8.3 항

체는 15/46(32.6%) 아교모세포종에서 양성이었고, 이 중 9개는 균질한 면역반응성을 보였다. 이와 같이 선택되

지 않은 종양의 면역화학적 염색은 표 5에 정리했다.

하나(35번)를 제외한 모든 케이스에 mAb806과 DH8.3은 서로 일치했다. EGFR 증폭의 존재에 대한 분자 분석은 44[0497]

가지 케이스에 수행되었다(표 5). 이 중, 30가지 케이스는 종래 확립된 mAb806 면역반응성 패턴과 공동형별화되

었고; 예컨대, 16개 mAb806-음성 케이스는 EGFR 증폭을 전혀 나타내지 않았고, 14개 EGFR-증폭된 케이스는 역시

mAb806 면역양성이었다. 하지만, 806 면역반응성을 나타낸 13개 케이스는 EGFR 증폭 음성이었지만, 1가지 EGFR-

증폭 케이스는 mAb806 음성이었다. 이러한 증폭 음성과 806 양성인 케이스의 돌연변이 상태에 대한 추가 분석에

대해서는 이하에 설명하며, EGFR 증폭 음성이고 806에 의해 인식되는 13개 케이스 대부분에 대한 설명을 제공한

다.

이어서, RT-PCR에 의한 결실 돌연변이의 분자 분석은 41/46 케이스에 수행했다(표 5). 이 중에서, 34개 케이스[0498]

는 결실 돌연변이에 특이적인 DH8.3과 공동형별화되었는데, 12개 케이스는 RT-PCR과 면역조직화학 모두에서 양

성이었고, 22개 케이스는 음성/음성이었다. 3개의 케이스(#2, #34, 및 #40)는 결실 돌연변이에 대한 DH8.3 양성

/RT-PCR 음성이었고, 3개의 케이스(#12, #18 및 #39)는 DH8.3 음성/RT-PCR 양성이었다. 종래 특이성 분석에 기

초하여 예상되는 바와 같이 mAb806 면역반응성은 1개의 케이스(#35)를 제외한 모든 DH8.3 양성 조직에서 관찰되
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었다.

케이스 #3은 또한 de2-7  돌연변이의 서열을 포함하는 돌연변이(표 5에서 A2로 지칭함)를 나타냈지만, 이것은[0499]

801 염기가 상실된 고전적 de2-6 결실인 것으로 보이지 않았다(데이터는 미제시). 이 케이스는 DH8.3 반응성은

음성이었지만, 806과는 반응성을 나타냈고, 이것은 806이 다른 아마도 독특한 EGFR 돌연변이를 인식할 수 있다

는 것을 시사한다.

표 5

[0500]
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[0501]

806 항체 반응성은 19/27 또는 70% 이상의 케이스에서 증폭된 또는 de2-7 돌연변이 EGFR과 공동형별화되었다.[0502]

이러한 8개 케이스 중 2개는 또한 DH8.3 반응성인 것도 주목할 만하다.

실시예 16[0503]

두개내 신경아교종 종양의 전신 치료 및 분석[0504]

항-△EGFR 모노클로널 항체, mAb806의 효능을 검사하기 위해, 두개내 △EGFR-과발현성 신경아교종 이종이식편을[0505]

보유한 누드 마우스를 mAb806, 이소타입 대조군 IgG 또는 PBS의 복강내 주사로 처리했다.

사람 아교모세포종의 1차 체외이식편은 배양물에서 증폭, 재배열된 수용체의 발현을 빠르게 상실하기 때문에,[0506]

이러한 발현을 나타내는 기존 아교모세포종 세포주는 없다. 사람 종양에서 관찰되는 수준과 비슷한 발현 수준을

유지하기 위해, U87MG, LN-Z308 및 A1207(S. Aaronson 박사의 선물, Mount Sinai Medical Center, New York,

NY) 세포를 △EGFR, 키나제-결손성 △EGFR(DK) 또는 야생형 EGFR(wtEGFR) 바이러스로 감염시키고, 역시 종래 기

술된 바와 같이 G418에 대한 내성을 부여했다(Nishikawa  et  al.  (1994)  A  mutant  epidermal  growth  factor

receptor  common  in  human  glioma  confers  enhanced tumorigenicity. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 91,

7727-7731).

다양한 EGFR 대립유전자의 유사한 수준을 발현하는 집단(이 발현 수준은 25개 유전자 카피의 증폭 수준에 대략[0507]

대응한다;  사람  아교모세포종은  일반적으로  절두된  수용체의  10  내지  50개  유전자  카피의  증폭  수준을

보유한다)은 종래 기술된 바와 같이(Nishikawa et al., 1994) FACS로 선택하여, 각각 U87MG.ΔEGFR, U87MG.DK,

U87MG.wtEGFR, LN-Z308.ΔEGFR, LN-Z308.DK, LN-Z308.wtEGFR, A1207.ΔEGFR, A1207.DK, 및 A1207.wtEGFR로 명

명했다.  각각 G418  함유 배지에서 유지시켰다(U87MG  세포주, 400  ㎍/ml;  LN-Z308  및 A1207  세포주, 800  ㎍

/ml).

U87MG.△EGFR 세포(1x10
5
) 또는 5x10

5
 LN-Z308.△EGFR, A1207.△EGFR, U87MG, U87MG.DK, 및 U87MG.wtEGFR 세포[0508]

는 5 ㎕ PBS에서, 종래 기술된 바와 같이 누드 마우스 뇌의 우측 선조체에 이식했다(Mishima et al. (2000) A

peptide  derived  from  the  non-receptor  binding  region  of  urokinase  plasminogen  activator  inhibits

glioblastoma  growth  and  angiogenesis  in  vivo  in  combination  with  cisplatin.  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.

U.S.A. 97, 8484-8489). mAb806 또는 IgG2b 이소타입 대조군을 이용한 전신 치료법은 이식후 0일부터 14일까지

격일로 mAb 1㎍을 100㎕ 용적으로 i.p. 주사하여 수행했다. 뇌내 U87MG.△EGFR 종양의 직접 치료법에는 10㎍

mAb806 또는 IgG2b 이소타입 대조군을 5㎕ 용적으로 종양 주사 부위에 1일째부터 5일 동안 격일로 주사했다.

PBS 또는 이소타입 대조군 IgG로 처리된 동물은 중간 생존기간이 13일이었고, 반면 mAb806 처리된 마우스는 중[0509]

간 생존기간이 최고 21일로 61.5% 증가했다(P<0.001; 도 24A).
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이식 3일 후, 종양 정착 후, 마우스 처리는 또한 mAb806-처리된 동물의 중간 생존율을 대조군에 비해 46.1%(13[0510]

일로부터 19일로; P<0.01) 연장시켰다(데이터 미제시).

이러한 mAb806의 항종양 효과가 U87MG.△EGFR 이종이식편 이상까지 확대되는지 측정하기 위해, 유사한 처리를[0511]

LN-Z308.△EGFR 및 A1207.△EGFR의 다른 신경아교종 세포 이종이식편을 보유한 동물에게 처치했다. LN-Z308.△

EGFR  이종이식편을  보유한  mAb806-처리된  마우스의  중간  생존율은  대조군의  19일로부터  58일로  연장되었다

(P<0.001; 도 24B). 놀랍게도, 8마리 mAb806-처리된 동물 중 4마리는 60일 이상 생존했다(도 24B). A1207.△

EGFR 이종이식편을 보유한 동물의 중간 생존기간도 역시 대조군의 24일로부터 29일로 연장되었다(P<0.01; 데이

터 미제시).

mAb806 처리는 △EGFR-과발현 뇌 종양 성장을 억제한다[0512]

U87MG.△EGFR 및 LN-Z308.△EGFR 이종이식편을 보유한 마우스는 각각 9일과 15일째 안락사시켰다. 종양 절편은[0513]

조직병리학적으로 분석하고 종양 용적을 측정했다. 동물 생존율에 대한 결과와 일치하게, mAb806 처리는 용적을

U87MG.△EGFR의 약 90% 정도 유의적으로 감소시켰고(P < 0.001; 도 24C), LN-Z308.△EGFR은 대조군에 비해 95%

이상(P < 0.001; 도 24D)의 이종이식편을 감소시켰다. A1207.△EGFR 종양을 보유하는 동물에서 유사한 결과가

수득되었다(65% 용적 감소, P < 0.01; 데이터 미제시).

mAb806을 이용한 종양내 처리는 U87MG.△EGFR 뇌 종양을 보유하는 마우스의 생존율을 연장시킨다.[0514]

U87MG.△EGFR 이종이식편을 치료하기 위한 mAb806의 직접 종양내 주사 효능도 측정했다. 동물에게 이식 1일 후[0515]

mAb806 또는 이소타입 대조군 IgG의 종양내 주사를 제공했다. 대조군 동물은 15일 동안 생존한 반면, mAb806 처

리된 마우스는 18일 동안 생존했다(P<0.01; 도 24E). mAb806을 이용한 종양내 치료는 다소 효과적이었지만, 복

수의 두개내 주사 및 증가된 감염 위험률의 단점을 수반했다. 따라서 향후 연구에는 전신 치료에 초점을 맞추었

다.

mAb806 처리는 U87MG 또는 U87MG.DK 두개내 이종이식편이 아닌 U87MG.wtEGFR을 보유한 마우스의 생존율을 약간[0516]

연장시킨다.

mAb806에 의한 성장 억제가 △EGFR을 발현하는 종양에 대해 선택적인지를 측정하기 위해, U87MG, U87MG.DK(키나[0517]

제 결손성 △EGFR) 및 U87MG.wtEGFR 뇌 이종이식편을 보유하는 동물을 처리했다. mAb806 처리는 낮은 수준의 내

인성 야생형 EGFR(wtEGFR)을 발현하는 U87MG 종양 이식된 마우스의 생존율을 연장시키지 않았고(도 25A)(Huang

et al. (1997) The enhanced tumorigenic activity of a mutant epidermal growth factor receptor common in

human  cancers  is  mediated  by  threshold  levels  of  constitutive  tyrosine  phosphorylation  and

unattenuated signaling. J. Biol. Chem., 272, 2927-2935), 또는 낮은 수준의 내인성 wtEGFR 외에도 키나제-

결손성 △EGFR을  과발현하는 U87MG/DK  이종이식편을 보유하는 동물의 생존율을 연장시키지 못했다(도  25B).

mAb806 처리는 wtEGFR을 과발현하는 U87MG.wtEGFR 종양을 보유한 마우스의 생존율을 약간 연장시켰다(P<0.05,

중간 생존기간 23일 대 대조군 26일)(도 25C).

mAb806 반응성은 생체내 항종양 효능과 상관성이 있다[0518]

EGFR의 다양한 수준 또는 다른 종류를 발현하는 종양에 대한 mAb806의 다른 효과를 이해하기 위해, 다양한 종양[0519]

세포와  mAb806  반응성을  FACS  분석으로  측정했다.  염색된  세포는  Cell  Quest  소프트웨어(Becton-Dickinson

PharMingen)를 사용하여 FACS  Calibur로 분석했다. 1차 항체로는 다음과 같은 mAb을 사용했다: mAb806,  항-

EGFR mAb 클론 528 및 클론 EGFR.1. 마우스 IgG2a 또는 IgG2b는 이소타입 대조군으로 사용했다.

종래 보고와 일치하게(Nishikawa et al. (1994) A mutant epidermal growth factor receptor common in human[0520]

glioma confers enhanced tumorigenicity. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 91, 7727-7731), 항-EGFR mAb528

은 △EGFR 및 wtEGFR을 인식했고, U87MG 세포에 비해 U87MG.△EGFR 세포에 대해 더 강한 염색성을 나타냈다(도

26A, 528).

이에 반해, 항체 EGFR.1은 △EGFR이 아닌 wtEGFR과 반응했는데(Nishikawara et al., 1994), 그 이유는 U87MG.[0521]

△EGFR 세포가 U87MG 세포와 약한 반응성이었기 때문이다(도 26A, 패널 EGFR.1).

이 EGFR.1  항체는 U87MG  세포보다 U87MG.wtEGFR과 더욱 강하게 반응했는데, 그 이유는 U87MG.wtEGFR  세포가[0522]

wtEGFR을 과발현했기 때문이다(도 26A, 패널 EGFR.1). mAb806은 U87MG 세포가 아닌 U87MG.△EGFR 및 U87MG.DK

세포와 강하게 반응했지만, U87MG.wtEGFR과는 약하게 반응했는데, 이것은 mAb806이 과발현된 wtEGFR에 대해 약

공개특허 10-2018-0125044

- 69 -



한 교차활성이 있는 △EGFR에 대해 선택적이라는 것을 시사했다(도 26A, 패널 mAb806).

이러한 U87MG.wtEGFR과의 반응성 수준은 항체 처리에 이해 매개된 생존기간 연장과 정량적 및 정성적으로 유사[0523]

했다(도 25C).

본 발명자들은 또한 면역침전에 의해 mAb806 특이성을 측정했다. 다양한 세포주에서 EGFR은 항체 mAb806, 항-[0524]

EGFR  mAb  클론  528(Oncogene  Research  Products,  Boston,  MA),  또는  클론  EGFR.1  (Oncogene  Research

Products)에 의해 면역침전되었다.

간략히 설명하면, 세포는 50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10% 글리세롤, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA,[0525]

0.1% SDS, 0.5% 나트륨 데옥시콜레이트, 10 mM 나트륨 PPi, 1 mM 페닐메틸설포닐 플루오라이드, 2 mM Na3V04, 5

㎍/ml 류펩틴, 및 5 ㎍/ml 아프로티닌을 함유하는 용해 완충액으로 용해시켰다. 단백질 A- 및-G 세파로스 를 첨

가하기 전에 1시간 동안 4℃에서 세포 용해물과 항체를 항온처리했다. 면역침전물은 용해 완충액으로 2회 세척

하고, HNTG 완충액[50 mM HEPES (pH 7.5), 150 mM NaCl, 0.1% Triton X-100, 및 10% 글리세롤]으로 1회 세척한

뒤, 전기영동하고, 니트로셀룰로스 막으로 전이시켰다.

전기영동 분리된 단백질의 블롯은 면역블롯(Huang et al., 1997)에서 야생형 및 △EGFR의 검출 시에 사용했던[0526]

항-EGFR  항체,  C13(G.  N.  Gill  박사로부터  제공받음,  University  of  California,  San  Diego,  CA)으로

탐침하고, 단백질은 ECL 화학발광 검출 시스템(Amersham Pharmacia Biotech.)을 사용하여 가시화했다. Bcl-X에

대한 항체(토끼 폴리클로널 항체; Transduction Laboratories, Lexington, KY) 및 포스포티로신에 대한 항체

(4G10,  Upstate  Biotechnology,  Lake  Placid,  NY)는  종래기술된  바와  같이  웨스턴  블롯  분석에  사용했다

(Nagane et al. (1998) Drug resistance of human glioblastoma cells conferred by a tumor-specific mutant

epidermal  growth  factor  receptor  through  modulation  of  Bcl-XL  and  caspase-3-like  proteases.  Proc.

Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95, 5724-5729).

FACS 분석과 일치하게, 항체 528은 wtEGFR 및 돌연변이 수용체를 인식했고(도 26B-패널 IP: 528), 반면 항체[0527]

EGFR.1은  돌연변이  종(도  26B,  패널  IP:  EGFR.1)이  아닌  wtEGFR과  반응했다.  더욱이,  U87MG.△EGFR  및

U87MG.DK 세포에서 돌연변이 수용체의 수준은 U87MG.wtEGFR 세포(도 26B, 패널 IP: 528)에서의 wtEGFR의 수준

과 비슷하다.

하지만, 항체 mAb806은 U87MG 세포 유래의 검출불가능한 양 및 U87MG.△EGFR 및 U87MG.DK 세포로부터 다량의 돌[0528]

연변이 수용체를 침전시키는데 비해 U87MG.wtEGFR 세포 용해물로부터 소량의 wtEGFR만을 침전시킬 수 있었다(도

26B, 패널 IP:mAb806). 종합해보면, 이 데이터는 mAb806이 세포 표면에서 과발현될 때에만 wtEGFR의 소량에도

존재하는 △EGFR의 에피토프를 인식한다는 것을 시사한다(이하 mAb806 에피토프에 대한 언급과 추가 설명을 참

조한다).

mAb806 처리는 △EGFR 자기인산화를 감소시키고 U87MG.△EGFR 뇌종양에서 Bcl.XL 발현을 하향조절한다.[0529]

다음으로, mAb806에 의한 성장 억제의 기초를 이루는 기전을 조사했다. △EGFR의 구성적 활성 키나제 활성 및[0530]

카르복시 말단의 자기인산화는 생물학적 기능에 필수적인 것이기 때문에(Nishikawa  et  al.  (1994)  A  mutant

epidermal growth factor receptor common in human glioma confers enhanced tumorigenicity. Proc. Natl.

Acad. Sci. U.S.A. 91, 7727-7731; Huang et al., 1997; Nagane et al. (1996) A common mutant epidermal

growth  factor  receptor  confers  enhanced  tumorigenicity  on  human  glioblastoma  cells  by  increasing

proliferation  and  reducing  apoptosis.  Cancer  Res.,  56,  5079-5086;  Nagane  et  al.  (2001)  Aberrant

receptor signaling in human malignant gliomas: mechanisms and therapeutic implications. Cancer Lett.

162 (Suppl.1), S17-S21), △EGFR 인산화 상태를 처리된 동물과 대조군 동물의 종양에서 측정했다. 도 27A에 도

시한 바와 같이, mAb806 처리는 mAb806-처리된 이종이식편에서 수용체 수준이 약간만 감소했을지라도, △EGFR

자기인산화를 급감시켰다. 본 발명자들은 종래 수용체 자기인산화가 △EGFR-과발현 종양의 아폽토시스를 감소시

키는데 주요 역할을 하는 항아폽토시스 유전자, Bcl-XL의 상향조절을 유발한다는 것을 밝힌 바 있다(Nagane et

al.,  1996;  Nagane  et  al.,  2001).  따라서,  Bcl-XL  발현에 미치는 mAb806  처리 효과를 다음으로 측정했다.

mAb806-처리된 동물 유래의 △EGFR 종양은 사실상 감소된 수준의 Bcl-XL을 나타낸다(도 27A).

mAb806 처리는 U87MG.△EGFR 종양에서 성장과 혈관형성을 감소시키고 아폽토시스를 증가시킨다[0531]

mAb806 처리에 의해 유발되는 생체내 억제 및 수용체 시그널링에 미치는 이의 생화학적 효과에 비추어, 본 발명[0532]
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자들은 대조군 또는 처리된 마우스의 종양 증식률을 측정했다. mAb806-처리된 종양의 Ki-67 염색에 의해 측정되

는 증식 지수는 대조군 종양에 비해 유의적으로 낮았다(P < 0.001; 도 28).

간략히 설명하면, 종양의 혈관형성을 평가하기 위해, 염화아연 함유 용액에 고정시키고, 파라핀 포매한 뒤, 절[0533]

편화하고, 모노클로널 래트 항-마우스 CD31 항체(Becton-Dickinson PharMingen; 1:200)로 면역염색했다. 종양

세포 증식의 평가는 포르말린-고정된 파라핀-포매된 종양 조직에서 Ki-67 면역조직화학으로 수행했다. 파라핀

제거 및 재수화 후, 조직 절편은 내인성 퍼옥시다제를 반응정지시키기 위해 메탄올 중의 3% 과산화수소와 항원

처리했다. 이 절편은 염소 혈청으로 30분 동안 차단시키고 1차 항체와 4℃에서 밤새 항온처리했다. 그 다음, 절

편을 PBS로 세척하고, 비오티닐화된 2차 항체와 30분 동안 항온처리했다. PBS로 수회 세척한 후, 산물은 발색원

으로서 디아미노벤지딘과 함께 스트렙타비딘 양고추냉이 퍼옥시다제로 가시화하고, 헤마톡실린으로 대비염색했

다. 증식의 척도로서, Ki-67 표지화 지수는 고배율(3400) 필드에서 표지된 핵:총 핵의 비율로서 측정되었다.

각 케이스마다 체계적인 무작위 표본채취로 약 2000개의 핵을 계수했다. 대식세포 및 NK 세포 염색을 위해, 완[0534]

충된 4% 파라포름알데하이드 용액으로 고정시킨 동결된 절편을 비오티닐화된 mAbF4/80(Serotec, Raleigh, NC)

및 폴리클로널 토끼 항-아시알로 GM1 항체(Dako Chemicals, Richmond, VA)로 각각 면역염색했다. 혈관형성은 전

산화된 분석으로 혈관 면적으로서 정량분석했다. 이 목적을 위해, 절편은 항-CD31로 면역염색하고, 대비염색 없

이 전산화된 이미지 분석 시스템으로 분석했다. MVA는 종래 기술된 바와 같이 CCD 컬러 카메라로 3200 배율로

절편의  디지털  이미지를  캡처하여  측정했다(Mishima  et  al.,  2000).  그  다음,  이미지는  Image  Pro  Plus

version 4.0 소프트웨어(Media Cybernetics, Silver Spring, MD)로 분석하고, MVA는 각 절편의 총 염색 양을

측정하여 수득했다. 각 슬라이드마다 4개의 필드가 평가되었다. 이 값은 각 필드 당 총 면적의 비율로서 나타냈

다. 결과는 각 실험마다 적어도 2명의 관찰자(K.M., H-J. S. H.)에 의해 확인되었다.

또한, 종양 조직의 아폽토시스 세포는 종래 기술된 바와 같이 TUNEL 방법으로 검출했다(Mishima et al., 2000).[0535]

TUNEL-양성 세포는 X400에서 계수했다. 아폽토시스 지수는 각 필드마다 아폽토시스 세포 수:총 세포 수의 비율

로서 계산했다. TUNEL 염색을 통한 아폽토시스 지수의 분석은 대조군 종양에 비해 mAb806 처리된 종양에서의 아

폽토시스 세포 수의 유의적인 증가를 입증했다(P < 0.001; 도 28).

또한, 종양 혈관신생 정도는 CD31에 대해 대조군 표본과 처리된 표본 유래의 종양을 면역염색하여 분석했다. 종[0536]

양 혈관신생을 정량분석하기 위해, 미세혈관 면적(MVA)은 전산화된 이미지 분석으로 측정했다. mAb806-처리된

종양은 대조군 종양보다 30% 적은 MVA를 나타냈다(P<0.001; 도 28).

수용체와 항체 간에 상호작용이 염증 반응을 유발할 수 있는지를 이해하기 위해, 종양 절편을 대식세포 마커,[0537]

F4/80 및 NK 세포 마커, 아시알로 GM1로 염색했다. 대식세포는 종양 기질 전반에서 확인되었고, 특히 mAb806-처

리된-U87MG.△EGFR-종양 주변에 축적되어 있었다(도 28). 본 발명자들은 종양 내 및 종양 주위에 침윤된 NK 세

포를 거의 관찰할 수 없었고, mAb806 처리된 종양 및 이소타입-대조군 종양 간에 유의적인 차이를 관찰할 수 없

었다(데이터는 미제시).

실시예 17[0538]

mAb806 및 mAb528의 병용 면역요법[0539]

본원에 기술된 실험은 본 발명에 따른 항체의 효능을 측정하기 위해 설계한 생체내 연구를 설명한 것이다.[0540]

4 내지 6주령의 암컷 누드 마우스는 실험 동물로 사용했다. 마우스 양 옆구리 각각에 3x10
6
 종양 세포를 피하[0541]

접종했다.

동물은 위에서 설명한 U87M.D2-7, U87MG.DK 또는 A431 세포 중 어느 하나를 접종받았다. 치료는 종양이 충분한[0542]

크기로 성장했을 때 시작했다.

그 다음, 마우스는 (i) 인산염 완충 식염수, (ii) mAb806(0.5mg/주사), (iii) mAb528(0.5mg/주사), 또는 (iv)[0543]

두 mAb의 배합물 중 어느 하나를 주사맞았다. "(iv)"에서, 다른 그룹의 마우스는 각 mAb 0.5mg/주사 또는 각

mAb 0.25mg/주사를 맞았다.

조사된 마우스의 제1 그룹은 U87MG.D2-7 주사를 맞은 그룹이었다. 치료 프로토콜은 접종 9일 후 시작했고, 2주[0544]

동안 주당 3회 지속했다(즉, 세포 주사 후 9일, 11일, 13일, 16일, 18일 및 20일에 접종되었다). 처리 프로토콜

을 개시 시, 평균 종양 직경은 115㎣였다. 각 그룹은 각각 두 종양을 보유한 마우스 50마리를 포함했다.

항체 배합물(각각 0.5mg/주사)을 투여받은 마우스 그룹 내에는 3개의 완전한 퇴행이 존재했다. 어떤 다른 그룹[0545]

공개특허 10-2018-0125044

- 71 -



에서는 어떠한 퇴행도 없었다. 도 18A는 결과를 그래프로 나타낸 것이다.

제2 그룹의 마우스에게 주사된 물질은 동일하되, 병용 요법에 포함된 각 항체의 양은 주사당 0.25mg이었다. 이[0546]

주사를 세포 접종 후 10일, 12일, 14일, 17일, 19일 및 21일째 제공했다. 치료 시작 시, 평균 종양 크기는 114

㎣이었다. 결과는 도 18B에 제시했다.

제3  그룹의 마우스에게는 U87MG.DK를  접종했다.  치료 주사는 세포 접종 후 18일부터 시작하여 20일,  22일,[0547]

25일, 27일 및 29일에 지속했다. 치료 시작 시 평균 종양 크기는 107㎣였다. 도 18C는 결과를 정리한 것이다.

치료 주사는 제1 그룹에서와 동일했다.

마지막으로, 제4 그룹의 마우스는 A431 세포를 접종받은 마우스로, 접종 후 8일, 10일, 12일 및 14일째 그룹 I[0548]

및 III에서와 같이 주사를 맞았다. 시작 시, 평균 종양 크기는 71㎣였다. 결과는 도 18D에 제시했다.

결과는 병용 항체 요법이 종양을 감소시키는데 있어서 상승적 효과를 나타낸다는 것을 시사했다. 도 18A 참조.[0549]

유사한 효과는 도 18B에서처럼 낮은 용량에서도 관찰되었고, 이것은 효과가 단순히 용량 수준 때문은 아니라는

것을 시사한다.

병용 요법은 M87MG.DK의 성장을 억제하지 않았고(도 18C), 이것은 항체 면역 기능이 도 18A 및 18B에서 관찰되[0550]

는 감소 원인은 아니라는 것을 시사한다.

도 18D에서 관찰되듯이, 병용 요법은 또한 A431 종양에서도 상승 효능을 나타냈고, 4가지 용량이 60% 완전 반응[0551]

률을 초래한다는 것도 주목되어야 한다. 이 데이터는 mAb806에 의해 인식되는 EGFR 분자가 528에 의해 억제되는

것과 기능적으로 다르다는 것을 시사한다.

실시예 18[0552]

종양 이종이식편 성장의 mAb806 억제[0553]

본원에서 논하고, 본 실시예에서 추가 입증 및 논의되는 것처럼, mAb806은 야생형 EGFR이 아닌 de2-7 또는 증폭[0554]

된 EGFR을 발현하는 종양 이종이식편의 성장을 억제하는 것으로 예상치않게 발견되었다.

세포주 및 항체는 실시예 1에 기술된 바와 같이 제조했다. mAb806의 특이성을 측정하기 위해, U87MG, U87MG.D2-[0555]

7, 및 U87MG.wtEGFR 세포에 대한 결합성을 FACS로 분석했다. 간략히 설명하면, 배양된 모 U87MG 세포주 및 형질

감염된 U87MG 세포주는 528, 806 및 DH8.3 항체를 이용하여 야생형 및 de2-7EGFR 발현에 대해 분석했다. 세포(1

3 10 6)는 적당한 항체 또는 이소타입-부합된 음성 대조군 5 ㎍/ml와 1% HSA 함유 PBS에서 4℃ 하에 30분 동안

항온처리했다.  PBS/1%  HSA로  3회  세척한  후,  세포는  FTTC-커플링된  염소  항-마우스  항체(1:100  희석;

Calbiochem, San Dieo, CA)와 4℃에서 추가 30분 동안 항온처리했다. 3회 연속 세척한 후, 세포를 Epics Elite

ESP(Beckman Coulter, Hialeah, FL)에서 최소 20,000개 결과를 관찰하여 분석하고 윈도우용 EXPO(버전 2)로 분

석했다. 무관련 IgG2b(사람 항원 A33에 지향성인 mAb 100-310)는 mAb806에 대해 이소타입 대조군으로서 포함되

었고, de2-7 및 wtEGFR을 모두 인식하기 때문에 528 항체도 포함시켰다.

528 항체만이 모 U87MG 세포주를 염색할 수 있었고(도 29), 이것은 이 세포들이 wtEGFR을 발현한다는 것을 입증[0556]

하는 종래 보고와 일치했다(Nishikawa et al. (1994) A mutant epidermal growth factor receptor common in

human glioma confers enhanced tumorigenicity. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91, 7727-7731). mAb806은

대조군 항체와 유사한 결합 수준을 나타냈고, 이것은 wtEGFR에 결합할 수 없다는 것을 분명하게 입증하는 것이

다(도 29). U87MG.D2-7 및 U87MG.wtEGFR 세포주에 대한 이소타입 대조군 항체의 결합은 U87MG 세포에서 관찰된

것과 유사했다. mAb806은 U87MG.D2-7 및 U87MG.wtEGFR 세포를 염색했고, 이것은 mAb806이 de2-7 EGFR 및 과발

현된  EGFR의  서브세트를  특이적으로  인식한다는  것을  시사한다(도  29).  예상한  바와  같이,  528  항체는

U87MG.D2-7 및 U87MG.wtEGFR 세포주를 모두 염색했다(도 29). U87MG.wtEGFR 세포를 염색하는 528 항체의 강도

는  mAb806보다  훨씬  높았고,  이것은  mAb806만이  과발현된  EGFR의  일부를  인식한다는  것을  시사한다.

U87MG.wtEGFR 세포에서 관찰되는 mAb806 반응성은 wtEGFR.3을 과발현하는 다른 세포주인 A431 세포에 의해 수득

되는 것과 유사하다.

U87MG.D2-7 및 A431 세포를 사용하여, 각 세포주에 대한 mAb806의 상대적 친화성 및 결합 부위를 측정하기 위해[0557]

스캐차드 분석을 수행했다. mAb806은 de2-7EGFR에 대한 친화성이 1.1x10
9
M
-1
 이었고, 실시예 4에서 지적한 바와

같이  평균(3회  독립  실험)  2.4x10
5
 결합  부위/세포를  인식했다.  이에  반해,  A431  세포에서  wtEGFR에  대한

mAb806의 친화성은 실시예 8에서 지적한 바와 같이 겨우 9.5x10
7
 M

-1
이었다. 흥미롭게도, mAb806은 A431 표면에
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서 2.3x10
5
 결합 부위를 인식했는데, 이것은 이들 세포에서 발견된 EGFR의 보고된 수보다 약 10배 낮은 수였다.

A431 세포의 표면에 존재하는 EGFR의 수를 확인하기 위해, 
125
I-표지된 528 항체를 이용하여 스캐차드 분석을 수

행했다. 예상한 바와 같이, 이 항체는 A431 세포 표면에서 약 2x10
6
 부위에 결합했다. 따라서, mAb806은 A431

세포의 표면에 존재하는 EGFR 수용체의 일부에만 결합하는 것으로 보인다. 중요하게도, 
125
I-표지된 mAb806은 세

포수가 1x10
7
으로 증가했을지라도 모체의 U87MG 세포에는 전혀 결합하지 않았다.

mAb806 반응성은 mAb806, sc-03(EGFR의 COOH-말단 도메인에 특이적인 시판 폴리클로널 항체) 및 IgG2b 이소타[0558]

입 대조군을 사용하여 
35
S-표지화한 후 면역침전에 의해 다양한 세포주에서 추가 특성화했다. 간단히 설명하면,

세포는 5% 투석된 FCS가 보충된 메티오닌/시스테인 무함유 DMEM에서 Tran 
35
S-표지(ICN Biomedicals, Irvine,

CA)  100  mCi/ml와  16시간 동안 표지시켰다.  PBS로  세척한 후,  세포를 용해 완충액(1%  Triton  X-100,  30mM

HEPES, 15mM NaCl, 500μM 4-(2-아미노에틸)벤젠설포닐플루오라이드(AEBSF), 150nM 아프로티닌, 1μM E-64 프

로테아제 억제제, 0.5mM EDTA 및 1μM 류펩틴, pH 7.4)에서 4℃ 하에 1시간 동안 방치했다. 용해물은 12,000g에

서 10분 동안 원심분리하여 정화하고, 그 다음 적당한 항체 5㎍과 4℃에서 30분 동안 항온처리한 후, 단백질 A-

세파로스를 첨가했다. 면역침전물은 용해 완충액으로 3회 세척하고, SDS 샘플 완충액과 혼합한 뒤, 4-20% Tris/

글리신 겔을 사용하여 겔 전기영동하여 분리한 다음, 건조시키고 X선 필름에 노출시켰다.

sc-03 항체는 U87MG.△2-7 세포로부터 3개의 밴드를 면역침전시켰고; 이중선은 이들 세포에서 관찰되는 2개의[0559]

de2-7 EGFR 밴드에 대응하고, 고분자량 밴드는 wtEGFR에 대응한다(도 22 및 30). 이에 반해, mAb806은 2개의

de2-7 EGFR 밴드를 면역침전시켰고, wtEGFR은 전혀 존재하지 않았다. U87MG.wtEGFR 및 A431 세포에서 관찰되는

패턴은 본질적으로 동일했다. sc-03 항체는 A431 세포 유래의 wtEGFR에 대응하는 단일 밴드를 면역침전시켰다

(도 22 및 30). 또한, mAb806은 U87MG.wtEGFR 및 A431 세포 모두에서 유래하는 wtEGFR에 대응하는 단일 밴드를

면역침전시켰다(도 22 및 30). FACS 및 스캐차드 데이터와 일치하게, mAb806에 의해 면역침전된 EGFR의 양은 세

포 표면에 존재하는 총 EGFR보다 실질적으로 적었다. mAb806 및 sc-03이 유사한 양의 de2-7 EGFR을 면역침전한

다면, 이 수용체를 발현하는 세포에서 mAb806 항체는 EGFR의 일부만을 인식한다는 개념을 지지한다. mAb806과

528 항체 간에 비교는 동일한 패턴의 반응성을 보여주었다(데이터는 미제시). 무관련 IgG2b(mAb806의 이소타입

대조군)는 어떤 세포주 유래의 EGFR도 면역침전시키지 않았다(도 22 및 30). 동일한 조건을 사용할 때, mAb806

은 모체의 U87MG 세포 유래의 EGFR을 면역침전시키지 않았다(데이터 미제시).

mAb806은 또한 예방적 이종이식편 모델에서 U87MG 및 U87MG.Δ2-7 종양에 대한 효능에 대해 검사했다. 항체 또[0560]

는 비히클은 종양 접종 전날에 i.p. 투여하고 2주 동안 주당 3회 투여했다. 1 mg/주사의 용량에서, mAb806은

wtEGFR을 발현하는 모 U87MG 이종이식편의 성장에 어떠한 영향도 없었다 (도 9A). 이에 반해, mAb806은 U87MG.

Δ2-7 이종이식편의 성장을 용량-의존적 방식으로 상당히 억제했다 (도 9B). 종양 접종 20일 후, 대조군 동물을

희생시켰을 때, 평균 종양 용적은 대조군의 경우 1600 ± 180 mm
3
이었고, 0.1 mg/주사 그룹의 경우 상당히 더

작은 500 ± 95 mm
3
이었고(P < 0.0001), 1 mg/주사 그룹의 경우 200 ± 42 mm

3
이었다(P < 0.0001). 처리 그룹은

24일째에 희생시켰고, 이때 평균 종양 용적은 0.1 mg 처리 그룹의 경우 1300 ± 240 mm
3
이었고, 1 mg 그룹의 경

우 500 ± 100 mm
3
이었다(P < 0.005).

예방적 이종이식편 모델에서의 mAb806의 효능이 주어지면, 정착된 종양 이종이식편의 성장을 억제하는 이의 능[0561]

력을 검사했다. 항체 처리는 예방적 모델에서 기술한 바와 같았고, 단, 종양의 평균 종양 용적이 U87MG.Δ2-7

이종이식편의 경우 65 mm
3
 (이식 후 10일)에 이르고 모 U87MG 이종이식편의 경우 84 mm

3
 (이식 후 19일)에 이르

렀을 때 항체 처리를 시작했다 (실시예 10 참조). 마찬가지로, mAb806은 1 mg/주사의 용량에서도 모 U87MG 이종

이식편의 성장에 어떠한 영향도 없었다(도 10A). 이에 반해, mAb806은 U87MG.Δ2-7 이종이식편의 성장을 용량-

의존적 방식으로 상당히 억제했다(도 10B). 17일째에, 대조군 동물을 희생시키기 1일 전에, 평균 종양 용적은

대조군 그룹의 경우 900 ± 200 mm
3
이었고 0.1 mg/주사 그룹의 경우 400 ± 60 mm

3
이었고(P < 0.01), 1 mg/주사

그룹의 경우 220 ± 60 mm
3
이었다(P < 0.002). U87MG.Δ2-7 이종이식편을 IgG2b 이소타입 대조군으로 처리하여

도 종양 성장에 어떠한 영향도 없었다(데이터 미제시).

또한, mAb806에 의해 관찰된 성장 억제가 de2-7 EGFR을 발현하는 세포에 제한적인지를 조사하기 위해, 정착된[0562]

모델에서 U87MG.wtEGFR 이종이식편에 대한 효능도 조사했다. 이 세포들은 de2-7 EGFR 발현 없이 EGFR 유전자의
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증폭을 함유하는 종양 모델로 작용한다. mAb806 처리는 평균 종양 용적이 73㎣에 이르면(이식 후 22일) 시작했

다. mAb806은 비히클로 처리된 대조군 종양과 비교했을 때 확립된 U87MG.wtEGFR 이종이식편의 성장을 유의적으

로 억제했다(도 10C). 대조군 동물을 희생시킨 날, 대조군의 평균 종양 용적은 1000 ± 300㎣이고, 1mg/주사로

처리된 그룹은 500 ± 80㎣이었다(P<0.04). 

mAb806 처리 및 대조군 U87MG.△2-7 및 U87MG.wtEGFR 이종이식편 간에 잠재적 조직학적 차이를 평가하기 위해,[0563]

포르말린-고정된,  파라핀-포매된  절편을  H&E로  염색했다(도  31).  mAb806  처리된  U87MG.△2-7  이종이식편

(mAb806-처리된 이종이식편은 종양 접종 후 24일 후에 수집하고, 비히클 처리된 이종이식편은 18일째 수집했다)

및 U87MG.wtEGFR 이종이식편(mAb806 이종이식편은 종양 접종 후 42일 후에 수집하고, 비히클 처리된 이종이식편

은 37일째 수집했다; 도 31) 유래의 절편에서는 괴사 영역이 관찰되었다. 이 결과는 다수의 종양 이종이식편(각

세포주마다 n=4)에서 일관되게 관찰되었다. 하지만, 비히클로 처리된 U87MG.△2-7 및 U87MG.wtEGFR 이종이식편

유래의 절편(n=5)은 mAb806 처리 후 관찰된 동일한 괴사 영역을 나타내지 않았다(도 31). 또한, 동일한 시점에

분리한 비히클 및 mAb-처리된 이종이식편은 종양 괴사에서도 이러한 차이를 나타냈다(데이터 미제시). 따라서,

관찰된 괴사의 증가는 mAb806-처리된 이종이식편에 사용된 더 긴 성장 기간에 의해 일어나지 않았다. 또한,

mAb806-처리된 U87MG 이종이식편 유래의 절편은 H&E에 의해서도 염색되었고, 어떤 괴사 영역도 나타내지 않았으

며(데이터 미제시), 이것은 mAb806 결합이 세포 생존도의 감소를 유도하여 종양 이종이식편 내에 증가된 괴사를

초래한다는 가설을 지지한다.

U87MG, U87MG.△2-7 및 U87MG.wtEGFR 이종이식편 절편의 면역조직화학 분석은 mAb806 처리 후 de2-7 및 wtEGFR[0564]

발현 수준을 측정하기 위해 수행했다 (도 32). 예상한 바와 같이, 528 항체는 처리된 종양과 대조군 종양 간에

분명한 염색 강도의 감소 없이 모든 이종이식편 절편을 염색했다(도 32). U87MG 절편의 염색은 mAb806에 의해

검출할 수 없었고; 하지만, U87MG.△2-7 및 U87MG.wtEGFR 이종이식편 절편의 양성 염색은 관찰되었다(도 32).

대조군과 처리된 U87MG.△2-7 및 U87MG.wtEGFR 이종이식편 간에 mAb806 염색 강도는 차이가 없었는데, 이는 항

체 처리가 mAb806 반응성이 없는 변형 클론의 선택을 유도하지는 못한다는 것을 시사한다.

mAb806의 항종양 효과가 U87MG 세포에 제한적이지 않음을 입증하기 위해, 항체는 A431 이종이식편 함유 마우스[0565]

에 투여했다. 이 세포들은 증폭된 EGFR 유전자를 함유하고 약 2x10
6
 수용체/세포를 발현한다. 본 발명자들은 종

래 mAb806이 이러한 EGFR의 약 10%에 결합하고 A431 이종이식편을 표적화한다고 보고한 바 있다(Garcia et al.

(1993)  Expression  of  mutated  epidermal  growth  factor  receptor  by  non-small  cell  along  carcinomas.

Cancer Res. 53, 3217-3220). mAb806은 종래 기술된 예방적 이종이식편 모델에서 조사했을 때 A431 이종이식편

의 성장을 유의적으로 억제했다(도 11A). 13일째, 대조군 동물을 희생시켰을 때, 평균 종양 용적은 비히클-처리

된 그룹에서는 1400±150㎣이고, 1 mg/주사 처리 그룹에서는 260±60㎣이었다(P<0.001). 별도의 실험에서, mAb

0.1mg의 용량도 역시 예방적 모델에서 A431 이종이식편의 성장을 유의적으로 억제했다(P < 0.05) (데이터 미제

시) (실시예 10 참조).

예방적 A431 이종이식편 모델에서 mAb806의 효능이 제공되면, 정착된 종양 이종이식편의 성장을 억제하는 능력[0566]

도 조사했다. 항체 처리는 예방적 모델에서 기술된 바와 같고, 단 종양이 평균 종양 용적 200 ± 20㎣에 이를

때까지 시작하지 않았다. mAb806은 정착된 A431 이종이식편의 성장을 유의적으로 억제했다(도 11B). 13일째, 대

조군 동물을 희생시킨 날, 평균 종양 용적은 대조군의 경우 1100±100㎣이고, 1mg/주사 그룹의 경우 450±70㎣

였다(P<0.0001).

실시예 19[0567]

키메라 806 항체의 작제, 발현 및 분석[0568]

카메라 항체는 예컨대 마우스, 래트 또는 다른 종의 중쇄 및 경쇄 가변 영역이 사람 중쇄 및 경쇄 영역에 결합[0569]

된 분자의 한 클래스이다. 키메라 항체는 재조합 생산된다. 키메라 항체의 1가지 장점은 이 항체가 이종항원 효

과, 즉 비-사람 항체(예컨대, 마우스, 래트 및 다른 종)의 고유 면역원성을 감소시킬 수 있다는 점이다. 또한,

재조합 제조된 키메라 항체는 종종, 특히 높은 수준의 발현 벡터를 이용할 때 다량으로 생산될 수 있다.

높은 수준의 생산 시, 가장 널리 사용되는 포유동물 발현계는 디하이드로폴레이트 리덕타제 결손성("dhfr-") 중[0570]

국 햄스터 난소 세포에 의해 제공되는 유전자 증폭 절차를 이용하는 것이다. 이 계는 당업자에게 잘 알려져 있

다. 이 계는 디하이드로폴레이트의 테트라하이드로폴레이트로의 변환을 촉진하는 DHFR 효소를 암호화하는 디하

이드로폴레이트 리덕타제 "dhfr" 유전자를 기반으로 한다. 높은 생산을 달성하기 위해, dhfr-CHO 세포는 원하는

단백질을 암호화하는 유전자와 함께 기능성 DHFR 유전자를 함유하는 발현 벡터로 형질감염시킨다. 이 경우에,
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원하는 단백질은 재조합 항체 중쇄 및/또는 경쇄이다.

경쟁적 DHFR 억제제 메토트렉세이트(MTX)의 양을 증가시키면, 재조합 세포는 dhfr 유전자를 증폭시켜 내성을 발[0571]

생시킨다. 표준 케이스에서, 사용된 증폭 단위는 dhfr 유전자 크기보다 훨씬 크며, 결과적으로 항체 중쇄가 공

동증폭된다.

항체 쇄와 같은 단백질의 대량 생산이 필요한 경우, 발현 수준과 이용되는 세포의 안정성은 모두 중요하다. 장[0572]

기 배양 시, 재조합 CHO 세포 집단은 하나의 모체 클론에서 유래할지라도 증폭 동안 특이적 항체 생산성 면에서

동질성을 상실한다.

키메라 항체의 재조합 발현에 사용하기 위해 바이시스트론성 발현 벡터를 제조했다. 이 바이시스트론성 발현 벡[0573]

터는 "내부 리보솜 진입 부위" 또는 "IRES"를 이용한다. 키메라 항-EGFR을 생산하기 위한 이러한 작제물에서,

면역글로불린 쇄와 선택성 마커 cDNA는 IRES를 통해 연결된다. IRES는 세포의 트랜스-작용성 인자의 도움으로

mRNA에서 내부 개시인자 코돈에 작은 리보솜 서브유닛을 동원하는 시스-작용성 인자이다. IRES는 진핵생물 세포

에서 폴리시스트론성 전사 단위로부터 2종 이상의 단백질의 발현을 촉진한다. 선택성 마커 유전자가 캡 의존적

방식으로 해독되는 바이시스트론성 발현 벡터, 및 IRES 의존적 방식의 당해 유전자의 사용은 다양한 실험 방법

에 적용했다. IRES 인자는 세포 형질전환, 유전자전이성 동물의 생산, 재조합 단백질 생산, 유전자 요법, 유전

자 트래핑 및 유전자 표적화를 위해 벡터에 성공적으로 혼입되었다.

키메라 항체 806(ch806) 작제 개요[0574]

키메라 806 항체는 모체 쥐 하이브리도마 유래의 806 항체의 VH 및 VL 쇄를 표준 분자생물학 기술로 클로닝하여[0575]

생산했다. 그 다음, VH 및 VL 쇄는 pREN 포유동물 발현 벡터에 클로닝했고, 이의 구성은 서열번호 7과 서열번호

8에 제시했고, 증폭 및 발현을 위해 CHO 세포(DHFR-/-ve)에 형질감염시켰다. 간략히 설명하면, 트립신처리 후,

4x10
6
 CHO 세포를 표준 조건 하에 전기천공을 사용하여 각 LC 및 HC 발현 벡터 10㎍으로 공동형질감염시켰다.

실온에서 10분 휴식 기간 후, 세포를 15ml 배지(첨가제와 함께 10% 소 태아 혈청, 하이포잔틴/티미딘 보충)에

첨가하고 15x10cm 세포 배양 페트리디쉬로 이동시켰다. 그 다음, 플레이트를 정상 조건 하에 항온배양기에 2일

동안 방치했다.

이 시점에, 젠타마이신, 5nM 메토트렉세이트의 첨가, 소 태아 혈청의 투석된 소 태아 혈청으로의 교체, 및 하이[0576]

포잔틴/티미딘 제거를 시작으로 배지로부터 LC 및 HC 모두로 성공적으로 형질감염된 클론을 선택했다. 형질감염

후 17일째, 선택 조건 하에 성장한 개별 클론을 채취하고, 키메라 806 항체의 발현에 대해 선별했다. 선별을 위

해 ELISA를 이용했고, 이것은 ELISA 플레이트를 변성된 가용성 EGF 수용체(변성된 EGFR은 806 결합을 허용하는

것으로 알려져 있다)로 코팅하는 것으로 이루어졌다. 이 분석은 개별 클론들의 생산 수준의 선별 및 선별되는

항체의 기능성을 선별한다. 모든 클론은 기능성 ch806을 생산하는 것으로 관찰되었고, 최고의 생산자를 취하고

증폭을 위해 증대시켰다. 생산되는 ch806의 수준을 증폭시키기 위해, 최고 생산 클론을 더 높은 메토트렉세이트

농도(100nM 대 5nM) 하에 재선택했다. 이것은 전술한 절차를 이용하여 수행했다.

그  다음,  100nM  MTX에서  성장하는  클론은  생산  수준의  측정,  혈청  탈피  및  세포  뱅킹을  위해  Biological[0577]

Production Facility, Ludwig Institute(Melbourne, Australia)로 넘겼다. 세포주는 회전병에서 약 10mg/리터

을 안정하게 생산하는 것으로 관찰되었다.

pREN ch806 LC neo 벡터의 핵산 서열은 서열번호 7에 제시했다. pREN ch806 HD DHFR 벡터의 핵산 서열은 서열[0578]

번호 8에 제시했다.

도 33은 IRES를 이용하는 벡터 pREN-HC 및 pREN-LC를 도시한 것이다. pREN 바이시스트론성 벡터 시스템은 본원[0579]

에 참고인용되는 2002년  2월  13일자 출원된 공동-계류중인 미국 특허 출원 60/355,838에 기술 및 개시되어

있다.

ch806은 쥐의 모체 항체와 동일한 결합 특이성을 키메라 806이 나타낸다는 것을 입증하기 위해 FACS 분석으로[0580]

평가했다. 분석은 야생형 세포(U87MG 모 세포), EGF 수용체를 과발현하는 세포(A431 세포 및 UA87.wtEGFR 세포)

및 UA87.△2-7 세포를 사용하여 수행했다(데이터는 미제시). mAb806 및 ch806의 유사한 결합 특이성은 EGFR을

과발현하는 세포와 de2-7 EGFR을 발현하는 세포를 사용하여 수득했다. 야생형 세포에서는 어떠한 결합도 관찰되

지 않았다. U87MGde2-7 세포 사용 시, 방사능표지된 ch806의 결합 친화성은 6.4x10
9
 M

-1
 인 것으로 나타났다(데

이터 미제시).
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ch806 항체의 생체분포 분석은 U87MG-de2-7 이종이식편 종양을 보유한 BALB/c 누드마우스에서 수행했고, 결과는[0581]

도 34에 제시했다. 마우스에게 5㎍의 방사능표지된 항체를 주사하고, 8시간, 24시간, 48시간 및 74시간째 각 시

점마다 4마리씩 희생시켰다. 기관을 수집하고, 칭량한 뒤, 방사능활성을 감마 계수기로 측정했다. 
125
I-표지된

ch806은, 74시간 동안 높은 종양 흡수 및 누적 종양 잔류를 보유하는 
111
In-표지된 ch806에 비해, 종양에 대한

감소된 표적화를 나타낸다. 74시간째, 
111
In-표지된 항체는 약 30% ID/g 조직 및 종양 대 혈액 비 4.0을 나타낸

다(도 35). 
111
In-표지된 ch806은 간, 비장 및 신장에서 약간 비특이적 잔류를 나타낸다. 이것은, 이 동위원소의

사용 시에 일반적인 것으로, 시간이 지날수록 감소하고, 이는 이 결합이 ch806에 비특이적이며 
111
In 결합 때문

이라는 것을 지지한다.

키메라 항체 ch806은 정착된 종양 모델에서 치료 효능에 대해 평가했다. PBS 100㎕ 중의 3x10
6
 U87MG.△2-7세포[0582]

를 4 내지 6 주령의 암컷 누드 마우스(Animal Research Center, Western Australia, Australia)의 양 옆구리에

피하 접종했다. mAb806은 양성 대조군으로 포함되었다. 결과는 도 36에 제시했다. 처리는 종양이 평균 용적이

50㎣에 이르렀을 때 시작했고, 제시된 날짜에 총 5회 주사로 복강내 제공되는 ch806 또는 mAb806 1mg으로 이루

어졌다. 종양 용적(㎣)은 (길이x폭
2
)/2의 식으로 측정했다(여기서, 길이는 최장 축이고, 폭은 길이에 대해 직각

에서 측정했다). 데이터는 각 처리군마다 평균 종양 용적 +/- S.E.로 나타냈다. ch806 및 mAb806은 U87MG.△2-7

이종이식편에 대하여 거의 동일한 항-종양 활성을 나타냈다.

Ch806 면역 작용인자 기능 분석[0583]

재료 및 방법[0584]

항체 및 세포주[0585]

쥐 항-de2-7 EGFR 모노클로널 mAb806, 키메라 항체 ch806(IgG1) 및 대조군 이소타입 부합된 키메라 항-G250 모[0586]

노클로널 항체 cG250은 Biological Production Facility, Ludwig Institute for Cancer Research(Melbourne,

Australia)에서 준비했다. 보체-의존적 세포독성(CDC) 및 항체-의존적 세포-세포독성(ADCC) 분석은 표적 세포로

서 U87MG.de2-7 및 A431 세포를 이용했다. 종래 기술된 U87MG.de2-7 세포주는 de2-7EGFR을 함유하는 레트로바

이러스로 감염된 사람 성상세포종 세포주이다(Nishikawa et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A. 91,

7727-31). 사람 편평상피암종 A431 세포는 American Type Culture Collection(Manassas, VA)에서 구입했다. 모

든 세포주는 10% 열불활성화된 FCS(CSL, Melbourne, Australia), 100 유닛/ml 페니실린 및 100㎍/ml 스트렙토

마이신이 보충된 Glutamax(Life Technologies, Melbourne, Australia) 보유 DMEM/F-12에서 배양했다. 레트로바

이러스 형질감염된 U87de2-7 세포에 대한 선택을 유지하기 위해, 400㎍/ml의 G418을 배지에 첨가했다.

사람 말초 혈액 단핵 세포(PBMC) 작용인자 세포의 제조[0587]

PBMC는  건강한  지원자의  공여체  혈액으로부터  분리했다.  헤파리처리된  전체  혈액을  Ficoll-Hypaque(ICN[0588]

Biomedical Inc., Ohio, USA)에서의 밀도 원심분리에 의해 분별화했다. PBMC 분획을 수집하고, 100 U/ml 페니

실린 및 100 ㎍/ml 스트렙토마이신, 2mM L-글루타민 보충되고 5% 열불활성화된 FCS를 함유하는 RPMI
+
 1640으로

3회 세척했다.

표적 세포의 제조[0589]

CDC 및 ADCC 분석은 종래 공개된 방법의 변법으로 수행했다(Nelson, D. L. et al. (1991) In: J. E. Colignan,[0590]

A.  M.  Kruisbeek,  D.  D.  Margulies,  E.  M.  Shevach,  and  W.  Strober  (eds.),  Current  Protocols  in

Immunology,  pp.  7.27.1.  New  York:  Greene  Publishing  Wiley  Interscience).  간략히 설명하면, 5x10
6
 표적

U87MG.de2-7 및 A431 세포를 1x10
6
 세포당 50 μCi

5l
Cr(Geneworks, Adelaide, Australia)로 표지화하고, 37℃에

서 2시간 동안 항온처리했다. 그 다음, 세포를 PBS(0.05M, pH 7.4)로 3회 세척하고, 4번째는 배양 배지로 세척

했다. 표지된 세포의 분취량(1x10
4
 세포/50㎕)을 96웰 미세역가 플레이트(NUNC, Roskilde, Denmark)의 각 웰에

첨가했다.

CDC 분석[0591]

50㎕ 표지된 표적 세포에, 50㎕ ch806 또는 이소타입 대조군 항체 cG250을 농도 범위 0.00315 - 10㎍/ml에서 3[0592]

공개특허 10-2018-0125044

- 76 -



반복으로 첨가하고 얼음 상에서 5분 동안 항온처리했다. 그 다음, 1:3 최종 희석률의 혈청을 만들기 위해 새로

제조한 건강한 공여체 보체(혈청) 50㎕를 첨가했다. 미세역가 플레이트는 37℃에서 4시간 동안 항온처리했다.

원심분리 후, 상청액 중의 방출된 
51
Cr을 계수했다(Cobra II 자동 감마 계수기, Canberra Packard, Melbourne,

Australia). 특이적 용해율은 실험적 
51
Cr 방출, 총(50㎕ 표적 세포 + 100㎕ 10% Tween 20) 및 자발적(50㎕ 표

적 세포 + 100㎕ 배지) 방출로부터 계산했다.

ADCC 분석[0593]

건강한 공여체 PBMC에 의해 수행되는 ch806-매개의 ADCC는 2회의 4시간 
51
lCr 방출 분석으로 측정했다. 1차 분[0594]

석에서, 표지된 표적 세포는 작용인자 세포와 함께 96웰 "U" 바닥 마이크로플레이트(NUNC, Roskilde, Denmark)

에 작용인자/표적(E:T)  세포 비 50:1  하에 평판배양했다.  ADCC  활성 측정을 위해 0.00315  -  10  ㎍/ml(최종

농도)의 검사 항체 및 대조군 항체를 각 웰에 3반복으로 첨가했다. 2차 ADCC 분석에서, ch806의 ADCC 활성은 1

㎍/ml의 일정한 검사 항체 농도 하에 일정 범위의 작용인자:표적 세포 비에서 모체 쥐 mAb806과 비교했다. 두

분석 모두, 미세역가 플레이트는 37℃에서 4시간 동안 항온처리한 뒤, 50㎕ 상청액을 각 웰로부터 수집하고 방

출된 
51
Cr을 감마 계수기(Cobra II 자동 감마 계수기, Canberra Packard, Melbourne, Australia)로 측정했다.

분석에 포함된 대조군으로 자발적 방출(배지 단독) 및 총 방출(10% Tween20/PBS)에 대해 보정했다. 동일한 서브

클래스 항체를 이용한 적당한 대조군을 나란히 실험했다.

세포 용해율(세포독성)은 다음 식에 따라 계산했다:[0595]

[0596]

세포독성(%)은 항체 농도(㎍/ml)에 대하여 플로팅했다.[0597]

결과[0598]

CDC 분석 결과는 도 37에 제시했다. 최소 CDC 활성은 이소타입 대조군 cG250에서 관찰되는 것과 비슷한 CDC를[0599]

보유한 최고 10㎍/ml ch806의 존재 하에 관찰되었다.

E:T 비율 50:1에서 표적 U87MG.de2-7 및 A431 세포에 대한 ch806 매개의 ADCC는 도 38에 제시했다. 효과적인[0600]

ch806 특이적 세포독성은 표적 U87MG.de2-7 세포에 대해 나타났지만, 최소 ADCC는 A431 세포 상의 ch806에 의해

매개되었다.  달성된  세포독성  수준은  두  세포  집단에  존재하는  ch806  결합  부위의  수를  반영한다.  표적

U87MG.de2-7 세포는 ch806에 의해 특이적으로 인식되는 약 1x10
6
 de2-7EGFR을 발현하는 반면, A431 세포에서 발

현되는 1x10
6
 야생형 EGFR 분자의 한 서브세트만이 ch806에 의해 인식된다(상기 실시예 참조).

추가 ADCC  분석은 표적 U87MG.de2-7  세포에 존재하는 1㎍/ml ch806에 의해 매개되는 ADCC와 1㎍/ml 모체 쥐[0601]

mAb806에 의해 매개되는 ADCC를 비교하기 위해 수행했다. 결과는 도 39에 제시했다. mA806의 키메라화는 E:T 비

율 25:1 및 50:1에서 실시할 때, 모체 쥐 mAb에 의해 달성된 ADCC를 30% 이상의 세포독성으로 현저히 향상시켰

다.

모체 쥐 mAb806 면역 작용인자 기능의 결핍은 키메라화 후 현저하게 향상되었다. ch806은 양호한 ADCC를 매개하[0602]

지만, 최소의 CDC 활성을 매개한다.

실시예 20[0603]

키메라 항체 ch806에 대한 항-유전자형 항체의 제조[0604]

mAb806 또는 ch806의 임상 평가를 보조하기 위해, 항체의 혈청 약동학을 모니터하고 마우스-사람 키메라 항체에[0605]

대한 임의의 면역 반응을 정량분석하기 위해 실험실 분석을 필요로 한다. 마우스 모노클로널 항-유전자형 항체

(항-ids)를  제조하고  환자  혈청  샘플에서  ch806을  측정하기  위한  ELISA  시약으로서  적합한지에  대해

특성화하고, 사람 항-키메라 항체 면역 반응 분석에서 양성 대조군으로 사용한다. 이 항-유전자형 항체는 또한

환자 중에서 자연적인 항-EGFR 항체 반응을 생성하여 치료 또는 예방적 백신으로 유용하게 사용되기도 한다.

항-유전자형 항체를 제조하는 방법은 당업계에 공지되어 있다(Chatterjee et al., 2001; Uemura et al., 1994;[0606]

Steffens et al., 1997; Safa and Foon, 2001; Brown and Ling, 1988).
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간단히 설명하면, 마우스 모노클로널 항-유전자형 항체(항-ids)를 다음과 같이 제조했다. ch806으로 면여고하된[0607]

마우스의 비장세포를 SP2/0-AG14 형질세포종 세포와 융합시키고, 항체 생산 하이브리도마를 ch806에 대한 특이

적 결합 및 항원에 대한 경쟁적 결합에 대해 ELISA를 통해 선택했다(도 40). 먼저 25개의 하이브리도마를 선택

했고, ch806, mAb806에 대한 특이적 결합을 나타내고 ch806 또는 mAb806 항원 결합 활성을 중화시킬 수 있는 항

체를 분비하는, LMH-11, -12, -13 및 -14로 지칭되는 4가지를 선택했다(도 41). ch806/mAb806 유전자형 또는

CDR 영역의 인식은 정제된 폴리클로널 사람 IgG와의 교차반응성의 결여에 의해 증명되었다.

혈청 샘플에서 ch806의 측정을 돕는 쉽게 입수할 수 있는 재조합 항원 de2-7 EGFR의 부재 하에, 임상 샘플의[0608]

ch806을 측정하기 위한 민감한 특이적 ELISA의 개발에 806 가변 영역에 동시 결합하는 신규 항-유전자형 ch806

항체의 능력을 이용했다(도 42). 포획을 위해 LMH-12를 이용하고 검출을 위해 비오티닐화된-LMH-12를 이용하여,

확인된 ELISA는 검출 한계 3ng/ml 하에 혈청의 ch806(2㎍/ml-1.6ng/ml)을 측정하는데 매우 재현성이 있는 결합

곡선을 입증했다(n=12; 1-100ng/ml, 분산계수 <25%; 100ng/ml-5㎍/ml, 분산계수 <15%). 배경 결합은 검사된 3

명의 건강한 공여체 혈청에서 분명하지 않았고, 이소타입 대조군 hu3S193에서는 무시할 수 있는 정도의 결합이

관찰되었다. 하이브리도마는 높은 수준의 항체 LMH-12를 생산하고, 임상 샘플에서 임의의 면역 반응을 정량하고

ch806을 측정할 수 있도록 대량 생산을 계획한다(Brown and Ling, 1988).

결과[0609]

마우스 면역화 및 면역전 및 면역후 혈청 샘플의 하이브리도마 클론 선택 면역반응성은 고역가 마우스 항-ch806[0610]

및 항-huIgG mAb의 발생을 시사했다. huIgG가 아닌 ch806에 결합한 항체를 생산하는 25종의 하이브리도마가 먼

저 선택되었다. 이 하이브리도마 중 일부의 결합 특성은 도 42A 및 42B에 제시했다. 이러한 항-ch806 하이브리

도마 중 높은 친화성 결합을 나타내는 4가지(클론 3E3, SB8, 9D6 및 4D8)를 이어서 한계 희석에 의해 단세포로

부터 클론 증대하도록 하고, LMH(Ludwig Institute for Cancer Research Melbourne Hybridoma)-11, -12, -13

및 -14로 각각 지칭했다(도 42).

선택된 항-유전자형 항체의 결합 활성 및 차단 활성[0611]

항-ch806 항체가 2종의 ch806 항체에 동시에 결합하는 능력은 혈청 ch806 수준을 측정하는 ELISA의 시약으로서[0612]

사용하기에 바람직한 특징이다. 클론 하이브리도마 LMH-11, -12, -13 및 -14는 동시 결합성을 나타냈다(데이터

미제시).

클론 증대 후, 하이브리도마 배양 상청액은 sEGFR621과 ch806 또는 mAb806 항원 결합 활성을 중화시키는 능력에[0613]

대해 ELISA로 조사했다. 결과는 sEGFR 코팅된 플레이트에 대한 ch806 및 쥐 mAb806 결합이 모두 용액내에서 차

단되어 항-유전자형 mAb LMH-11, -12, -13 및 -14의 길항제 활성을 입증했다(LMH-11, -12, -13의 경우 도 41).

회전병에서 대량 배양 후, 확립된 하이브리도마 클론, LMH-11, -12, -13 및 -14의 결합 특이성은 ELISA로 증명[0614]

했다. LMH-11 내지 -14 항체는 마우스 모노클로널 항체 이소타입화 키트에 의해 이소타입 IgG1κ로 확인되었다.

임상 혈청 샘플 중의 ch806 약동학 ELISA 분석 개발[0615]

혈청 샘플 중의 ch806의 측정을 돕기 위해, 806 가변 영역에 동시에 결합하는 항-유전자형 ch806 항체의 능력은[0616]

임상 샘플에서 ch806의 민감하고 특이적인 ELISA 분석의 개발에 이용했다. 3가지 정제된 클론 LMH-11, -12 및

-13(각각 도 49B 및 49C)을 혈청 중의 결합된 ch806을 포획한 뒤 검출하는 능력에 대해 비교했다. 포획에 대해

서는 LMH-12(10㎍/ml)를 사용하고 검출에 대해서는 비오티닐화된 LMH-12를 사용하여 나타낸 결과는 혈청 중의

ch806에 대해 최고의 감도를 나타냈고(3ng/ml), 배경 결합은 무시할 정도였다.

포획과 검출을 위해, 각각 1 ㎍/ml 항-유전자형 LMH-12 및 1 ㎍/ml 비오티닐화된 LMH-12를 사용한 최적의 약동[0617]

학 ELISA 조건을 확립한 후, 이 방법의 유효성을 확인했다. 3가지 다른 ELISA를 이소타입 대조군 hu3S193과 1%

BSA/배지 또는 3명의 건강한 공여체 유래의 공여체 혈청 중의 ch806을 측정하기 위해 4반복으로 수행했다. 확인

결과는 도 43에 제시했고, 이는 3ng/ml 검출 한계로 혈청 중의 ch806(2 ㎍/ml 내지 1.6 ng/ml)을 측정하기에 매

우 재현성 있는 결합 곡선임을 증명했다(n=12; 1-100ng/ml, 분산 계수 <25%; 100 ng/ml - 5 ㎍/ml, 분산 계수

<15%). 검사된 어떠한 3가지 혈청도 배경 결합은 확인되지 않았고, 이소타입 대조군 hu3S193에 의해 무시할 정

도의 결합이 관찰되었다.

실시예 21[0618]

탄수화물 구조와 항체 인식의 평가[0619]
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EGFR, 즉 증폭 EGFR 및 de2-7 EGFR이 mAb806 항체에 의해 결합 및 인식되는데 있어서 탄수화물 구조의 역할을[0620]

추가로 평가하기 위해 실험을 수행했다.

탄수화물  구조가  mAb806  에피토프에  직접 수반되는지 측정하기 위해,  CHO  세포에서 발현된 재조합 sEGFR을[0621]

PNGase F로 처리하여 N-결합된 글리코실화를 제거했다. 처리 후, 단백질을 SDS-PAGE로 분리하고, 막으로 전이시

킨 뒤, mAb806으로 면역블로팅했다(도 44). 예상한 바와 같이, 탈글리코실화된 sEGFR은 SDS-PAGE에서 보다 빠르

게 진행했고, 이것은 탄수화물이 성공적으로 제거되었음을 시사한다. mAb806 항체는 탈글리코실화된 물질에 분

명하게 결합했고, 이는 항체 에피토프가 본래 펩타이드이며 오로지 글리코실화 에피토프인 것은 아니라는 것을

입증한다.

35
S로  대사적으로 표지된 세포주로부터 제조된 용해물은 EGFR  지향성인 여러 항체에 의해 면역침전되었다(도[0622]

45). 예상한 것처럼, 528 항체는 U87MG.△2-7 세포로부터 3개의 밴드를 면역침전시켰는데, 상위 밴드는 야생형

(wt) EGFR에 대응하고, 하위 2개의 밴드는 de2-7 EGFR에 대응한다. 이러한 2개의 de2-7 EGFR 밴드는 종래 보고

된 바 있고, 차등 글리코실화를 나타내는 것으로 생각된다(Chu et al. (1997) Biochem. J. Jun 15; 324 (Pt

3): 885-861). 이에 반해, mAb806은 오로지 2개의 de2-7 EGFR 밴드를 면역침전시켰고, 야생형 수용체는 과노출

후에도 전혀 존재하지 않았다(데이터 미제시). 흥미롭게도, mAb806은 528 항체에 비해, 하위 de2-7 EGFR 밴드와

증가된 상대적 반응성을 나타냈으나, 상위 밴드와는 감소된 반응성을 나타냈다. EGFR의 C-말단 도메인에 지향성

인 시판 토끼 폴리클로널 항체인 SC-03 항체는, 이 항체에 의해 면역침전된 수용체의 총량이 상당히 적더라도,

528 항체에 의해 관찰되는 것과 같은 3개의 EGFR 밴드를 면역침전시켰다. mAb806의 대조군으로서 무관련 IgG2b

항체를 사용할 때 관찰되는 밴드는 없었다(실시예 18 참조).

528  항체는 U87MG.wtEGFR  세포로부터 야생형 수용체에 대응하는 단일 밴드를 면역침전시켰다(도 45).  또한,[0623]

mAb806은 이 세포들로부터 단일 밴드를 면역침전시켰지만, 이 EGFR 밴드는 분명히 528 반응성 수용체보다 더 빠

르게 이동했다. SC-03 항체는 U87MG.wtEGFR 세포로부터 두 EGFR 반응성 밴드를 면역침전시켰고, 이것은 mAb806

과 528이 이 세포의 전세포 용해물에 존재하는 여러 형태의 EGFR을 인식한다는 추가 확인시켜준다.

U87MG.wtEGFR  세포에서 관찰되는 것처럼,  528  항체는 A431  세포로부터 단일 EGFR  밴드를 면역침전시켰다(도[0624]

45). 528 반응성 EGFR 밴드는 이러한 저농도 겔(6%)에서 매우 넓었고, 이것은 아마도 수용체 글리코실화의 다양

성을 반영한다. 또한, mAb806과 면역침전된 후에도 단일 EGFR 밴드가 관찰되었다. 이 EGFR 밴드는 528 전체 넓

은 반응성 밴드보다 상당히 빠르게 이동하지 않았지만, 넓은 528 밴드의 첨단에 재현성 있는 방식으로 위치해

있었다. U87MG.△2-7 세포 용해물과 달리, A431 용해물로부터 mAb806에 의해 면역침전된 EGFR의 총 양은 528 항

체에 의해서보다 훨씬 적었고, 이는 mAb806이 상기 세포들의 표면에 존재하는 EGFR의 일부만을 인식함을 보여주

는 당해의 스캐차드 데이터와 일치하는 결과이다(실시예 4 참조). SC-03에 의한 면역침전은 528 항체에서와 같

이 넓은 단일 EGFR 밴드를 산출했다. 유사한 결과는 HN5 세포에 의해서도 수득되었다(데이터 미제시). 종합해보

면, 이 데이터는 mAb806이 더 빠르게 이동하는 EGFR 종과 우선적으로 반응한다는 것을 시사하며, 이것은 수용체

의 여러 글리코실화된 형태를 나타낼 수 있다.

수용체 프로세싱의 어떤 단계에서 mAb806 반응성이 나타나는지를 측정하기 위해, 펄스/체이스(pulse/chase) 실[0625]

험을 수행했다. A431 및 U87MG.△2-7 세포에 
35
S 메티오닌/시스테인으로 5분 동안 펄스를 가하고, mAb806 또는

528과 면역침전 전에 다양한 시간 동안 37℃에서 항온처리했다(도 46). A431 세포에서 528 항체와의 면역침전

패턴은 EGFR에 특이적인 입체형태 의존적 항체에 전형적인 것이었다. 0분(즉, 펄스 5분 후)에 소량의 수용체가

면역침전했고, 표지된 EGFR의 양은 각 시점마다 증가했다. 또한, 수용체의 분자량도 시간이 경과함에 따라 함께

증가했다. 이에 반해, mA806 반응성 EGFR 물질은 0분째 높은 수준으로 존재했고, 20분째 최고점이었으며, 그 다

음 각 시점마다 감소했다. 따라서, mAb806은 초기 프로세싱 단계에서 발견되는 EGFR의 형태를 우선적으로 인식

하는 것으로 보인다.

펄스-표지된 U87MG.△2-7 세포에서 관찰되는 항체 반응성은 더욱 복잡했다. 0분째 528 항체에 의한 면역침전은[0626]

하위 de2-7 EGFR 밴드의 소량이 표지되었음을 나타냈다(도 46). 528 반응성 de2-7 EGFR 하위 밴드의 양은 시간

이 경과함에 따라 증가했고, 60분째 최고이고, 2시간 및 4시간째 서서히 감소했다. de2-7 EGFR의 표지된 상위

밴드는 60분까지 유의적인 양이 검출되지 않았고, 그 이후에는 마지막 시점까지 계속 증가했다. 이것은 분명히

상위 de2-7 EGFR이 수용체의 더욱 성숙한 형태라는 것을 시사한다. 또한, mAb806 반응성은 시간 경과 연구 동안

변화했지만, mAb806은 de2-7 EGFR의 하위 밴드를 우선적으로 침전시켰다. 실제로, 표지화 후 4시간까지 mAb806

상위 밴드의 유의적인 수준은 관찰되지 않았다.
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상기 실험은 mAb806이 de2-7 및 wtEGFR의 더욱 미성숙한 글리코실화 형태와 우선적으로 반응한다는 것을 시사한[0627]

다. 이 가능성은 
35
S 메티오닌/시스테인으로 밤새 표지된 여러 세포주 유래의 EGFR을 면역침전시킨 뒤, 수득되는

침전물을 엔도글리코시다제 H(엔도 H) 분해시켜 검사했다. 이 효소는 복합 탄수화물(즉, 성숙 글리코실화)은 그

대로  두면서  단백질로부터  고  만노스  형  탄수화물(즉,  미성숙  글리코실화)을  우선적으로  제거한다.  표지된

U87MG.△2-7 세포 용해물의 528, mAb806 및 SC-03에 의한 면역침전 및 엔도 H에 의한 분해는 유사한 결과를 제

공했다(도 47).

예상한 바와 같이, 하위 de2-7 EGFR 밴드는 엔도 H 분해에 충분히 민감해서, 엔도 H 분해 후 SDS-PAGE에서 더[0628]

빠르게 이동했고, 이것은 이 밴드가 de2-7  EGFR의 고 만노스 형태를 나타낸다는 것을 입증한다. 상위 de2-7

EGFR  밴드는  엔도  H  분해에  본질적으로  내성이어서,  엔도  H  분해  후에도  매우  약간의  이동  차이만을

보여주었고, 이것은 탄수화물 구조의 대부분이 복합 형태인 것을 시사한다. 효소 분해 후 상위 밴드의 분자량의

적지만 재현성이 있는 감소는 상위 de2-7 EGFR 밴드에 존재하는 탄수화물이 주로 복합 형태이지만, 일부 고 만

노스 구조를 보유한다는 것을 시사한다. 흥미롭게도, 이 세포들은 또한 528 면역침전 후 분명하게 볼 수 있는

내인성 wtEGFR을 소량 발현한다. 또한, 엔도 H 분해 후 야생형 수용체의 분자량은 적지만, 분명히 감소했고, 이

것 역시 고 만노스 구조를 함유한다는 것을 시사한다.

면역침전된 wtEGFR의 엔도 H 분해에 대한 민감성은 U87MG.wtEGFR 및 A431 세포 모두에서 유사했다(도 47). 528[0629]

항체에 의해 침전된 물질의 대부분은 엔도 H 효소에 내성이었지만, 이 물질의 소량은 고 만노스 형태였다. 다시

한번 엔도 H 분해 후 wtEGFR의 분자량이 약간 감소했고, 이것은 약간의 고 만노스 구조를 함유한다는 것을 시사

한다. SC-03 항체를 이용한 결과는 528 항체와 유사했다. 이에 반해, mAb806에 의해 침전된 EGFR의 대부분은

U87MG.wtEGFR 및 A431 세포 모두에서 엔도 H에 민감했고, 이것은 mAb806이 EGFR의 고 만노스 형태를 우선적으로

인식한다는 것을 확인시켜준다. HN-5 세포에서도 유사한 결과가 수득되었는데, mAb806에 의해 침전된 물질의 대

부분은 엔도 H 분해에 민감했지만, mAb528 및 SC-03에 의해 침전된 물질의 대부분은 엔도 H 분해에 내성이었다

(데이터 미제시).

A431 세포주의 세포 표면 요오드화는 
125
I로 수행한 뒤, 806 항체와 면역침전시켰다. 표면 요오드화의 프로토콜[0630]

은 다음과 같다: 세포 용해, 면역침전, 엔도 H 분해, SDS PAGE 및 방사능사진촬영은 전술한 바와 같다. 표지화

를 위해, 세포는 10% FCS 보유 배지에서 성장시키고, EDTA로 탈착시킨 뒤, PBS로 2회 세척하고, 그 다음 PBS

400 ㎕에 재현탁시켰다(약 2-3 x 10
6
 세포). 여기에, 

125
I(100mCi/ml 스톡) 15㎕, 소 락토퍼옥시다제(1mg/ml) 스

톡 100㎕, H2O2(0.1% 스톡) 10㎕를 첨가하고, 5분 동안 항온처리했다. 추가 10 ㎕ H2O2를 첨가하고, 추가 3분 동

안 계속 항온처리했다.  그 다음,  세포를 PBS로 3회 세척하고,  1%  트리톤으로 용해시켰다.  락토퍼옥시다제로

A431 세포주의 세포 표면 요오드화 후, 806 항체에 의한 면역침전은 전술한 전세포 용해물과 유사하게 A431 세

포의 세포 표면에 결합된 806에 의해 인식되는 EGFR의 주요 형태가 엔도 H 분해에 민감한다는 것을 보여주었다

(도 48). 이것은 A431 세포의 세포 표면에서 806에 의해 결합된 EGFR의 형태가 엔도H 민감 형태여서, 고 만노스

형이라는 것을 확인시켜준다.

실시예 22[0631]

사람화된(베니어링된) 항체 806[0632]

A. hu806 작제[0633]

사람화된 806 항체(hu806)의 발현 벡터를 작제했다. 이 벡터는 8C65AAG(11891bp; 서열번호 41)로 명명했고, 단[0634]

일 GS 프로모터-유도성 유전자 발현 카세트에 전체 길이의 hu806의 양 유전자를 함유하도록 설계했다(도 53 및

54).

중쇄 가변(VH) 및 불변(CH) 영역(각각 서열번호 42 및 43)은 도 55A에 제시했고, VH 영역 CDR1, CDR2 및 CDR3[0635]

(각각 서열번호 44, 45 및 46)은 밑줄을 그어 표시했다.

경쇄 가변(VL) 및 불변(CL) 영역(각각 서열번호 47 및 48)은 도 55B에 제시했고, VL 영역 CDR1, CDR2 및 CDR3[0636]

(각각 서열번호 49, 50 및 51)은 밑줄을 그어 표시했다. 

사람화된  806  항체  작제물을  얻기  위해,  베니어링(v)  기술(Daugherty  et  al.  (1991)  Polymerase  chain[0637]

reaction facilitates the cloning, CDR-grafting, and rapid expression of a murine monoclonal antibody

directed against the CD18 component of leukocyte integrins. Nucleic Acids Res. 19(9), 2471-6; 미국 특
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허 6,797,492, Daugherty; Padlan, E.A. (1991) A possible procedure for reducing the immunogenicity of

antibody  variable  domains  while  preserving  their  ligand-binding  properties.  Mol.  Immunol.  28(4-5),

489-98; 유럽 특허 519596, Padlan et al.)을 이용했다. 리간드-결합 성질을 보존하면서 806 항체 가변 도메인

의 면역원성을 최소화하기 위해, 사람 항체에서 보통 발견되는 것과 다른 골격 영역 내의 표면-노출 잔기의 교

체를 수행했다. 이를 수행하기 위해, 마우스 모노클로널 항체(mAb) 806의 VL 및 VH 쇄는 유전자-합성 및 오버래

핑 PCR 프라이머 기술로 재조작했다. CL(카파)쇄는 동일한 방식으로 어셈블리했다. 무손상 결합 부위의 보존을

증명하기 위해, vVL 및 vVH는 scFv 형식에서도 발현되었고, 이것은 표면 플라즈몬 공명(SPR) 분석에 의해 측정

되는 바와 같이 재조합 EGF 수용체(EGFR) 세포외 도메인(ECD)에 대해, 그리고 806 항원성 에피토프를 함유하는

합성 펩타이드에 대해 양호한 결합성을 ELISA로 입증했다.

v806VL 및 v806VH는 코돈-최적화 카파-LC 및 새로 디자인된 코돈- 및 스플라이스-부위 최적화된 사람 IgG1 중쇄[0638]

불변 영역을 사용하여 전체 길이 사람 IgG1 상황에 유전자조작하여 NS0 및 CHO 세포계에서 안정한 유전자 발현

을 달성했다. 이 발현계는 론자 바이올로직스(LONZA Biologics)에 의해 제공되는 바와 같은, pEE12.4 및 pEE6.4

중쇄 및 경쇄 발현 벡터를 이용하는 론자 GS 발현계를 기반으로 한다.

8C65AAG  벡터의  일시적  발현에  의해  수득된  hu806  항체  산물(도  55)은  SPR에서  재조합  EGFR-ECD와[0639]

반응성이었고,  ELISA에서 합성 EGFR  806  펩타이드 에피토프와 반응성이었다.  8C65AAG  벡터는 안정한 GF-NS0

hu806 세포주를 제조하기 위해 LICR Affiliate Christoph Renner(취리히 대학)로 옮기고, GS-CHO hu806 세포주

의 제조를 위해 LICR(멜버른 센터)로 옮겼다.

hu806 항체 유전자의 작제, 증폭 및 클로닝을 위한 전략[0640]

베니어링 및 코돈 최적화[0641]

항체 베니어링은 HAMA(사람 항-마우스 항체) 반응을 역행하는 것을 목적으로 하는 사람화 전략이다. 마우스 mAb[0642]

는 환자의 면역계에 의해 "이종" 항원으로 간주되고, 1회 투여시에도 면역 반응이 유도되어 이 환자들에 추가

시약의 사용을 방해한다. mAb806 베니어링 과정의 제1 단계에서, mAb806의 VL 및 VH 쇄의 아미노산 서열을 분석

하고, mAb806 단백질 서열의 각 아미노산 잔기를 표면 노출에 대해 등급화했다(도 56 및 57). 항체 분자의 외측

에 존재하는 아미노산들만이 가능한 변형에 대해 고려되었는데, 그 이유는 이들이 항체 인식에 노출될 수 있는

유일한 것이기 때문이다. BLAST를 사용하여, mAb806 단백질 서열을 3가지 사람 항체 서열(VH36germ, CAD26810

및 AAA37941)과 비교했다. mAb806 표면 잔기가 사람 항체 서열의 컨센서스와 부합하지 않는 경우, 이 잔기는 컨

센서스 서열로 변화되도록 확인했다. VL의 처음 12개 아미노산은 베니어링으로 처리되었고; ch806의 VH 쇄의 14

개 아미노산도 베니어링으로 처리되었다(도 56 및 도 57).

코돈 최적화는 항체 발현에 사용된 계의 코돈 편향을 기반으로 하여 항체 또는 다른 단백질의 이종 발현을 향상[0643]

시키기 위한 수단이다. hu806 생성의 목표 중 하나는 이 항체의 발현 수준을 향상시키기 위해 코돈 최적화를 이

용하는 것이었다. 이 발현계는 론자 바이올로직스에서 제공하는 바와 같은 pEE12.4 및 pEE6.4 HC 및 LC 발현 벡

터 및 생산 세포로서 NS0 및/또는 CHO 세포를 이용하는 론자 GS 발현계를 기반으로 한다. 따라서, 주어진 아미

노산에 대해 사용할 코돈에 대한 결정은 이 코돈이 NS0/CHO 발현계에 유리한 것인지 아닌지를 고찰하여 수행했

다.

PCR에 의한 806 DNA 서열의 작제 및 증폭[0644]

hu806 항체의 가변성 중쇄(VH) 및 가변성 경쇄(VL) 영역의 베니어링된, 코돈 최적화된 형태의 서열은 다음과 같[0645]

은 방식으로 합성했다: 각 영역(VH 또는 VL)을 위해, 8-10개 올리고뉴클레오타이드를 오버래핑 센스 및 안티센

스 프라이머로서 디자인했다. 이 올리고는 시그널 서열, 암호화 서열, 인트론을 포함하는 전체 hu806 VH 또는

VL 서열을 커버하도록 서로 중첩시킬 수 있고, 5' 말단에 HindIII 부위와 3' 말단에 3' BamHI 부위를 포함한다.

이 올리고뉴클레오타이드 맵은 도 56B 및 57B에 제시했고, 프라이머 세부사항은 이하에 제공한다.

간략히 설명하면, hu806  VH  또는 VL은 다음과 같이 PCR로 어셈블리했다: 먼저, v806hc-  또는 v806lc-올리고[0646]

1,2,3,4, 올리고 5,6 및 올리고 7,8,9,10을 3가지 다른 반응에서 배합했다. 각 인접 올리고의 분취량(50pmol)

및각 내부 올리고 5pmol은 뉴클레아제 무함유 물 48㎕ 및 2x HotStar Taq Master Mix(Qiagen) 25㎕를 함유하는

50㎕ PCR 반응물에 첨가했다. 가열 순환 프로그램은 다음과 같다: 95℃, 15"; [94℃, 30"; 58℃, 30"; 72℃,

30"]x20 사이클; 72℃, 10"; 4℃. 이 3단 반응의 산물은 겔 전기영동으로 분리한 후 절제했다. 그 다음, 이들을

염 컬럼(Qiagen-Qiaspin Minipreps)으로 정제하여 배합했다. 이 산물은 프라이머 1 및 10을 이용해 PCR로 추가

증폭시켰다. 2번째 반응의 산물은 HindIII 및 BamHI의 제한효소 부위를 포함하여 발현 플라스미드에 삽입할 수
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있다.

[0647]

hu806 CL:[0648]

불변 카파 경쇄(CL)의 코돈-최적화된 형태는 가변 영역에 사용된 것과 유사한 방식으로 제조했다. 하지만, 초기[0649]

PCR 단계는 올리고 VK1cons-1, 2, 3, 4; 및 5, 6, 7, 8을 이용하는 2가지 예비 산물만을 작제했다. 또한, 이

산물의 인접 제한효소 부위는 플라스미드 삽입 전에 BamHI 및 NotI이었다.

[0650]

hu806 CH:[0651]

IgG1 불변 중쇄(CH) 유전자의 합성, 사람화된 형태(서열번호 80)는 GeneArt(Regensburg, Germany)에서 구입했[0652]

다. 이 유전자는 CHO/NS0 세포에서 발현에 대해 코돈 최적화했다. 이 유전자 서열의 세부사항, 제한 부위 등은

도 58에 제시했다.

발현 플라스미드의 작제[0653]

일시적 형질감염 및 예비 검사를 위해, 전술한 방식으로 제조한 hu806 VH 및 VL 서열은 일반적인 불변 영역을[0654]
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함유하는 발현 벡터에 연결시켰다. LICR Affiliate Christoph Renner(취리히 대학, 스위스)에게서 제공받은 이

벡터는 pEAK8 HC(일반적인 CH 함유) 및 a33-xm-lc(일반적인 CL 함유)로 알려져 있다. 벡터는 CIP의 존재 하에

BamHI  및 HindIII을 이용해 분해한 뒤,  hu806  VH  및 VL을 대응 벡터에 연결시켰다.  수득되는 플라스미드는

Top10  화학적  컴피턴트  이.콜라이(Invitrogen)의  형질전환에  제조업자의  지침에  따라  사용했다.  형질전환된

이.콜라이는 LB+앰피실린 플레이트에 도말하고, 내성 클론을 제한효소 분해 및 PCR로 선별했다. 일반적으로, 이

방식에서 검출된 8개의 양성 클론이 분리될 수 있고, 추가 증폭시켰다. 이 콜로니로부터 정제한 DNA는 자동 DNA

서열결정으로 분석했다.

이 불변 영역의 코돈-최적화된 형태는 BamHI 및 NotI을 이용한 제한효소 분해 및 연결로 상기 작제물에 첨가했[0655]

다. 이 형질전환체는 전술한 바와 같이 선택하고, 서열결정한 뒤, 분석했다. 전체 길이의 항체 쇄가 론자 GS계

에 연결되기 전에, 가변 영역 및 불변 영역 서열 사이의 BamHI 부위를, 한 경우에는 BamHI으로 분해하여 파괴하

고, DNA 폴리머라제로 채운 뒤, 평활말단 연결시켰다.

그 다음, hu806(VH+CH) 또는 hu806(VL+CL)을 함유하는 제한 단편은 NotI과 이어서 HindIII로 분해했다. 이 분[0656]

해는 NotI 부위에 평활 말단을 만들도록 설계했고, 다음과 같은 방식으로 연속해서 수행했다. 먼저, 플라스미드

는 NotI로 분해했다. 완전 분해된(단일 절단) 플라스미드를 1% 아가로스 겔을 이용한 전기영동으로 분리했다.

그 다음, 산물을 절제하고, 염 컬럼에서 정제한 뒤, DNA 폴리머라제를 이용해 충진했다. 이 반응의 산물은 염

컬럼 정제된 다음, HindIII으로 분해했다. 그 다음, 이 산물(hu806(VH+CH)의 경우 약 1.3Kb, hu806(VL+CL)의

경우 약 0.8Kb)을 겔 전기영동으로 분리하고, 절제한 뒤, 정제했다.

벡터 pEE12.4 및 pEE6.4(Lonza Biologics plc, Slough, UK)는 각각 HindIII 및 PmlI로 분해했다. hu806(VH+C[0657]

H)은 pEE12.4에 연결시켜, pEE12.4-hu806H를 만들고, hu806(VL+CL)은 pEE6.4에 연결시켜 pEE6.4-hu806L을 만들

었다.

선별 후, hu806 중쇄 및 경쇄 서열을 모두 함유하는 조합된 이중 유전자 론자 플라스미드가 제조되었다. 간략히[0658]

설명하면, pEE12.4-hu806H 및 pEE6.4-hu806L 벡터를 NotI 및 SalI 제한효소로 분해했다. 그 다음, GS 전사 단

위 및 hCMV-MIE 프로모터와, hu806 중쇄 또는 경쇄 발현 카세트를 함유하는 최종 단편을 분리하고, 함께 연결시

켰다. 그 결과 수득되는 "조합된" 론자 플라스미드(8C65AAG라 명명)는 HEK 293계에서 단일-플라스미드 일시적

형질감염 및 NS0 및 CHO계에서 안정한 형질감염에 사용했다. 플라스미드 맵은 도 53에 도시했다.

작제물에 대한 변형[0659]

베니어링된 hu806 Hc 및 hu806Lc의 확인된 전체 아미노산 서열은 각각 도 59와 도 60에 mAb806과 비교하여 제시[0660]

했다. 부록에서 hu806 서열 옆에는 별표(*)가 표시되어 있고, 이는 최초 베니어링 변화를 나타내며, 번호 (1-

8)은 본원에 기술된 변형 번호 1 내지 8번을 의미한다.

도 60과 관련하여, 참조 파일(mAb806 LC)은 91번 위치에 정확한 티로신(Y)이아닌 히스티딘(H)을 부정확하게 나[0661]

타내며, 이것이 변형 #1의 대상이다. 도 60에 포함된 수정되지 않은 원본 파일 서열은 위치 91에서 hu806에 이

루어진 필수 변형을 예시하기 위한 것이다.

hu806 cDNA 서열은 최초 작제 및 서열결정 단계 후 많은 변형이 이루어졌다. 이러한 변형을 만드는 이유는 다음[0662]

과 같은 이유를 포함한다: 서열 변형 목적을 위해 4개의 제한 효소 부위를 도입하기 위해, PCR 동안 서열에 도

입된 2개의 아미노산 오류를 수정하기 위해, 최초 mAb806 문서화 시에 나타난 한 아미노산의 오류를 수정하기

위해, 그리고 추가 베니어링 변형체를 유효하게 하기 위한 4개의 추가 아미노산 변화를 조작하기 위해. 다음과

같은 변형의 8 단계가 수행되었다:

1. hu806 VL: CDR3 H91Y[0663]

 최초 올리고뉴클레오타이드가 부정확하게 만들어진 문서는 mAb806 VL 서열의 CDR3에서 위치 91번이 CAC(히스티[0664]

딘, H)이라고 제시했다. TAC(티로신, Y; 특허 WO 02/092771)의 정확한 서열을 만들기 위해 부위-지시된 돌연변

이유발을 사용했다. 결과적으로 나타나는 이 위치의 아미노산 서열 변화는 CVQHAQF(서열번호 84)에서 CVQYAQF

(서열번호 85)로의 변화였다. 최종 DNA와 해독된 단백질 서열은 ch806과 비교하여 도 61에 제시했다.

hu806 VL 영역의 히스티딘을 티로신으로 변형시키기 위한 센스 프라이머(PDV1; 40량체)[0665]

[0666]
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hu806 VL 영역의 히스티딘을 티로신으로 변형시키기 위한 안티센스 프라이머(PDV2; 20량체)[0667]

[0668]

2. hu806 중쇄: 제한효소 부위 DraIII 및 FseI의 첨가[0669]

제한효소 부위는 hu806 VH 및 VL 영역 주위의 인트론에 첨가했다. 이러한 제한효소 부위(pREN 벡터계의 고유한[0670]

부위, LICR)는 발현 카세트에 대한 변형을 제조하는 방법이 용이하도록 설계했다. 초기 시그널 영역을 포함하지

않는 hu806 VH 서열은 DraIII 부위를 단일 분해하여 제거하거나 삽입할 수 있다. 또한, FseI는 최초 서열로부터

BamHI의 기능을 이행하면서 불변 영역을 절단해내기 위해 NotI(pREN계) 또는 EcoRI(Lonza 계)과 함께 사용될 수

있다.

이러한 변형은 2단계 PCR 과정으로 달성했다. 그 다음, 산물은 HindIII과 BglII로 분해했다. 그 다음, HindIIII[0671]

과 BamHI으로 분해된, 코돈-최적화된 불변 영역을 함유하는 pREN 벡터에 연결시켰다. 이 재연결 과정은 BamHI

부위를 파괴했다.

제1 DraIII 부위 상류의 가변 영역에 대한 센스 프라이머(806 중쇄 DraIII Up; 26량체)[0672]

[0673]

DraIII 부위 I을 첨가하는 안티센스 프라이머(806 중쇄 DraIII Down; 28량체)[0674]

[0675]

두 DraIII 부위 사이의 HC 가변 영역에 대한 센스 프라이머(806 중쇄 DraIII-FseI Up; 49량체)[0676]

[0677]

DraIII 부위 II 및 FseI 부위를 첨가하는 안티센스 프라이머(806 중쇄 DraIII-FseI Down; 44량체)[0678]

[0679]

3. hu806 경쇄: 제한효소 부위 RsrII 및 PacI의 첨가[0680]

hu806 경쇄를 위해, 첨가된 제한효소 부위는 중쇄에서 DraIII과 같은 기능을 하는 RsrII, 및 FseI의 기능과 일[0681]

치하는 PacI이었다.

제1 RsrII 부위의 상류 가변 영역을 위한 센스 프라이머(806 경쇄 RsrII Up; 22량체)[0682]

[0683]

RsrII 부위 I을 첨가하는 안티센스 프라이머(806 경쇄 RsrII Down; 25량체)[0684]

[0685]

두 RsrII 부위 사이의 LC 가변 영역을 위한 센스 프라이머(806 경쇄 RsrII-PacI Up; 45량체)[0686]

[0687]

RsrII 부위 II, 및 PacI 부위를 첨가하는 안티센스 프라이머(806 경쇄 RsrII-PacI Down: 50량체)[0688]

[0689]

4. hu806 VH: 재베니어링 P85A[0690]

VH 아미노산 81-87에서 모체 mAb806의 단백질 서열은 SVTIEDT (서열번호 96)이다. 베니어링 과정의 일부로서,[0691]

위치 84와 85의 이소류신과 글루탐산을 알라닌-프롤린으로 변화시켜 SVTAPDT로 만들었다(서열번호 97; 도 56).

추가 분석을 통해, 이 케이스에서 알라닌이 프롤린보다 더 우수한 선택이었던 것으로 결정되었다. 부위-지시된
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돌연변이유발을 사용하여 이하에 기재된 프라이머로 2차 변화(SVTAADT, 서열번호 98)을 수득했다. 최종 DNA와

해독된 단백질 서열은 도 62에 제시했다.

센스 프라이머(Fx3; 49량체)[0692]

[0693]

안티센스 프라이머(Fx4; 49량체)[0694]

[0695]

5. hu806 VH: 추가 베니어링[0696]

hu806 중쇄 가변 영역 서열은 초기 베니어링 후 3가지 돌연변이, 즉 T70S, S76N 및 Q81K를 추가로 수행했다. 위[0697]

치 76에서 세린에서 아스파라긴으로의 변화는 mAb806 분자의 초기 서열로의 정확한 복귀를 나타냈다. 이 서열들

이 마우스 항체에서는 발견되지 않고 사람 항체에서 발견되는 잔기를 나타내기 때문에 골격에 추가 변화를 포함

시켰다.  따라서,  단백질 서열 TRDTSKSQFFLQ(서열번호 101)는 SRDTSKNQFFLK(서열번호 102)로 베니어링되었다.

최종 DNA 및 해독된 단백질 서열은 mAb806과 비교하여 도 62에 제시했다.

HC 가변 영역 5' PCR 단편의 센스 프라이머(hu806HCfx2-5p-U; 49량체)[0698]

[0699]

처음 2개의 변화를 첨가하는 5' PCR 단편용 안티센스 프라이머(hu806HCfx2-5p-D; 45량체)[0700]

[0701]

모든 변화를 첨가하는, 3' PCR 단편용 센스 프라이머(hu806HCfx2-3p-U; 55량체)[0702]

[0703]

HC 가변 영역 3' PCR 단편용 안티센스 프라이머(hu806HCfx2-3p-D; 44량체)[0704]

[0705]

6. hu806 VL: E79Q 베니어링[0706]

이것은 수행된 유일한 작제후 VL 베니어링 변형이다. 79번 위치에서 서열 SSLEPE(서열번호 107)를 SSLQPE(서열[0707]

번호 108)로 수정하기 위해 부위 지시된 돌연변이유발을 이용했다. 최종 DNA 및 해독된 단백질 서열은 ch806과

비교하여 도 61에 제시했다.

LC 가변 영역 5' PCR 단편용 센스 프라이머(hu806LC-5p-U; 45량체)[0708]

[0709]

의도한 돌연변이를 첨가하는, 5' PCR 단편용 안티센스 프라이머(hu806LC-5p-D; 34량체)[0710]

[0711]

의도한 돌연변이를 첨가하는 LC 가변 영역 3' PCR 단편용 센스 프라이머(hu806LC-3p-U; 45량체)[0712]

[0713]
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LC 가변 영역 3' PCR 단편용 안티센스 프라이머(hu806LC-3p-D; 50량체)[0714]

[0715]

7. hu806 경쇄: 카파 불변 영역 스플라이스-연접 변형[0716]

이 점 돌연변이는 카파 불변 영역의 코돈-최적화된 형태의 스플라이싱 시에 오류를 수정하는데 필요했다. 이 변[0717]

화 전에, VYACEVTH(서열번호 113)으로 시작해서 이 분자의 끝까지 계속되는 아미노산 쇄의 부분은 최종 항체에

포함되지 않을 것이다(도 60).

LC 불변 카파 5' PCR 단편용 센스 프라이머(F1; 21량체)[0718]

[0719]

수정을 첨가하는 LC 불변 카파 5' PCR 단편용 안티센스 프라이머(F2; 59량체)[0720]

[0721]

수정을 첨가하는 LC 불변 카파 3' PCR 단편용 센스 프라이머(F3; 26량체)[0722]

[0723]

LC 불변 카파 3' PCR 단편용 안티센스 프라이머(F4; 17량체)[0724]

[0725]

8. hu806 VH : N60Q[0726]

작제의 초기 단계에서 항체 806에 수행된 베니어링 변화 외에, VH CDR2의 위치 60번에 있는 아스파라긴을 이번[0727]

에는 글루타민으로 변화시켰다. N-글리코실화는 구성 N X S/T(여기서, X는 임의의 아미노산이다)을 따른다. 위

치 60의 아미노산 서열은 이 구성을 따라 N P S였다. 하지만, N-글리코실화를 위한 X 위치에서 프롤린(본 실시

예에서처럼)이나 시스테인이 발견되는 경우는 드물다. 일정하지 않은 글리코실화가 항체의 반응성에 변화를 초

래할 수 있다는 것은 문제였다. 따라서, 아스파라긴을 제거하고, 이와 가장 근연성이 있는 아미노산인 글루타민

으로 교체하여, 이 부위가 글리코실화될 임의의 잠재성을 제거했다(도 59 및 도 62).

베니어링된 hu806 항체 8C65AAG 작제물의 결합[0728]

초기 항원 결합 확인을 위해 소량의 hu806을 제조할 수 있도록 최종 플라스미드 8C65AAG를 이용한 293FT 세포의[0729]

일시적 형질감염을 수행했다. 여러 소량의 반복된 일시적 형질감염 유래의 배양 상청액을 수집해서, 농축하고,

단백질-A 크로마토그래피 단계를 이용하여 hu806 항체를 수집했다. 정량적 huIgG1 ELISA로 측정했을 때 약 1 내

지 2 ㎍의 hu806 항체가 수득되었고, 재조합 EGFR-ECD에 대한 결합에 대해 Biacore로 항체를 분석했다(도 63).

세포 배양 배지로부터 소 면역글로불린이 hu806과 공동정제되었고,  총 IgG의 주요 분획을 나타냈으며,  이는

hu806 결합의 정량적 평가를 제한한다.

서열분석 프라이머[0730]

RenVecUPSTREAM: 센스 프라이머는 피크8 및 a33xm 벡터에 존재하는 가변 영역의 상류부터 서열분석을 시작한다.[0731]

[0732]

RenVecDwnstrmHC: 안티센스 프라이머는 피크8 중쇄 플라스미드에 존재하는 가변 영역의 하류부터 서열분석을 시[0733]

작한다. 코돈 최적화되지 않은 HC 불변 영역 내에서 어닐링한다.

[0734]

RenVecDwnstrmLC: 안티센스 프라이머는 a33-xm-lc 경쇄 플라스미드에 존재하는 가변 영역의 하류부터 서열분석[0735]

을 시작한다. 코돈 최적화되지 않은 LC 불변 영역 내에서 어닐링한다.
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[0736]

Upstrm Lonza: 센스 프라이머는 론자 벡터 pEE12.4 및 pEE 6.4에서 가변 영역의 상류부터 서열분석을 시작한다.[0737]

이것은 조합된 플라스미드 내에 중복 영역이기 때문에 조합된 론자와 함께 사용될 수 없다.

[0738]

Dnstrm 6-4: 안티센스 프라이머는 론자 벡터 pEE6.4 내의 불변 영역의 하류부터 서열분석을 시작한다.[0739]

[0740]

Dnstrm 12-4: 안티센스 프라이머는 론자 벡터 pEE12.4 내의 불변 영역의 하류부터 서열분석을 시작한다.[0741]

[0742]

Cod-Opt LC const E: 센스 프라이머, 코돈 최적화된 경쇄 v-카파 불변 영역 내부[0743]

[0744]

Cod-Opt LC const F: 안티센스 프라이머, 코돈 최적화된 경쇄 v-카파 불변 영역(vk) 내부[0745]

[0746]

806HCspec: 806 HC 가변 영역의 베니어링된 형태에 고유한, 내부 존재하는 센스 프라이머.[0747]

[0748]

806LCspec: 806 LC 가변 영역의 베니어링된 형태에 고유한, 내부 존재하는 센스 프라이머.[0749]

[0750]

IgG1 hu806을 암호화하는 플라스미드 8C65AAG의 서열과 주석의 진뱅크 형식화된 텍스트 문서는 도 64에 제시했[0751]

다.

도 53은 벡터 NTI(Invitrogen)를 사용하여 제조했다.[0752]

도 59-62는 벡터 NTI AlignX를 사용하여 제조했다.[0753]

고찰[0754]

806 항-EGF 수용체 항체의 베니어링은 포유동물 CHO 또는 NS0 세포에서의 발현을 위해 제시한 바와 같이 코돈[0755]

최적화 시, VH 쇄(도 59 및 도 62)에 14개 아미노산의 돌연변이와 VL 쇄(도 60 및 도 61)에 12개 아미노산의 변

화를 수반했다. 8C65AAG로 지칭한 최종 이중 유전자 벡터의 서열을 확인하고, 암호화 서열과 해독을 점검했다.

재조합 EGFR 세포외 도메인에 대한 결합은 일시 발현된 hu806 산물을 사용하여 Biacore 분석으로 확인했다.

무손상 hu806 항체를 높은 수준으로 생산하는 안정한 단일 클론은 론자가 권장하는 바와 같은 글루타민-무함유[0756]

배지에서 선택했다. 안정한 클론은 무혈청 배양물을 얻기 위해 점차 혈청 없이 배양했다.

B. hu806의 시험관내 및 생체내 특성화[0757]

높은 생산성의 안정한 GS-CHO hu806 형질감염체 14D8, 15B2 및 40A10과 GS-NS0 hu806 형질감염체 36을 발달시[0758]

켜 소량 배양물을 예비 hu806 산물 정제 및 특성화할 수 있도록 조사했다. 결과는 유사한 이화학적 성질을 나타

냈다. 따라서, 최고 생산성 형질감염체(GS-CHO hu806 40A10)를 가지고 대량(15L) 교반 탱크 배양을 수행했고,

정제한 산물을 U87MG.de2-7 및 A431 이종이식편 모델에서 추가 시험관내 특성화 및 생체내 치료법 연구를 수행

했다.

방법론 및 결과[0759]

생산 및 하류 프로세싱:[0760]

소량 생산[0761]

진탕 플라스크 실험은 100ml 세포 배양물 용적을 담은 E500 진탕 플라스크로 수행했다. 도 76은 배양 동안 4가[0762]
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지 형질감염체의 세포 생존도 및 항체 생산성 차트를 나타낸 것이다. 산물 농도는 코팅 항체로서 806 항-유전자

형 항체 LMH-12(Liu  et  al.  (2003)  Generation  of  anti-idiotype  antibodies  for  application  in clinical

immunotherapy  laboratory  analyses.  Hybrid  Hybridomics.  22(4),  219-28)와 표준물로서 ch806  임상 로트:

J06024를 사용하여 ELISA로 평가했다. 수거물의 물질은 원심분리하고, 상청액은 0.2㎛ 여과한 뒤, 항체를 단백

질-A 크로마토그래피로 친화성 정제했다.

대량 생산[0763]

hu806 후보 클론 40A10을 발현하는 CHO-K1SV 형질감염 세포주는 기본 배지로서 CD-CHO(Invitrogen)/25μM L-메[0764]

티오닌 설폭시민(MSX; Sigma)/GS 보충물(Sigma)을 사용하여 16일 동안 글루코스 샷 공급 하에 15L 교반 탱크 생

물반응기에서 배양했다. 도 76C는 15L 교반 탱크 생물반응기에서의 세포 성장 및 체적 생산을 나타낸다. 최종

수율은 ELISA에서 58mg/L씩 14.7L였다. 

수거 물질은 원심분리하고 상청액은 0.2㎛ 여과한 뒤, Pall Centrimate 농축기의 2x30K 막을 이용하여 2L로 농[0765]

축했다. 분취량(4x500ml)은 이어서 250ml 단백질 A 컬럼에 적용하고, 200mM NaCl을 함유하는 50mM 시트르산염

pH 4.5로 용출했다. 4회 실험으로부터 용출된 항체는 모아서, 농축하고, PBS, pH 7.4로 투석했다.

소량 배양 및 대량 배양 시의 hu806 산물은 OD A280nm로 정량분석했다. rProtein-A로부터 회수한 항체 샘플은[0766]

크기 배제 크로마토그래피(SEC)(소량, 도 77; 대량, 도 78), 환원 및 비환원 조건 하의 4-20% 트리스-글리신

SDS-PAGE(도 79-81)로 평가하고, 등전점 전기영동은 Ampholine PAG 플레이트에서 Amersham Multiphor II 전기

영동 시스템(pH 3.5-9.5)으로 제조업체의 지시에 따라 수행했다(도 82).

단백질-A 친화성 정제된 hu806 항체는 대칭적인 단백질 피크를 나타냈고 ch806 임상 참조 물질과 동일한 SEC 용[0767]

출 프로필을 나타냈다. SDS-PAGE 겔 프로필은 면역글로불린과 일치했다. IEF 패턴은 단백질 서열에 대해 계산된

pI인 8.4와 일치하는 8.66 내지 8.82 범위의 pI를 가진 3개의 이소폼을 나타냈다.

결합 분석[0768]

FACS 분석[0769]

OD A280nm으로 각 샘플에서 측정한 항체 농도의 평가 값은 선암종 세포주 A431 세포(EGFR 유전자 증폭 함유)의[0770]

FACS 분석에 이용했다. 본 발명자들은 mAb806이 wtEGFR-특이적 mAb528에 비해 A431 종양 세포에서 발현된 약

2x10
6
 wtEGFR의 약 10%에 결합한다는 것을 관찰한 바 있다(Johns et al. (2002) Novel monoclonal antibody

specific for the de2-7 epidermal growth factor receptor (EGFR) that also recognizes the EGFR expressed

in  cells  containing  amplification  of  the  EGFR  gene.  Int.  J.  Cancer.  98(3),  398-408).  세포를 4가지

hu806 샘플 중 하나, 무관련 IgG2b 항체 또는 양성 대조군 ch806으로 염색했고; 각각 20㎍/ml의 농도에서 평가

했다. 2차 항체만의 대조군도 포함시켰다(염소 항 hu-IgG(Fc 특이적) FITC 접합된). 복합 FACS 결합곡선은 도

83에 제시했고, 모든 작제물의 동등한 염색을 나타내고 있다.

대량 배양에 의해 생산된 hu806  40A10  샘플의 세포 결합 특성은 또한 변형 EGFRvIII  수용체(Johns  et  al.,[0771]

2002)를 발현하는 U87MG.de2-7 신경아교종 세포뿐 아니라 A431에 결합하는지에 대해 FACS로 평가했다. 2반복 분

석의 대표적인 결과는 각각 도 84와 도 85에 제시했다. 대조군으로는 표시된 바와 같이 무관련 IgG2b 항체(음영

표시된 히스토그램), ch806 또는 528(야생형 및 de2-7 EGFR 모두에 결합한다)을 포함했다.

ch806 및 hu806 항체는 A431 및 U87MG.de2-7 세포주를 유사하게 염색했고, 이것은 mAb806이 de2-7 EGFR 및 과[0772]

발현된 EGFR의 서브세트를 특이적으로 인식한다는 본 발명자들의 종래 관찰을 지지한다(Luwor et al. (2001)

Monoclonal  antibody  806  inhibits  the  growth  of  tumor  xenografts  expressing  either  the  de2-7  or

amplified  epidermal  growth  factor  receptor  (EGFR)  but not wild-type EGFR. Cancer Res. 61(14), 5355-

61).  예상한 것처럼, 528 항체는 U87MG.de2-7 및 A431 세포주를 모두 염색했다(도 84 및 85).

세포 결합 분석[0773]

방사능면역접합체의 항원 결합능은 증폭된 EGFR 유전자를 발현하는 A431 유표피종 암종 세포 및 U87MG.de2-7 신[0774]

경아교종  세포주를  사용하여  세포  흡착  분석으로  평가했다(Lindmo  et  al.  (1984)  Determination  of  the

immunoreactive  fraction  of  radiolabeled  monoclonal  antibodies  by  linear  extrapolation  to  binding  at

infinite antigen excess. J. Immunol. Methods. 72(1), 77-89).

hu806 및 ch806 방사능접합체의 면역반응성 분획은 과잉 항원의 존재 하에 항원 발현 세포에 대한 결합을 통해[0775]
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측정했다. 
125
I-hu806 및 

125
I-ch806의 U87MG.de2-6 세포 결합성 결과는 세포 농도 범위 20 x 10

6
 내지 0.03 x

10
6
 세포/샘플에서 도 86A에 제시했다. 

125
I-hu806 및 

125
I-ch806의 A431 세포 결합성의 결과는 세포 농도 범위

200x10
6
 내지 0.39x10

6
 세포/샘플에서 도 86B에 제시했다.

결합 상수(Ka)를 계산하기 위해 스캐차드 분석을 이용했다(Lindmo et al., 1984). 소량(20ng)의 표지된 항체 단[0776]

독의 결합성을 미표지된 과량의 항체의 존재 하에 결합성과 비교했다. 면역반응성 분획은 종래 기술된 바와 같

이 유리의 반응성 항체의 양을 계산하는데 감안했고(Clarke  et  al.  (2000)  In  vivo  biodistribution  of  a

humanized  anti-Lewis  Y  monoclonal  antibody  (hu3S193)  in  MCF-7  xenografted  BALB/c  nude  mice.  Cancer

Res. 60(17), 4804-11), 특이적 결합성(nM; 총 항체 x 결합율%)은 특이적 결합/반응성 유리 항체에 대하여 그래

프로 도시했다(도 87 및 88). 결합 상수는 선의 음의 기울기로부터 측정했다.

U87MG.de2-7 세포에 존재하는 EGFRvIII에 결합하는 
125
I-hu806에 대한 결합 친화성은 1.18x10

9
 M

-1
인 것으로 측정[0777]

되었다. 
125
I-ch806에 대한 Ka는 1.06x10

9
 M

-1
이었다. 이러한 관찰은 

111
In 및 

125
I-ch806에 대한 Ka 값이 모체 쥐

mAb806의 Ka 값 1.1x10
9
 M

-1
과 매우 비슷한 각각 1.36x10

9
 M

-1
 및 1.90x10

9
 M

-1
이라는 보고된 결과와 일치한다

(Panousis et al. (2005) Engineering and characterization of chimeric monoclonal antibody 806 (ch806)

for targeted immunotherapy of tumours expressing de2-7 EGFR or amplified EGFR. Br. J. Cancer. 92(6),

1069-77).

A431 세포에 대한 스캐차드 분석은 이들 세포에 존재하는 소량의 EGFR에 대한 두 806 작제물의 높은 친화성 결[0778]

합을 입증했다. 
125
I-ch806에 대한 Ka는 0.61 x 10

9
 M

-1
이었고, 

125
I-hu806에 대한 Ka는 0.28x10

9
 M

-1
이었다.

바이오센서 분석[0779]

바이오센서 분석은 카르복시메틸덱스트란-코팅된 센서 칩(CM5)을 사용하여 BIAcore 2000 바이오센서에서 수행했[0780]

다. 이 칩은 표준 아민 커플링 화학에 따라, 806 에피토프 펩타이드로 채널 3에서 유도체화되었다(EGFR 아미노

산  287-302;  서열번호  14;  미국  특허  출원  11/060,646(2005.2.17)  참조;  미국  임시  특허출원번호

60/546,602(2004.2.20); 및 미국 임시특허출원번호 60/584,623(2004.7.1) 참조, 각 명세서는 전문이 참고인용

된다). 채널 2는 시스템 적합성 측정에 사용된 대조군 항원으로 유도체화되었다. 채널 1은 굴절률 효과를 보정

하기 위한 블랭크 대조군 채널로서 사용했고, 에탄올아민으로 유도체화했다. hu806  샘플은 HBS 완충액(10 mM

HEPES, pH 7.4; 150 mM NaCl; 3.4 mM di-Na-EDTA; 0.005 % Tween-20)에 희석했고, 50nM, 100nM, 150nM, 200

nM, 250 nM 및 300 nM을 함유하는 분취량(120㎕)을 센서 칩 표면에 30㎕/분의 유속으로 주입했다. 주입 단계

후, 해리는 칩 표면에 HBS 완충액을 600초 동안 유동시켜 모니터했다. 결합된 항체는 용출시키고, 칩 표면은 샘

플 사이마다 10mM 수산화나트륨 용액 20㎕를 주입하여 재생시켰다. 양성 대조군 ch806도 포함시켰다. 결합 파라

미터는 BIAevaluation 소프트웨어의 평형 결합 모델을 사용하여 측정했다. 도 89는 수득되는 센서그램을 나타낸

다.

용량 의존적 결합은 hu806과 양성 대조군 ch806을 가지고 채널 3에서 관찰했다. 시스템 적합성은 대조군 채널 2[0781]

에 대한 적당한 모노클로널 항체의 용량 의존적 결합을 통해 확인했다. hu806(또는 ch806)과 대조군 항체 간에

는 교차 반응성이 관찰되지 않았다. 분석 결과, 겉보기 KD(1/Ka)가 hu806의 경우 37 nM이고 ch806의 경우 94nM

인 것으로 측정되었다.

항체 의존적 세포 세포독성 분석[0782]

ADCC  분석은 표적 A431  선암종 세포 및 새로 분리한 건강한 공여체 말초 혈액 단핵 작용인자 세포와 정제된[0783]

hu806 항체 40A10 제조물을 사용하여 수행했다. 간략히 설명하면, 모든 분석은 1) 다양한 작용인자 대 표적 세

포 비율(E:T = 0.78:1 내지 100:1)에서 각 항체 1㎍/ml 및 2) 각 항체의 농도 범위(3.15 ng/ml-10㎍/ml)에서

E:T = 50:1 하에 3반복으로 수행했다. 항체 이소타입에 대한 대조군, 자발적 세포독성 및 전체 세포독성도 3반

복으로 포함시켰고, 특이적 세포독성에 대한 계산은 종래 기술된 바와 같이 수행했다(Panousis et al., 2005).

결과는 도 90에 제시했다.

hu806은 키메라성 ch806 IgG1보다 우수한 ADCC 활성을 일정하게 입증했다. 제시된 대표적 실험에서, 1㎍/ml의[0784]

hu806은 ch806 5% 세포독성에 비해 30% 세포독성의 ADCC를 초래했다.
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생체내 806 치료법 연구[0785]

hu806의 치료 효능은 BALB/c 누드 마우스에 정착된 A431 선암종 또는 U87MG-de2-7 신경아교종 이종이식편을 사[0786]

용하여 조사했다. 이종이식편을 정착시키기 위해, 1x10
6
 A431 선암종 세포 또는 1x10

6
 U87MG.de2-7 신경아교종

세포를 PBS 100㎕ 중에서 우측 및 좌측 서혜부 유두선 내로 마우스에게 피하 주사했다. 종양 용적(TV)은 [(길이

x  폭
2
)/2]의  식으로  계산했고,  여기서  길이는  최장축이고,  폭은  길이에  대해  직각에서  측정했다.  초기

실험에서, 정착된 A431 또는 U87MG.de2-7 이종이식편을 보유한 5마리 BALB/c 누드마우스(n=10 종양/그룹) 그룹

은 1mg hu806 또는 1mg ch806 항체 또는 PBS 비히클 대조군으로 IP 주사로 치료 받았다. 치료법은 A431에 대해

서는 6, 8, 11, 13, 15 및 18일에, U87MG.de2-7 세포에 대해서는 4, 6, 8, 11, 13 및 15일에 각각 처치했다.

종양 부하의 윤리적 고려로 인해 실험이 종료될 때까지의 평균 ± SEM 종양 용적은 A431 이종이식편에 대해서는

도 91에 25일까지 제시하고, U87MG.de2-7 이종이식편에 대해서는 도 92에 31일까지 제시했다.

hu806을 이용한 생체내 치료법 평가는 PBS 비히클 대조군에 비해 A431 이종이식편 성장의 현저한 감소를 나타냈[0787]

다. hu806에 대해 관찰된 A431 이종이식편 성장 곡선은 ch806 처리 그룹과 매우 비슷했다. 정착된 U87MG.de2-7

이종이식편에서, PBS 대조군은 20일째 안락사시켰다. hu806 치료법은 PBS 대조군에 비해 20일까지는 종양 성장

의 현저한 감소를 나타냈고(P<0.001), 20일 후에도 ch806 그룹과 유사한 종양 성장 지체를 지속시켰다.

고찰[0788]

단백질-A 친화성 정제된 hu806 항체는 ch806 임상 참조 물질과 동일한 SEC 용출 프로필을 나타냈고, SDS-PAGE[0789]

겔 프로필은 면역글로불린과 일치했다. IEF 패턴은 예상 pI 8.4와 일치했다.

스캐차드 세포 결합 및 바이오센서 에피토프 결합 분석을 통해 hu806 항체는 ch806 항체와 매우 비슷한 결합 곡[0790]

선과 친화성 파라미터를 증명했다. EGFRvIII 및 과발현된 야생형 EGFR에 대한 hu806 및 ch806의 결합 친화성은

유사하고 낮은 나노몰 범위이다. FACS 분석을 통한 세포 결합은 이러한 관찰을 지지했다.

또한, hu806은 표적항원 양성 A431 세포에서 ch806 작제물보다 현저히 향상된 ADCC를 나타낸다.[0791]

hu806을 이용한 생체내 치료 평가는 ch806 치료 그룹과 매우 비슷한 A431 이종이식편 성장의 현저한 감소를 나[0792]

타냈다. 정착된 U87MG.de2-7 이종이식편에서, hu806 치료법은 20일경 PBS 대조군에 비해 종양 성장의 유의적인

감소를 나타냈고, 20일 후 ch806 그룹과 유사한 종양 성장 지체를 지속했다.

실시예 23[0793]

모노클로널 항체 175[0794]

실시예 1에서 논한 바와 같이, 클론 175(IgG2a)를 추가 특성화하기 위해 선택했다.[0795]

a. 재료 및 방법[0796]

세포주[0797]

△2-7EGFR  형질감염된 U87MG.△207(Huang  et  al.  (1997)  J.  Biol.  Chem.  272,  2927-2935)  및 A431  세포주[0798]

(Ullrich  et  al.  (1984)  Nature.  309,  418-425)는  종래  개시되어  있다.  호르몬-비의존적  전립선  세포주

DU145(Mickey et al. (1977) Cancer Res. 37, 4049-4058)는 ATCC(atcc.org)에서 입수했다.

모든 세포주는 10% FCS (CSL, Melbourne), 2 mM 글루타민(Sigma Chemical Co, St. Louis), 및 페니실린/스트렙[0799]

타비딘(Life Technologies, Grand Island)을 함유하는 DMEM(Life Technologies, Grand Island, NY)에서 생육시

켰다. 또한, U87MG.△2-7 세포주는 400mg/ml 제네티신(Life Technologies, Inc, Grand Island) 중에서 생육시

켰다. BaF/3(Palacios  et  al.  (1984)  Nature.  309,  126-131)  및 다른 EGF  수용체를 발현하는 BaF/3  세포주

(Walker et al. (2004) J. Biol. Chem. 2(79), 22387-22398)는 IL-3 급원으로서 10% 소 태아 혈청(GIBCO BRL)

및 10% WEHI-3B 조정 배지(Ymer et al. (1985) Nature. 19-25;317, 255-258)가 보충된 RPMI 1640 (GIBCO BR

L)에서 통상적으로 생육시켰다. 모든 세포주는 공기/CO2 (95%-5%) 대기 중에서 37℃ 하에 성장했다.

항체 및 펩타이드[0800]

mAb806  및  mAb175는  Ludwig  Institute  for  Cancer  Research  (LICR)  뉴욕  분소에서  제조하고,  Biological[0801]

Production Facility (Ludwig Institute for Cancer Research, Melbourne)에서 생산 및 정제했다. 면역원으로
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서 쥐 섬유아세포주 NR6△EGFR을 사용했다. 마우스 하이브리도마는 BALB/c 마우스를 보강제 중의 5x10
5
 내지 2x10

6

세포로 2 내지 3주 간격으로 5회 피하 면역화시켜 생산했다. 1차 주사에는 완전 프로인트 보강제를 사용했다.

그  후,  불완전  프로인트  보강제(Difco)를  사용했다.  면역화된  마우스의  비장  세포는  마우스 골수종 세포주

SP2/0와 융합시켰다. 새로 제조된 클론의 상청액을 세포주 NR6, NR6wtEGFR, NR6△EGFR과의 반응성에 대해 혈구흡착

분석으로 분석하고, 그 후 사람 아교모세포종 세포주 U87MG, U87MGwtEGFR, 및 U87MG△EGFR과 혈구흡착 분석으로 분석

했다.

무손상 mAb(50mg)는 PBS에서 1:20의 비율의 활성화된 파파인으로 37℃에서 2-3 시간 동안 분해하고, 파파인은[0802]

요오도아세트아미드로 불활성화시켰다. 그 다음, 분해물을 20mM 인산나트륨 완충액 pH 8.0에서 단백질-A 세파로

스(Amersham) 컬럼을 통해 통과시키고, 관류물을 모노-S 컬럼(Amersham)을 사용해 양이온 교환으로 추가 정제했

다. 그 다음, 단백질은 10,000 MWCO 원심분리 농축기(Millipore)로 농축시켰다. Fab-펩타이드 복합체를 위해,

동결건조된 펩타이드의 몰 과량을 Fab에 직접 첨가하고 결정화 실험을 셋업하기 전에 4℃에서 2시간 동안 항온

처리했다.

포유동물 세포에서 발현된 EGFR 단편을 이용한 mAb175의 매핑[0803]

상기 단편들로 형질감염하기 전날에 사람 293T 배아-신장 섬유아세포를 배지 2ml를 함유하는 6웰 조직 배양 플[0804]

레이트에 8x10
5
/웰로 접종했다. 세포를 리포펙타민 2000(Invitrogen)과 복합체화된 플라스미드 DNA 3 내지 4㎍

으로 제조업자의 지시에 따라 형질감염시켰다. 형질감염 후 24 내지 48시간 후에, 세포 배양물은 흡인하고, 세

포 단층을 용해 완충액(1 % Triton X-100, 10% 글리세롤, 150 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7.4, 1 mM EGTA 및 완

전 프로테아제 억제제 혼합물(Roche)) 250㎕에서 용해시켰다. 세포 용해물의 분취량(10-15㎕)을 1.5% β-머캅토

에탄올을 함유하는 SDS 샘플 완충액과 혼합하고, 100℃에서 5분 동안 가열하여 변성시킨 뒤, 10% NuPAGE Bis-

Tris 폴리아크릴아미드 겔(Invitrogen)에서 전기영동했다. 그 다음, 샘플을 니트로셀룰로스 막으로 전기이동시

키고, TBST 완충액(10mM 트리스-HCl, pH 8.0, 100mM NaCl 및 0.1% Tween-20)에서 세정하고, 2.5% 탈지분유를

함유하는 TBST에서 실온 하에 30분 동안 차단시켰다. 막을 차단 완충액 중의 mAb175 0.5 ㎍/ml와 4℃에서 밤새

항온처리했다. 비교 막을 mAb 9B11(1:5000, Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts)로 밤새 탐침

하여 c-myc 에피토프를 검출했다. 막을 TBST로 세척하고, 1:5000 희석률로 양고추냉이 퍼옥시다제-접합된 토끼

항-마우스 IgG(Biorad)를 함유하는 차단 완충액에서 실온 하에 2시간 동안 항온처리했다. 그 다음, 블롯을 TBST

로  세척하고,  웨스턴  피코  화학발광  기질(Western  Pico  Chemiluminescent  Substrate  (Pierce,  Rockford,

Illinois))과 항온처리한 후 방사능사진촬영 필름을 사용하여 발색시켰다.

포유동물 세포 및 효모에서 발현된 EGFR 단편을 이용한 mAb175의 매핑[0805]

잔기 274, 282, 290 및 298에서 시작하고 아미노산 501에서 모두 종결되고 성장 호르몬에 융합된, 일련의 오버[0806]

래핑 c-myc-태그화된 EGFR 외부도메인 단편은 종래 개시된 바 있다(Johns et al. (2004) J. Biol. Chem. 279,

30375-30384).  효모  세포  표면에서  EGFR  단백질의  발현은  종래  기술된  바와 같이 수행했다(Johns  et  al.,

2004).

간략히 설명하면, 형질전환된 콜로니는 효모 질소 염기, 카제인 가수분해물, 덱스트로스 및 인산염 완충액 pH[0807]

7.4를  함유하는  최소  배지에서  진탕판  위에서  OD600이  5  내지  6에  이를  때까지  약  1일  동안  30℃에서

증식시켰다. 그 다음, 효모 세포를 갈락토스를 함유하는 최소 배지로 옮겨 단백질 발현을 유도하고, 30℃에서

24시간 동안 진탕 배양했다. 그 다음, 배양물은 분석할 때까지 4℃에서 보관했다. c-myc 모노클로널 항체 9E10

을  함유하는  미가공  복수액은  Covance(Richmond,  CA)에서  입수했다.  1x10
6
 효모  세포는  빙냉  FACS  완충액

(1mg/ml BSA 함유 PBS)으로 세척하고, 최종 용적 50㎕에서 항-c-myc 복수액(1:50 희석률) 또는 사람 EGFR 모노

클로널 항체(10㎍/ml)와 4℃에서 1시간 동안 항온처리했다. 그 다음, 세포는 빙냉 FACS 완충액으로 세척하고,

최종 용적 50㎕에서 피코에리트린-표지된 항-마우스 IgG(1:25 희석률)과 4℃에서 1시간 동안 빛 차단 하에 항온

처리했다.  효모  세포를  빙냉  FACS  완충액으로  세척한  후  형광  데이터는  Coulter  Epics  XL  유세포분석기

(Beckman-Coulter)로 수득하고, WinMDI 세포분석 소프트웨어(J. Trotter, Scripps University)로 분석했다. 선

형 에피토프 대 입체형태적 에피토프를 측정하기 위해, 효모 세포를 80℃에서 30분 동안 가열하고, 항체 표지화

전에 얼음에서 20분 동안 냉각했다. 표 7에 열거한 일련의 EGFR  돌연변이체는 종래 개시된 것이다(Johns  et

al., 2004).
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표면 플라즈몬 공명(BIAcore)[0808]

BIAcore 3000은 모든 실험에 사용했다. 추정상의 mAb806 에피토프를 함유하는 펩타이드를 5㎕/분의 유속 하에[0809]

아민, 티올 또는 Pms  커플링을 사용하여 CM5  센서 칩 위에 고정시켰다(Wade  et  al.  (2006)  Anal.  Biochem.

348, 315-317).  mAb806 및 mAb175는 센서 표면 위로 5㎕/분의 유속으로 25℃에서 통과시켰다. 표면은 실험 사

이에 10mM HCl을 10㎕/분의 유속으로 주입하여 재생시켰다.

면역침전 및 웨스턴 블로팅[0810]

세포는 용해 완충액(1% Triton X-IOO, 30 mM HEPES, 150 mM NaCl, 500 mM 4-(2-아미노에틸)벤젠설포닐플루오라[0811]

이드, 150 nM 아프로티닌, 1 mM E-64 프로테아제 억제제, 0.5 mM EDTA, 및 1 mM 류펩틴, pH 7.4)으로 20분 동

안 용해하고, 14,000 x g 에서 30분 동안 원심분리하여 정화하고, 최종 농도가 5㎍/ml인 관련 항체로 60분 동안

면역침전시키고, 세파로스-A 비드로 밤새 포획했다. 그 다음, 샘플은 2X NuPAGE SDS 샘플 완충액(Invitrogen)으

로 용출시키고, NuPAGE 겔(3-8% 또는 4-12%)에서 분리하고, Immobilon-P 전이막(Millipore)으로 전기이동시킨

뒤 관련 항체로 탐침한 후, 화학발광 방사능사진촬영으로 검출했다.

면역조직화학[0812]

동결 절편은 5㎍/ml  mAb175  또는 무관련 이소타입 대조군으로 실온에서 60분 동안 염색했다. 결합된 항체는[0813]

Dako  Envision+  HRP  검출  시스템을  제조업자의  지침에  따라  사용하여  검출했다.  절편은  마지막에  물로

세정하고, 헤마톡실린으로 대비염색하고 검경했다.

이종이식편 모델[0814]

PBS 100㎕ 중의 U87MG.△-7 세포(3x10
6
)를 4 내지 6주령의 암컷 Balb/c 누드마우스(Animal Research Centre,[0815]

Perth, Australia)의 양 옆구리로 피하 접종했다. 모든 연구는 종래 보고된 바와 같은(Perera et al. (2005)

Clin. Cancer Res. 11, 6390-6399) 정착된 종양 모델을 사용하여 수행했다. 종양이 적당한 도면 범례에 표시된

평균 용적에 도달하면 즉시 치료를 개시했다. 종양 용적(㎣)은 (길이 x 폭
2
)/2의 식으로 측정했고, 여기서 길이

는 최장축이고, 폭은 직각 측정값이다. 데이터는 각 처리 그룹마다 평균 종양 용적 ± SE로 표현했다. 모든 데

이터는 유의성에 대해 일측 스튜던트 t 검정으로 분석하고, 여기서 p<0.05는 통계적 유의값으로 간주했다. 본

연구 프로젝트는 오스틴 병원의 동물 윤리 위원회의 승인을 받았다.

EGFR 돌연변이 작제물을 발현하는 안정한 세포주의 제조 및 특성화[0816]

wtEGFR의 돌연변이는 부위 지시된 돌연변이유발 키트(Stratagene, La Jolla, CA)를 사용해 제조했다. 각 돌연변[0817]

이유발의 주형은 사람 EGFR cDNA(등록번호 x00588) (Ullrich et al. (1984) Nature. 309, 418-425)였다. 각 작

제물의 자동 뉴클레오타이드 서열분석은 EGFR 돌연변이의 완전성을 확인하기 위해 수행했다. 야생형 및 돌연변

이(C173A/C281A) EGFR은 전기천공으로 BaF/3 세포에 형질감염시켰다.

돌연변이 EGFR을 발현하는 안정한 세포주는 네오마이신-함유 배지에서 선택하여 수득했다. 최종선택 후, 각 세[0818]

포주로부터 mRNA를 분리하고, 역전사한 뒤, EGFR 서열을 PCR로 증폭시켰다. 발현된 EGFR의 모든 돌연변이는 PCR

산물을  서열분석하여  확인했다.  EGFR  발현  수준은  PBS,  5%  FCS,  5mM  EDTA에서  10㎍/ml의  항-EGFR  항체

mAb528(Masui  et  al.  (1984)  Cancer  Res.  44,  1002-1007;  Gill  et  al.  (1984)  J.  Biol.  Chem. 259, 7755-

7760)과  Alexa  488-표지된  항-마우스  Ig(1:400  최종  희석률)을  이용하여  FACStar(Becton  and  Dickinson,

Franklin Lakes, NJ)에서 FACS 분석하여 측정했다. 배경 형광은 세포를 무관련 클래스-부합된 1차 항체와 항온

처리하여 측정했다. 모든 세포는 통상적으로 RPMI, 10% FCS, 10% WEHI3B 조정 배지 및 1.5 mg/ml G418에서 계

대배양했다.

돌연변이 EGFR의 EGF-의존적 활성화[0819]

wtEGFR 또는 C271A/C283A-EGFR을 발현하는 세포는 세척하고 혈청 또는 IL-3 없는 배지에서 3시간 동안 항온처리[0820]

했다. 세포를 원심분리로 수집하고, EGF(100ng/ml) 함유 배지 또는 동량의 PBS에 재현탁시켰다. 15분 후 세포를

수집하고, 펠릿화한 뒤, p-머캅토에탄올을 함유하는 SDS/PAGE 샘플 완충액에서 직접 용해했다. 샘플은 NuPAGE

4-12%  구배  겔에서  분리하고,  Immobilon  PVDF  막으로  이동시킨  뒤,  항-포스포티로신(4G10,  Upstate

Biotechnology) 또는 항-EGFR 항체(mAb806, LICR에서 생산)로 탐침했다. 반응성 밴드는 화학발광으로 검출했다.

세포 증식에 미치는 EGF 및 항체의 효과[0821]
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대수기 단계로 증식하는 세포를 수거하고 PBS로 2회 세척하여 잔류 IL-3을 제거했다. 세포를 RPMI 1640 + 10%[0822]

FCS에 재현탁시키고 96웰 플레이트에 담체와 함께 또는 증가 농도의 EGF와 함께 10
5
 세포/웰로 접종했다. 적당

한 경우, 배양물에 고정된 농도의 mAb528 또는 mAb806(2㎍/웰)도 첨가했다. 증식은 MTT 분석을 사용하여 측정했

다(van de Loosdrecht et al. (1994) J. Immunol. Methods. 174, 311-320).

입체형태-특이적 항체와의 반응성[0823]

세포는 원심분리로 수집하고 대조군 또는 시험 항체(모두 FACS 완충액 중에 10 ㎍/ml로, 얼음에서 40분 동안,[0824]

FACS 완충액으로 세척), 그 다음 Alexa 488-표지된 항-마우스 Ig(1:400 최종 희석률, 얼음에서 20분)으로 염색

했다. 세포를 빙냉 FACS 완충액으로 세척하고, 원심분리로 수집하고, FACScan 상에서 분석했고; 피크 형광 채널

및 중간 형광은 각 샘플마다 Cell Quest(Becton and Dickinson)의 통계적 도구를 사용하여 측정했다. 배경(음성

대조군) 형광은 모든 측정값에서 감산했다. 중간 형광 값은 피크 형태 및 형광 강도를 가장 대표하는 것으로서

선택했고, mAb806 대 mAb528 결합 비율을 유도하는데 사용했다.

Fab175, 및 Fab806, Fab-펩타이드 복합체의 결정 구조 측정 및 용액 중의 806 펩타이드 에피토프의 NMR 구조[0825]

구조는 Fab806에 대해 R=0.225/Rfree=0.289  및 Fab806:펩타이드에 대해 R=0.226/Rfree=0.279; Fab806에 대해[0826]

R=0.210/Rfree=0.305  및  Fab806:펩타이드에  대해  R=0.203/Rfree=0.257로  수렴된  분자  교체  및  정제로

측정했다.

천연 806 Fab의 결정은 10mg/ml Fab 및 0.1M 아세트산나트륨 완충액 pH 4.6, 6-8% PEG6000 및 15-20% 이소프로[0827]

판올을 함유하는 저장소를 사용하여 현적 증기 확산으로 성장시켰다. 데이터 수집을 위해 결정은 0.1M 아세트산

나트륨 완충액 pH 4.6, 10% PEG6000, 15-20% 이소프로판올 및 10% 글리세롤을 함유하는 동결방지 용액으로 이동

시켰다. 그 다음, 결정은 나일론 루프에 마운팅하고 액체 질소로 직접 급속 동결시켰다.

806 Fab-펩타이드 복합체의 결정은 10mg/ml Fab-펩타이드 복합체 및 0.2M 아세트산암모늄, 16-18% PEG 5000 모[0828]

노메틸에테르를 함유하는 저장소를 사용하여 현적 증기 확산으로 성장시켰다. 데이터 수집을 위해 결정은 25%

글리세롤이 보충된 저장액으로 이루어진 동결방지 용액으로 이동시켰다. 그 다음, 결정은 나일론 루프에 마운팅

하고 액체 질소로 직접 급속 동결시켰다.

175 Fab-펩타이드 복합체의 결정은 먼저 Topaz 결정화 시스템(Fluidigm, San Francisco)을 사용해 자유 계면[0829]

확산으로 성장시켰다. 마이크로결정을 유사 조건 0.1M  Bis-tris  프로판 완충액, 0.2M 아세트산암모늄 및 18%

PEG 10,000과 7mg/ml Fab를 사용하여 현적 증기 확산으로 성장시켰다. 그 다음, 마이크로결정은 0.15ml 포름산

나트륨과 15% PEG1500 내로 스트리킹 접종하여 증가시켜 작은 판형 결정을 수득했다. 데이터 수집을 위해 결정

은 25% 글리세롤이 보충된 저장액으로 이루어진 동결방지 용액으로 이동시켰다. 그 다음, 결정은 나일론 루프

위에 마운팅하고 액체 질소로 직접 급속 동결시켰다.

806 Fab 및 175 Fab 복합체 결정에 대한 회절 데이터는 AXCO 광학기가 장착된 Rigaku 마이크로맥스-007 발생기[0830]

상의 R-AXIS IV 검출기를 사용해 사내에서 수집하고, 그 다음, 이 데이터를 CrystalClear로 처리했다. 806 Fab-

펩타이드 복합체 데이터는 ADSC Quantum315 CCD 검출기에서 빔광선 X29(Brookhaven National Laboratory)로 수

집하고, 이 데이터는 HKL2000(Otwinowski, Z. and Minor, W. (1997) Processing of X-ray diffraction data

collected in oscillation mode. Academic Press (New York))으로 처리했다 (데이터 수집 통계값은 표 9에 제

시했다). 천연 806 Fab는 Fab 구조의 좌표 2E8을 이용해 프로그램 MOLREP(Vagin, A. and Teplyakov, A. (1997)

J. Appl. Cryst. 30, 1022-1025)을 사용하여 분자 교체로 해석하고, 구조의 정제는 REFMAC5(Murshudov et al.

(1997)  Acta  crystallographica  53,  240-255)로  수행하고  모델  구축은  Coot(Emsley,  P.  and  Cowtan,  K.

(2004) Acta crystallographica 60, 2126-2132)로 수행했다.

806-펩타이드 및 175 Fab-펩타이드 구조는 모두 806 Fab 구조의 좌표를 이용하여 프로그램 MOLREP을 사용해 분[0831]

자 교체로 해석했고, 정제 및 재구축은 REFMAC5, 및 COOT 및 O로 다시 수행했다. 최종 구조의 확인은 PROCHECK

(Laskowski et al. (1993) J. Appl. Cryst. 26, 283-291) 및 WHATCHECK (Hooft et al. (1996) Nature 381,

272)로 수행했다.

NMR 연구[0832]

NMR 연구를 위해, 
15
N-표지된 펩타이드를 페어리 등에 의해 종래 기술된 방법(Fairlie et al. (2002) Protein[0833]

expression and purification 26, 171-178)을 사용하되, 단 이.콜라이를 
15
NH4Cl 보충된 나이드하르트 최소 배
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지(Neidhardt et al. (1974) Journal of bacteriology 119, 736-747)에서 증식시키는 방법으로 SHP2의 SH2 도

메인에 융합체로서 재조합 생산했다. 펩타이드는 CNBr을 사용해 융합 파트너로부터 절단해내고, 역상 HPLC로 정

제하고, 그 동일성은 MALDI-TOF 질량분광분석법 및 N-말단 서열분석으로 확인했다. 806 항체-결합 서열 내의 메

티오닌 잔기는 펩타이드 자체 내에서가 아닌 융합 파트너로부터 절단이 이루어질 수 있도록 류신으로 변이시켰

다.

NMR 연구에 사용한 샘플은 5% 
2
H2O, 70 mM NaCl 및 50mM NaPO4, pH 6.8 함유 H2O 용액에 제조했다. 모든 스펙트[0834]

럼은 저온탐침을 사용하여 Bruker Avance500 분광계에서 298K 하에 획득했다. m806 Fab의 부재 하에 펩타이드의

연속 지정은 표준 2D TOCSY 및 NOESY뿐만 아니라 
15
N-편집된 TOCSY 및 NOESY 스펙트럼을 사용하여 확립시켰다.

펩타이드와 Fab806 간의 상호작용은 Fab806의 존재 및 부재 하에 펩타이드의 
15
N HSQC 스펙트럼을 모니터하여 조

사했다. Fab806 존재 하에 펩타이드의 
15
N HSQC 스펙트럼의 분광 섭동은 현존 용액 조건 하에 펩타이드가 Fab806

에  결합할  수  있다는  것을  분명하게  시사한다.  복합체  형태에서  펩타이드의  상세한  입체형태는  측정되지

않았다. mAb806 펩타이드에 대한 무작위 코일 화학적 이동 값으로부터 편차는 도 93에 제시했다.

환자 내 chAb806 종양의 생체분포[0835]

생체내 mAb806의 종양 특이성을 입증하기 위해, 키메라 형태(ch806)를 유전자조작하여 cGMP 조건 하에 생산했다[0836]

(Panousis et al. (2005) Br. J. Cancer. 92, 1069-1077).  I기 최초임상(first-in-man) 시험은 806 양성 종양

을 보유한 환자에서 ch806의 안전성, 생체분포 및 면역 반응을 평가하기 위해 수행했고, 안전성, 생체분포 및

약동학 결과는 종래 보고된 바 있다(Scott et al. (2007) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 104, 4071-4076).

환자의 정상 조직(즉, 간)과 비교하여 종양에 ch806의 특이성을 밝히기 위해, 종양 및 간에서의 ch806의 정량적

흡수는 5-7mCi(200-280 MBq) 
111
In-ch806 주사 후 1주 동안 수득한 전신 감마 카메라 이미지로부터 

111
In-ch806의

주사 용량(ID)의 %를 계산하여 수행했다. 간 및 종양 선량측정 계산은 각 환자 개인의 관심 영역에 기초하여 수

행했다. 
111
In-ch806 주입 이미지 데이터세트는 배경과 감쇠에 대해 보정하여 활성 누적량을 계산할 수 있었다.

선량측정 계산은 주사 후 1주 동안 종양과 간에 존재하는 
111
In-ch806의 농도를 도출해내기 위해 수행했다.

b. 서열분석[0837]

mAb175의 가변 중쇄(VH) 및 가변 경쇄(VL)를 서열분석하고, 이의 상보성 결정 영역(CDR)을 다음과 같이 확인했[0838]

다:

mAb175 VH 쇄: 핵산(서열번호 128) 및 아미노산(서열번호 129) 서열은 각각도 74A 및 74B에 제시했다. 상보성[0839]

결정 영역 CDR1, CDR2 및 CDR3(각각 서열번호 130, 131 및 132)은 도 74B에 밑줄친 부분이다.

mAb175 VL 쇄: 핵산(서열번호 133) 및 아미노산(서열번호 134) 서열은 각각도 75A 및 75B에 제시했다. 상보성[0840]

결정 영역 CDR1, CDR2 및 CDR3(각각 서열번호 135, 136 및 137)은 도 75B에 밑줄친 부분이다. 

mAb175의 서열 데이터는 세포주가 클론이 아니기 때문에 서열 및 결정 구조 데이터를 기반으로 하고, 따라서,[0841]

세포주로부터 다수의 서열의 수득되었다. 전술한 mAb175의 서열은 결정 구조로 확인했고, 표준 서열 데이터만을

기반으로 한 종래 서열과 VL쇄 CDR1 및 CDR2 각각에서 단일 아미노산이 상이했다. 또한, 최종 서열 및 결정 구

조 데이터를 기반으로 mAb175의 다른 이소타입(특이한 IgG2a 이소타입)도 수득했다.

mAb175 특이성[0842]

예비 결합 연구는 mAb175가 mAb806과 유사한, EGFR에 대한 특이성을 나타낸다는 것을 시사했다. mAb806(IgG2b)[0843]

및 mAb175(IgG2a)의 CDR 영역에서, 아미노산 서열은 거의 동일하고, 각각 한 아미노산만이 차이가 났다(도 65;

이하 실시예 26 참조). 이러한 차이는 모두 측쇄의 전하 및 크기를 보존하는 차이이다. 이 항체들은 분명히 독

립적으로 발생했다.

c. 실험[0844]

면역조직화학 실험 세트는 mAb175 결합의 특이성을 분석하기 위해 수행했다. mAb175는 EGFR을 과발현하는 A431[0845]

이종이식편의 절편(도 66A) 및 △2-7EGFR을 발현하는 U87MG.△2-7 신경아교종 이종이식편의 절편(도 66A)을 염

색한다. 이에 반해, mAb175는 U87MG 이종이식편 절편을 염색하지 않는다. U87MG 세포주는 단지 야생형 EGFR을

적당한 수준으로 발현하고(도 66A), EGFR 자가분비 루프는 검출불가능했다. 가장 중요한 것은, mAb175가 정상
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사람 간 절편에는 결합하지 않는다는 것이다(도 66B). 따라서, mAb175는 mAb806과 동일한 특이성을 나타내는 것

으로  보이고,  즉  과발현  및  절두형  사람  EGFR은  검출하지만,  적당한  수준으로  발현된  wtEGFR은  검출하지

못한다.

mAb175 에피토프의 확인[0846]

또한, mAb175는 아미노산 6-273이 결실된 △2-7EGFR 및 EGFR1-501에 결합하기 때문에, mAb175 에피토프는 잔기[0847]

274-501 내에 포함되어 있어야 한다. mAb806의 에피토프를 측정할 때, 본 발명자들은 사람 GH의 카르복시 말단

에 융합되고 모두 아미노산 501에서 끝나는 일련의 c-myc-태그화된 EGFR 단편을 발현시켰다(Chao et al. (2004)

J. Mol. Biol. 342, 539-550; Johns et al. (2004) J. Biol. Chem. 279, 30375-30384).

또한, mAb175는 웨스턴 블롯에서 274-501 단편 및 282-501 EGFR 단편과 반응했지만, 아미노산 290 또는 298에[0848]

서 시작하는 단편은 검출하지 못했다(도 73). 모든 GH-EGFR 융합 단백질의 존재는 c-myc 항체 9E10을 사용하여

확인했다(도 73). 따라서, mAb175 에피토프의 중요한 결정인자는 아미노산 290 부근에 위치한다. 마지막으로,

mAb806 에피토프 결실된(△287-302) 274-501 EGFR 단편은 mAb175 결합에 대해 음성이었고(도 73), 이것은 이

영역이 마찬가지로 대부분의 mAb175 결합을 결정한다는 것을 시사한다.

mAb175 에피토프를 더욱 특성화하기 위해 2번째 접근법을 사용했다. EGFR의 세포외 도메인을 포위하는 단편을[0849]

효모 표면에서 발현시키고 유세포분석을 이용해 간접 면역형광으로 mAb175  결합을 검사했다. mAb175는 △2-7

EGFR의 세포외 도메인에 대응하는 효모 단편 273-621을 인식했지만, 단편 1-176, 1-294, 294-543 또는 475-621

은 인식하지 못했다(도 67A 및 도 67B). 따라서, mAb175 에피토프의 적어도 일부는 아미노산 274-294 사이의 영

역 내에 함유되어 있어야 하고, 이것은 EGFR 단편을 이용한 면역블로팅 데이터와 일치한다. mAb175는 273-621의

변성된 단편에 결합하기 때문에(도 67C), 에피토프는 본래 선형이어야 한다(도 73). mAb806과 mAb175는 EGFR의

유사한 영역과 입체형태를 인식하는 것이 분명하다.

표면  플라즈몬  공명(BIAcore)을  사용하여,  EGFR  펩타이드(287CGADSYEMEEDGVRKC302;  서열번호  138))에  대한[0850]

mAb175의 결합을 조사했다. EGFR287-302는 아민, 티올-디설파이드 교환 또는 Pms-Ser 커플링 화학을 이용하여 바

이오센서 표면에 고정시켰다. 후자의 방법은 N-말단 시스테인을 통해 배타적으로 펩타이드를 고정시킨다(Wade

et al. (2006) Anal. Biochem. 348, 315-317).

mAb175는 모든 배향에서 EGFR287-302에 결합했다 (표 6). EGFR287-302에 대한 mAb175의 친화성은 Pms-세린의 경우[0851]

35nM부터 아민 커플링의 경우 154nM까지의 범위였다. 모든 경우에, EGFR287-302에 대한 mAb175의 결합 친화성은

mAb806에 대해 수득되는 것보다 낮았다(표 6).  또한, 본 발명자들은 EGFR의 2가지 다른 세포외 단편에 대한

mAb175의 친화성도 측정했다. mAb175는 펩타이드를 사용해 수득되는 것과 유사한 친화성으로 1-501 단편에 결합

했다(16nM 대 35nM)(표 6). 예상한 바와 같이, 속박된 입체형태를 형성할 수 있는 1-621 전체 길이의 세포외 도

메인에 대한 mAb175의 친화성은 훨씬 낮았다(188nM). mAb806과 mAb175가 EGFR287-302에 대해 친화성이 유사할지라

도, mAb175는 EGFR의 세포외 도메인에 대해 더 높은 친화성을 나타내는 것으로 보인다(표 6).  분명한 것은,

mAb175 에피토프가 EGFR287-302 내에 함유되고, mAb806과 같이 EGFR의 세포외 도메인에 대한 결합 친화성이 입체형

태에 의존적이라는 것이다.

표 6

[0852]

효모 표면에서 발현된 273-621 EGFR 단편의 돌연변이체 패널(Chao et al. (2004) J. Mol. Biol. 342, 539-550;[0853]

Johns et al. (2004) J. Biol. Chem. 279, 30375-30384)을 사용하여 mAb175 에피토프의 정밀 구조를 특성화했
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다. mAb175 및 mAb806은 돌연변이체에 대해 거의 동일한 반응성 패턴을 보였다(표 7). 287-302 디설파이드 결합

의 파괴는 항체가 C287의 모든 돌연변이체 및 C302의 전부는 아니지만 일부 돌연변이체에 결합했을 때 에피토프

반응성에 단지 중간 정도의 영향을 미쳤다(표 7). mAb175 결합에 중요한 아미노산은 E293, G298, V299, R300 및

C302를 포함한다(표 7). mAb175는 돌연변이 V299 및 D297에 대해 약간 더 민감성을 나타냈지만, mAb806은 이들

부위의 일부 돌연변이체에 대해 감소된 결합성을 나타냈다(표 7). 다시, mAb175 에피토프는 mAb806에 의해 인식

되는 에피토프와 본질적으로 동일한 것으로 보인다.

표 7

[0854]

△2-7EGFR 또는 EGFR 자가분비 루프에 의해 자극된 종양 이종이식편에 대한 mAb175의 효능[0855]

U87MG.△2-7 신경아교종 이종이식편에 대한 mAb806 및 mAb175의 생체내 항종양 활성을 조사했다. 이종이식편은[0856]

항체 치료(표시한 날에 2주 동안 주당 3회)를 개시하기 전 6일 동안 정착시켰다. 이 때, 평균 종양 용적은 100

㎣였다(도 68A). mAb175 치료는 비히클 또는 mAb806 치료에 비해 전반적인 종양 성장 속도를 감소시켰고, 대조

군이 윤리적 이유로 인해 희생되었을 때 접종 후 19일째 매우 유의적이었다(대조군에 대해 P<0.0001 및 mAb806

에 대해 P<0.002). 이때 평균 종양 용적은 비히클, mAb806 및 mAb175 처리 군에서 각각 1530, 300 및 100㎣였

고(도 68A), 이것은 △2-7 EGFR을 발현하는 이종이식편에 대한 mAb175의 항종양 활성을 확인시켜준다.

U87MG  세포는 세포당 약 1x10
5
 EGFR을 발현할지라도, mAb806은 어떠한 표면 EGFR도 인식할 수 없고, 당연히[0857]

U87MG 생체내 성장을 억제하지 않는다. 더욱이, 이 세포들은 어떠한 EGFR 리간드로 공동발현하지 않는다. EGFR

공개특허 10-2018-0125044

- 96 -



에피토프가 일시적으로 노출되고 이에 따라 EGFR 자가분비 루프를 함유하는 세포에서 mAb7806 및 mAb175에 의해

인식될 수 있는지에 관해 연구를 수행했다. 전립선 세포주 DU145는 U87MG 세포에서 관찰되는 것과 유사한 수준

으로 wtEGFR을 발현하지만, U87MG 세포와 달리 DU145 세포는 TGF-α 유전자의 증폭을 함유하여 EGFR/TGF-α 자

가분비 루프를 나타낸다. FACS 분석에 의해 측정되는 바와 같이 mAb175 및 mAb806은 DU145 세포에 결합하고(도

68B), 이 세포로부터 추출된 EGFR의 소량을 면역침전시킬 수 있다(도 68C). 두 기술은 모두 mAb175의 우수한 결

합을 나타냈지만, L2 도메인에 결합하는 mAb528과 비교했을 때 mAb175 및 mAb806은 이 세포의 표면에 존재하는

EGFR의 서브세트에만 결합한다(도 68B 및 도 68C). 이와 유사한 관찰은 제2 전립선 세포주(LnCap); (데이터 미

제시)  및  결장  세포주(LIM1215)에서도  관찰되었고,  이  두  세포주도  역시  EGFR  자가분비  루프를  함유한다

(Sizeland, A. M. and Burgess, A. W. (1992) Mol Cell Biol. 3, 1235-1243; Sizeland, A. M. and Burgess,

A. W. (1991) Mol Cell Biol. 11, 4005-4014). 분명한 것은, mAb806과 mAb175가 자가분비 자극 루프의 존재 하

에 세포에 존재하는 EGFR의 소량만을 인식할 수 있다는 것이다.

mAb175 및 mAb806은 U87MG 세포보다 DU145 세포에서 발현된 EGFR에 더욱 효과적으로 결합하기 때문에, 누드 마[0858]

우스에서 성장한 DU145 이종이식편에서 상기 항체들의 항종양 활성을 분석하는 연구를 수행했다. 이종이식편은

치료를 개시(표시한 날에 3주 동안 주당 3회)하기 전 18일 동안 정착시켰다. 이때, 평균 종양 용적은 90㎣였다

(도 68D). mAb175 및 mAb806은 모두 DU145 이종이식편의 성장을 억제했다. 대조군은 67일에 희생시켰고, 평균

종양 용적은 mAb806 및 mAb175 그룹의 경우 각각 605 및 815㎣(각각 p<0.007 및 0.02)인데 비해 1145㎣였다(도

68D).

mAb806 및 mAb175의 Fab 단편과 접촉하고 있는 EGFR287-302의 3D 구조[0859]

mAb806 및 mAb175가 전부는 아니더라도 일부 입체형태 중의 EGFR을 인식할 수 있는 방식의 분자 세부사항을 이[0860]

해하기 위해, 두 항체의 Fab 단편의 결정 구조를 산화된 EGFR287-302 에피토프와 복합체일 때(각각 2.0 및 1.59

Å 해상도, 도 69A 및 69B) 및 단독으로(각각 2.3Å 및 2.8Å 해상도) 측정했다. 두 경우, 유리 및 복합체화된

Fab 구조는 본질적으로 동일했고, 펩타이드 및 항체 CDR 루프의 입체형태가 잘 밝혀졌다(도 69). 이 에피토프는

β-리본 구조를 채택하고, 이 리본의 한쪽 가장자리는 항원-결합 부위의 중심에 매립된 Fab 및 V299쪽을 향해

있다(도 69C-E). 이 항체들은 훨씬 긴 폴리펩타이드에 결합하는 것과 일관되게, 에피토프의 양 말단은 용매에

노출되어 있다.

에피토프에 접촉해 있는 20개 항체 잔기 중, mAb806과 mAb175 간에는 단 2개의 치환이 존재한다(도 65). mAb175[0861]

접촉 잔기는 다음과 같다: 경쇄 S30, S31, N32, Y49, H50, Y91, F94, W96 및 중쇄 D32, Y33, A34, Y51, S53,

Y54, S55, N57, R59, A99, G100, R101; mAb806 접촉 잔기는 동일한데, 단 경쇄에서 N30 및 중쇄에서 F33의 서

열 차이가 존재했다. EGFR287-302는 펩타이드 잔기 293-302 사이에 밀접한 접촉을 통해 Fab에 결합하고, 이 접촉

의 대부분은 잔기 297과 302 사이에서 이루어진다. EGFR298-302 및 Fab의 주요 쇄 원자 간에 유일한 수소 결합은

잔기  300과  302에  존재한다(도  69F).  에피토프  서열에  대한  인식은  잔기  E293(Fab의  H50  및  R101에  ),

D297(Y51 및 N57에), R300(D32에) 및 K301(Y51 및 W96에 물 분자를 통해)에 대한 측쇄 수소 결합을 통해 일어

난다. 소수성 접촉은 G298, V299 및 C302에서 이루어진다.

293 및 302 사이의 에피토프 주쇄의 입체형태는 Fab806 및 Fab175 결정에서 본질적으로 동일하다(rms 편차 =[0862]

0.4Å, 이 잔기들에 존재하는 Cα 원자에 대해). 디설파이드 결합에 의해 제한적일지라도, 펩타이드의 N-말단

(287-292)은 어떠한 항체 구조에서도 유의적인 접촉을 하지 않으며,  이 영역의 입체형태는 다르다.  하지만,

Fab806 복합체에서 이 분절은 다소 불규칙하게 보인다. 더욱 흥미로운 것은 이 항체들과 접촉해 있는 EGFR287-302

펩타이드의 입체형태가 속박 또는 비속박된 EGFR 구조의 골격에서 관찰되는 EGFR287-302 입체형태와 상당히 밀접하

게 관련되어 있다는 것이다(Li et al., 2005; Garrett et al., 2002).  Fab175 복합체 유래의 EGFR287-302에서, C

α 위치에서의 rms 편차는 각각 0.66 및 0.75Å이다(도 69).

mAb806과 mAb175에 의한 EGFR의 인식을 더 자세히 조사하기 위해, 
15
N-표지된 산화된 펩타이드 EGFR287-302의 입체[0863]

형태를 용액 중에서, 유리 상태에서 및 806 Fab의 존재 하에 NMR 분광분석으로 조사했다(재료 및 방법 참조).

유리 펩타이드의 경우, 공명은 지정하여 무작위 코일과 비교했다. 본질적으로, 유리 펩타이드는 무작위 코일 구

조를 채택했고, 천연 EGFR에서 관찰되는 베타 리본 구조는 없었다(Garrett et al. (2002) Cell 20;110, 763-

773).
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Fab의 첨가 시, 공명 이동이 관찰되었다. 하지만, Fab 첨가 및 성공적인 복합체 결정화 시 유의적인 선 확장으[0864]

로 인한 약한 시그널 때문에, Fab806-에피토프 복합체의 용액 구조는 더 이상 추적하지 않았다. 하지만 분명히,

상기 펩타이드가 mA806(또는 mAb175)의 Fab 단편에 결합할 때, Fab는 천연 수용체의 펩타이드에 부합하는 펩타

이드의 입체형태를 선택하거나 유도하는 것으로 보인다.

mAb806 및 mAb175가 EGFR의 일부 입체형태만을 인식하는 이유를 연구하기 위해, mAb175의 Fab 단편을 EGFR287-302[0865]

를 중첩시켜 EGFR의 세포외 도메인(속박 및 비속박된 단량체) 위에 도킹했다. △2-7 유사 단편의 경우에는 수용

체와 유의적인 입체 충돌이 없었다. 비속박 형태에서는 매립된 Fab의 실질적으로 더욱 접근가능한 표면적이 존

재했다(속박된 형태에서 550Å
2
에 비해 920 Å

2
). 따라서, 이 항원은 효모 발현 돌연변이체에 의해 시사되었던

바처럼 항체의 비-CDR 영역과 추가 접촉을 이룰 수 있다(Chao et al. (2004) J. Mol. Biol. 342, 539-550). 이

와 반대로, Fab 위에 전체 EGFR 세포외도메인의 도킹 시에는, 에피토프(잔기 187-286) 전에 선행하고 Fab의 중

심을 통해 진행하는 CR1 도메인의 일부와 실질적인 공간 오버랩이 존재한다(도 69D 및 69E). 따라서, CR1 도메

인은 속박 또는 비속박 입체형태에서 본질적으로 동일한 구조이므로, mAb806 또는 mAb175는 어떠한 EGFR 형태에

도 결합할 수 없을 것이다. 분명한 것은, 공지된 어느 한 입체형태의 wtEGFR에서 CR1 도메인에 대한 에피토프의

배향과 에피토프 결합을 허용하는 배향 사이에 차이가 있어야 한다는 점이다. CR1 도메인 조사는 EGFR287-302을 선

행하는 디설파이드 결합(271-283)이 에피토프에 대한 접근을 차단하는 폴리펩타이드를 속박한다는 것을 나타냈

고; 항체에 대한 직접 결합에 수반되지는 않지만, 이 디설파이드 결합의 파괴는 mAb175 또는 mAb806이 이 에피

토프에 접근할 수 있도록 CR1 도메인의 부분적인 언폴딩을 허용하는 것이라 생각할 수도 있다.

EGFR 271-283 디설파이드 결합의 파괴는 mAb806 결합을 증가시킨다.[0866]

단백질 중의 디설파이드 결합은 구조 경직성을 증가시키나, 일부 세포 표면 수용체, 특히 사이토킨 및 성장인자[0867]

에 대한 수용체에서는 디설파이드 결합의 일시적 파괴 및 디설파이드 교환이 수용체의 기능을 조절할 수 있다

(Hogg, P. J. (2003) Trends in biochemical sciences 28, 210-214). 이것은 mAb806과 mAb175가 이의 결합 부

위에 접근할 수 있는 1가지 기전이므로, 에피토프의 접근성 증가는 위치 271과 283에 있는 시스테인 잔기 중 어

느 하나 또는 둘 모두를 알라닌 잔기(C271A/C283A)로 돌연변이시켜 시도했다. 전체 길이 C271A-, C283A- 또는

C271A/C283A-EGFR을 발현할 수 있는 벡터는 IL-3 의존적 Ba/F3 세포주에 형질감염시켰다. wtEGFR과 동등한 수준

으로 C271A- 및 C271A/C283A-EGFR 돌연변이체를 발현하는 안정한 Ba/F3 클론을 선택했다(도 70A). 높은 수준의

돌연변이 C283A-EGFR을 발현하는 Ba/F3 세포는 관찰되지 않았다. 전술한 바와 같이, wtEGFR은 mAb806과 반응성

이 불량하지만, 돌연변이 수용체는 mAb528, mAb806 및 항-FLAG 항체와 똑같이 강하게 반응했고, 이것은 상기 수

용체가 세포 표면에서 발현되고 정확하게 폴딩되고, 이러한 경우에 mAb806의 에피토프는 완전하게 접근가능하다

는 것을 시사한다. mAb806이 wtEGFR보다 더욱 효과적으로 C271A/C283A 돌연변이체를 인식하는지를 확인하기 위

해 mAb806 결합 대 mAb528 결합의 비를 측정했다. 야생형 및 C271A/C283A EGFR은 모두 N-말단 FLAG-태그화되어

있기 때문에, M2 항체에 대한 mAb806  및 mAb528  결합의 비율도 측정했다. 종래 보고된 바와 같이, mAb806은

Ba/F3 세포의 표면에서 발현된 총 wtEGFR의 소량만을 인식했다(mAb806/528 결합 비율은 0.08이다)(표 8). 이에

반해, mAb806은 세포 표면에서 발현된 사실상 모든 C271A/C283A 돌연변이 EGFR을 인식했다(mAb806/528 결합 비

율은 1.01이다)(도 70A 및 표 8).

표 8

[0868]

두 시스테인의 돌연변이는 EGF 결합 또는 수용체 기능을 손상시키지 않았다. C271A/C283A EGFR 돌연변이체를 발[0869]

현하는 BaF3 세포는 EGF의 존재 하에 증식한다(도 70B). C271A/C283A 돌연변이를 발현하는 세포에서 EGF의 용량
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반응 곡선의 좌측 이동은 재현성있게 관찰되었고, 이것은 리간드에 대한 더 높은 친화성 또는 돌연변이 수용체

에 대한 증강된 시그널링 가능성을 시사한다. 웨스턴 블로팅 분석은 C271A/C283A 돌연변이체가 wtEGFR과 유사한

수준으로 발현되고 EGF 자극에 대한 반응으로 티로신 인산화된다는 것을 확인시켜주었다(도 70C). 다른 세포주

에서의 종래 연구와 일관되게, mAb806은 wtEGFR을 발현하는 Ba/F3 세포의 시험관내 EGF-유도 증식에 어떠한 영

향도 미치지 않은 반면, mAb528을 차단하는 리간드는 이 세포의 EGF-유도 증식을 완전하게 억제한다(도 70D, 왼

쪽 패널). 이에 반해, mAb806은 C271A/C283A 돌연변이체를 발현하는 BaF3 세포에서 EGF-유도 증식을 전적으로

제거했다(도 70D, 오른쪽 패널). 271-283 시스테인 루프가 파괴되면, mAb806은 더욱 효과적으로 결합할 뿐만 아

니라, 일단 결합하면, mAb806은 리간드 유도 증식을 방해한다.

표 9

[0870]

고찰[0871]

EGFR287-302 에피토프를 이용한 구조 연구는 mAb806과 mAb175가 모두 wtEGFR 구조에서 동일한 3D-구조 모티프를[0872]

인식했음을 보여주며, 이것은 이 주쇄 입체형태가 △2-7EGFR에서도 나타나고 노출되어 있다는 것을 시사한다.

하지만, 중요한 것은, 이 구조들에서 에피토프의 배향이 관련 아미노산에 대한 항체 접근을 방해할 수 있다는

것이다. 이것은 mAb806이 생리학적 수준에서 세포 표면에 노출된 wtEGFR에 결합하지 않는다는 실험 관찰과 일관

성이 있다.

EGFRC271A/C283A 돌연변이체를 이용한 결과는 CR1 도메인이 개방되어 mAb806과 mAb175가 상기 돌연변이 수용체에 화[0873]

학량론적으로 결합하도록 할 수 있다는 것을 시사한다. 이 돌연변이 수용체는 EGF 자극에 전적으로 반응적이기

때문에 천연 입체형태를 채택하고 있을 수 있으나, wtEGFR과 달리, mAb806에 의해 전적으로 억제된다. 디설파이

드 결합이 파괴된 EGFR의 미스폴딩된 형태가 암세포의 표면에 존재한다면, 데이터는 세포 시그널링을 개시할 수

있고 mAb806 또는 mAb175에 의해 억제되어야 한다는 것을 분명하게 보여준다.

이 데이터의 다른 설명은 리간드 활성화 동안, 수용체의 구조적 재배열이 에피토프 부근에 국소적 언폴딩을 유[0874]

도할 수 있고, 이로써 수용체는 결합을 허용하는 입체형태를 채택할 수 있다는 것이다. 결정 구조에서, 에피토
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프는 EGFR 세포외도메인의 물리적 중심 부근에 위치하고, 에피토프에 대한 접근이 폴딩된 CR1 도메인과 EGFR 세

포외도메인의 4차 구조에 의해 차단된다. 속박 및 비속박 입체형태에서, CR1 도메인의 보존성은 L1:리간드:L2

도메인(비속박) 또는 L2:CR2 도메인(속박)과의 추가 상호작용에 의해 안정된다. 하지만, 에피토프 영역은 세포

외도메인에서  발견되는  최고의  열  파라미터  중  일부를  보유하고;  mAb806/175  에피토프는  구조적으로

불안정하다.  수용체  활성화  동안,  수용체가  속박  입체형태와  비속박  입체형태  간에  전이를  겪고  있을  때,

mAb806과 mAb175는 에피토프에 접근할 수 있다. 따라서, 분자 수준에서, 이러한 기전은 mAb806과 mAb175의 정상

세포에 대한 무시해도 좋은 결합 및 과발현 및/또는 활성화된 EGFR을 보유하는 종양 세포에 대한 실질적으로 높

은 결합 수준에 기여할 수 있다.

실시예 24[0875]

모노클로널 항체 124 및 1133[0876]

상기 실시예 1에서 논한 바와 같이, mAb124 및 mAb1133은 mAb806과 동시에 제조되었고, 본원에서 논한 mAb806의[0877]

독특한 성질과 유사한 성질, 특히 과발현된 야생형 EGFR의 특이성을 나타내는 것으로 발견되었다.

초기 선별은 뉴욕에서 수행했다(Jungbluth et al. (2003) A Monoclonal Antibody Recognizing Human Cancers[0878]

with Amplification/Over-Expression of the Human Epidermal Growth Factor Receptor PNAS. 100, 639-644).

ELISA 경쟁 평가 및 Biacore 분석은 mAb124 및/또는 mAb1133이 mAb806 또는 대안적인 EGFR 결정인자와 동일한

에피토프를 인식하는지를 측정하기 위해 수행했다. 

FACS 분석[0879]

U87MG.△2-7, A431 및 HN5 세포에 대한 항체 결합은 FACS로 평가했다. 항체는 모두 de2-7 EGFR에의 강한 결합[0880]

성과 과발현된 야생형 EGFR에의 낮은 결합성을 보유하는 mAb806과 유사한 특이성을 나타냈다.

경쟁 ELISA[0881]

124 및 1133 항체가 mAb806 에피토프와 경쟁하는지를 측정하기 위해 일련의 경쟁 ELISA를 수행했다. 간단히 설[0882]

명하면, EGFR의 변성된 가용성 도메인(sEGFR)을 ELISA 플레이트에 코팅했다. 그 다음, 플레이트를 따라 비표지

된 124  또는 1133  항체를 농도를 증가시키며 첨가했다.  세척 후,  각 웰에 비오티닐화된 mAb806을 첨가하여

sEGFR에 결합할 수 있는지를 측정했다. 결합된 mAb806의 검출은 스트렙타비딘-접합된 HRP를 사용하여 수행했다.

항체가 mAb806과 동일한(또는 오버래핑) 에피토프에 결합한다면, mAb806 결합은 예상되지 않는다.

결과는 표 10에 정리했다. mAb124 및 mAb1133에 대해 농도 의존적 억제성 결합 효과가 관찰되었고, 즉 mAb806[0883]

결합은 비표지된 항체의 농도가 감소할수록 증가했고, 이것은 124 및 1133 항체가 mAb806과 동일한 에피토프 또

는 근접한 것을 인식할 수 있다는 것을 시사한다.

표 10

[0884]

FACS 분석: 세포 결합 경쟁[0885]

U87MG.△2-7 세포를 비표지된 항체 124, 1133과 예비항온처리했다. 양성 대조군 806과 이소타입 대조군도 본 분[0886]

석에 포함시켰다. 세포를 세척한 뒤, Alexa488-접합된 mAb806으로 염색하고, 806 결합 수준을 FACS로 측정했다.

결과는 표 11에 정리했다. 124 및 1133 항체는 세포 표면에 대한 mAb806 결합을 차단하여 mAb806과 동일한 에피[0887]

토프 또는 근접한 것의 인식을 시사했다.
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표 11

[0888]

BIAcore 분석: mAb806 펩타이드 에피토프에 대한 결합[0889]

mAb806 에피토프를 함유하는 EGFR 아미노산 서열 287CGADSYEMEEDGVRKC302(서열번호 14)을 펩타이드로 합성하여,[0890]

바이오센서 칩 위에 고정시켰다. 이 펩타이드에 대한 항체 124, 1133 및 806(200nM)의 결합을 측정했다. 수득되

는 최대 결합 공명 단위(RU)를 표 12에 정리했다. 124, 1133은 상기 펩타이드에의 분명한 결합성을 나타냈고,

이는 806 펩타이드 에피토프의 인식을 확인시켜준다.

표 12

[0891]

고찰[0892]

본 실시예에 예시한 바와 같이, mAb124 및 mAb1133은 mAb806에 의해 인식되는 EGFR 펩타이드에 결합하고 EGFR의[0893]

세포외 도메인 및 de2-7  EGFR을 발현하는 세포에 대한 mAb806의 결합을 차단한다. 따라서, 이 3가지 항체는

EGFR 상의 동일한 결정인자를 인식한다.

실시예 25[0894]

ch806의 임상 검사[0895]

다양한 종류의 종양을 보유한 환자의 종양 표적화/생체분포/약동학 분석에서 ch806의 생체내 특이성을 조사하기[0896]

위해 임상 연구를 디자인했다.

1. 재료 및 방법[0897]

실험 디자인[0898]

본 최초임상 시험은 개방 표지, 용량 상승식 I기 연구이다. 1차 목적은 806 항원을 발현하는 진행성 종양 환자[0899]

에서 ch806의 1회 주입에 의한 안전성을 평가하는 것이었다. 2차 연구 목적은 
111
In-ch806의 생체분포, 약동학

및 종양 흡수를 측정하고; ch806에 대한 환자의 면역 반응을 측정하며; ch806의 임상 활성의 초기 증거를 평가

하는 것이었다. 본 연구에서 선택한 1회 용량은 종양에서 발현된 EGFR에 대한 ch806의 생체내 특이성을 최적으

로 평가하기 위한 것이었다. 본 프로토콜은 연구 개시 전에 Austin  Hospital의 Human  Research  and  Ethics

Committee의  승인을  받았다.  본  실험은  Australian  Therapeutic  Goods  Administration  Clinical  Trials

Exemption (CTX) 방식 하에 수행했다. 모든 환자는 서면 동의서를 제출했다.

적격성 기준은 다음을 포함했다: 보관된 종양 샘플의 발색성 원위치 하이브리드화 또는 면역조직화학을 기반으[0900]

로 한 806 항원 발현 양성인 진행성 또는 전이성 종양(종양은 보관된 종양 샘플의 면역조직화학 평가가 806 발

현 양성인 모든 세포를 나타낸다면 806 양성으로 정의되었다, 하기 참조); 조직학적 또는 세포학적으로 증명된

악성종양; 적어도 하나의 병변이 ≥2cm인 CT 스캔 상의 측정가능한 질환; 카노프스키 수행 스케일(KPS) ≥ 70;

적당한 혈액학적, 간 및 신장 기능; 연령 > 18세; 및 동의서 제공 가능 여부. 배제 기준은 다음을 포함했다: 활
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성 중추신경계 전이(적절히 치료되고 안정하지 않은 경우); 연구 시작하기 4주 전 안에 화학요법, 면역요법, 생

물요법 또는 방사선요법; 항체 노출 전[사람 항-키메라성 항체(HACA)의 증거가 없는 경우]; 이전 암 치료법의

효과로부터 완전한 회복 실패; 전신 코르티코스테로이드 또는 면역억제성 제제의 동시 사용; 비조절된 감염 또

는 다른 중대한 질환; 임신 또는 수유; 의학적으로 허용되는 피임 수단을 사용하지 않아 임신 가능성이 있는 여

성.

환자는 인듐-111(
111
In, 200-280 MBq; 5-7mCi) 표지된 ch806 트레이스의 단일 주입액을 일반 식염수/5% 사람 혈[0901]

청 알부민에서 60분 동안 정맥내 주입하여 제공받았다. 계획된 용량 상승 의도 환자들은 4가지 용량 수준, 5,

10,  20  및  40  mg/㎡  중  하나에  등록했다.  이  용량들은  종양에서  발현된  EGFR에  대한  ch806의  특이성을

평가하고, 임의의 정상 조직 구획이 생체내에서 ch806에 결합하는지(및 약동학 또는 생체분포에 영향을 미치는

지) 측정하기 위해 선택했다. 생체분포, 약동학 및 면역 반응은 모든 환자에서 평가했다.

생체분포 및 종양 흡수율을 평가하기 위한 전신 감마 카메라 이미지화는 
111
In-ch806 주입 후 0일, 1일, 2일 또[0902]

는 3일, 4일 또는 5일, 및 6일 또는 7일에 수행했다. 이들 시점과 추가 14일(±2일) 및 21일(±2일)에 약동학을

위한 혈액 샘플을 수득했다. HACA 수준을 평가하기 위한 혈액 샘플은 기준선 및 30일까지 매주 수득했다. 독성

평가는 각 연구 방문 시에 수행했다. 물리적 조사 및 통상의 혈액학 및 생화학적 조사는 연구 마지막(30일)까지

매주 수행했다. 재등급화는 30일에 수행했다.

용량 상승 기준[0903]

각 용량 수준에서 첫 환자는 임의의 추가 환자를 등록하기 전에 4주 동안 관찰했다. 처음 2명의 환자 중 임의의[0904]

환자에서 ch8063을 주입한 4주 내에 용량 제한 독성(DLT)이 관찰되지 않았다면, 4명의 환자를 그 다음 가장 높

은 투여량 층에 등록시킨다. 환자 2명인 임의의 코호트 내의 한 환자가 1차 용량으로부터 4주 내에 DLT를 경험

했다면, 추가 4명의 환자(최대 6명)을 그 투여량 수준에 등록시켰다. 임의의 용량 수준에서 6명의 환자 중 1명

이하의 환자가 ≥ 등급 3 독성을 경험했다면, 후속 환자들은 그 다음 용량 수준에 등록했다.

DLT는 부작용에 대한 NCI 일반 용어 기준(CTCAE v3.0)에서 정의하는 바와 같이 등급 3 비혈액학적 독성 또는 등[0905]

급 4 혈액학적 독성으로 정의했다. 최대 허용 용량(MTD)은 6명 중 2명 이상의 환자가 DLT를 경험하는 용량 이하

의 ch806 용량으로서 정의했다.

Ch806의 방사능표지화[0906]

임상  등급  ch806은  Biological  Production  Facility  of  the  Ludwig  Institute  for  Cancer[0907]

Research(Melbourne, Australia)에서 생산했다. 항체 ch806은 종래 기술된 방법(Scott et al. (2000) Cancer

Res 60, 3254-3261; Scott et al. (2001) J. Clin. Oncol.  19(19), 3976-3987)에 따라 이중작용기성 금속 이

온 킬레이트 CHX-A"-DTPA를 통해 
111
In(MDS Nordion, Kanata, Canada)으로 표지화했다.

감마 카메라 이미지화[0908]

111
In-ch806 생체분포의 전신 이미지는 모든 환자 중에서 

111
In-ch806 주입 후 0일째 및 주입 후 7일까지 적어도[0909]

추가 3회 수득했다. 또한, 공지된 종양을 가진 신체 영역의 단일 광자 방출 전산화 단층촬영법(SPECT) 이미지도

이 기간 동안 적어도 1회 수득했다. 모든 감마 카메라 이미지는 듀얼헤드 감마 카메라(Picker International,

Cleveland, OH)로 촬영했다.

약동학[0910]

약동학 분석용 혈액은 0일 - 
111
In-ch806 주입 전; 그 다음 

111
In-ch806 주입 후 5분, 60분, 2시간 및 4시간 후 1[0911]

일,  2  또는  3일,  4  또는  5일  및  6  또는  7일째  수집했다.  ch806  단백질의  약동학을  위한  추가  혈액도

14일(±2일) 및 21일(±2일) 및 30일(±2일)에 수득했다.

혈청  샘플은  2반복으로  분취하고,  적당한  
111
In  표준물과  함께  감마  섬광  계수기(Packard  Instruments,[0912]

Melbourne, Australia)에서 계수했다. 혈청의 결과는 리터당 주사 용량%(ID%/L)로 나타냈다. 각 주입 후 환자

혈청의 ch806 단백질 수준의 측정은 사람 혈청에 존재하는 ch806 단백질의 면역화학적 측정에 확인된 프로토콜

을 사용하여 수행했다
40
. 혈청 샘플에 존재하는 ch806의 정량 한계는 70ng/ml였다. 모든 샘플은 3반복으로 분석

하고 적어도 1:2의 계수로 희석했다. ch806의 측정된 혈청 수준은 ㎍/ml로서 나타냈다.
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약동학 계산은 주입 후 혈청 
111
In-ch806 측정으로 수행하고, ELISA는 곡선 적합 프로그램(WinNonlin Pro Node[0913]

5.0.1, Pharsight Co., Mountain View, CA)을 사용하여 환자 혈청 ch806 단백질 수준을 측정했다. 평가 값은

다음과 같은 파라미터들에 대해 측정했다: T½α 및 T½β(소인의 초기 및 말기 단계의 반감기); V1, 중심 구획

의 용적; Cmax(최대 혈청 농도); AUC(무한 시간에 외삽된 혈청 농도 곡선 아래의 면적); 및 CL(총 혈청 제거율).

전신 제거율 및 종양과 기관의 
111
In-ch806 선량측정[0914]

전신 및 정상 기관(간, 폐, 신장 및 비장) 선량측정 계산은 각 개개의 환자의 
111
In-ch806 주입 이미지 데이터세[0915]

트에서 관심 영역에 기초하여 수행하여, 최종 선량측정 결과를 위해 OLINDA를 이용한 누적 활성 계산 및 분석을

수행했다(Stabin et al. (2005) J. Nucl. Med. 46(6), 1023-1027).  관심 영역은 또한 
111
In-ch806 이미지 데이

터세트에서 각 시점에 적당한 종양에 대해 정의하고, 배경 및 감쇠에 대해 보정하고, 선량측정 계산은 종양/gm

중의 
111
In-ch806의 농도를 도출하기 위해 수행했다(Scott  et  al.  (2005)  Clin.  Cancer  Res.  11(13),  4810-

4817). 이것을 주사된 mg ch806 단백질 용량을 기초로 한 ch806 ㎍/종양 조직 gm으로 변환시켰다.

HACA 분석[0916]

HACA 평가를 위한 혈액 샘플은 ch806 주입 전에 채취하고, 그 다음 ch806 주입 후 30일까지 매주 채취했다. 샘[0917]

플을 ELISA 및 BIAcore2000 기구를 이용한 표면 플라즈몬 공명 기술로 종래 기술된 바와 같이 분석했다(Scott

et  al.,  2005;  Liu  et  al.  (2003)  Hybrid  Hybridomics  22(4),  219-28;  Ritter  et  al.  (2001) Cancer Res.

61(18), 685-6859).

면역조직화학 방법[0918]

본 실험에서 각 환자 유래의 포르말린-고정 및 파라핀 포매된 종양 조직은 다음과 같이 면역염색했다: 간단히[0919]

설명하면, 파라핀 포매된 조직 4 ㎛ 절편을 SuperFrost® Plus 슬라이드(Menzel-Glaser, Germany) 위에 마운팅

하고, 탈파라핀화한 뒤, 재수화한 뒤, 표적 회수 용액(pH 6.0)(10분; Dako, Glostrup, Denmark)에 마이크로웨

이브 항원 회수를 수행했다. 그 다음, 절편을 3% H2O2로 10분 동안 처리하고, 내인성 퍼옥시다제를 제거한 뒤,

실온에서  m806  항체(4㎍/ml)  또는  적당한  농도의  이소타입-부합된  음성  대조군  항체(IgG2b;  Chemicon,

Temecula,  CA)와  60분  동안  항온처리했다.  항체  결합성은  PowerVision  Kit(ImmunoVision  Technologies,

Brisbane,  CA)를  사용하여  검출했다.  면역염색을  가시화하기  위해,  절편을  발색원  3-아미노-9-에틸카르바졸

(0.4%, Sigma Chemical Co. MO, USA)과 10분 동안 항온처리하고, 메이어의 헤마톡실린으로 대비염색했다. 면역

염색 절차의 음성 대조군은 1차 항체를 제외시켜 준비했다. 결과는 양성 종양 세포 염색 백분율로 나타냈다.

발색원성 원위치 하이브리드화 방법[0920]

본 실험에서 각 환자의 포르말린 고정 및 파라핀 포매된 종양 조직은 절편화한 뒤, SpotFrost® Plus 슬라이드[0921]

에 마운팅하고, 탈파라핀화하고 재수화한 뒤, SpotLight® Tissue Pre-treatment Kit(Zymed Laboratories Inc.

South San Francisco, CA)로 예비처리했다. 그 다음, 절편은 SpotLight® EGFR DNA 탐침으로 도포하고, 95℃에

서 10분 동안 변성시킨 뒤, 37℃에서 밤새 항온처리했다. 하이브리드화 후, 슬라이드는 0.5 X SSC로 세척했다.

탐침의 검출은 SpotLight® CISH™ Polymer Detection Kit를 사용하여 수행했다. 암세포의 >25% 에서 ≥5개 개

별 시그널 또는 시그널의 클러스터를 나타내는 절편은 m806 반응성과 상관성이 있는 EGFR 유전자의 증폭을 나타

내는 것으로 간주했다.

2. 결과[0922]

환자[0923]

8명의 환자(여성 1명 및 남성 7명; 평균 연령 61세(44-75세 범위))로 본 실험을 완료했다(표 13). 치료 이력 전[0924]

에 1차 종양 부위 및 연구 시작시 질병 부위를 또한 표 13에 제시했다. 8명 환자 모두는 보관된 종양에서 806

항원 양성을 나타냈다(표 13).

모든 환자는 포함 기준을 만족시켰고, 환자 8(원발성 뇌 종양 보유) 외에, 모든 환자는 연구 진입시 전이 질환[0925]

을 나타냈다. 표적 병변으로 분류된 질환 부위는 다음과 같다: 폐(5명), 뇌(1명), 림프절(1명), 성대위(1명).

전이 질환의 다른 부위(비표적 병변)는 다음과 같다: 신장위 덩이, 뼈 및 림프절(표 13). 중간 카노프스키 수행

상태는 90(80-100 범위)이었다.
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표 13

[0926]

부작용 및 HACA[0927]

ch806과 관련된 부작용은 표 14와 15에 열거했다. 주입 관련 부작용은 관찰되지 않았다. DLT는 없었고, 따라서[0928]

MTD는 도달되지 않았다. 연구자의 의견으로 ch806에 기인할 수 있는 주요 독성은 다음과 같다: 일시적 가려움,

경미한 오심, 피로/무기력, 및 혈청 ALP 및 GGT 수준에 미칠 수 있는 효과. 환자 5에서 GGT 수준의 CTC 2 등급

상승이 관찰되었지만, 이는 기준선 배경이 1 등급 상승했기 때문이며, 본래 일시적이었다. 3가지 심각한 부작용

(SAE)이 보고되었지만, ch806에 기인하는 것은 없었다. 종합해보면, ch806은 안전하고 모든 용량 수준에서 일반

적으로 예측할 수 있고 처리할 수 있는 미량의 독성이 관찰되어 충분한 허용성이었다. 추가 용량 상승은 수행하

지 않았는데, 그 이유는 본 실험에 이용할 수 있는 cGMP ch806의 제한된 양 때문이다.

ch806에 대한 양성 면역 반응(ELISA 및 BIAcore 방법론 모두와 일치)은 환자 8명 중 1명에서만 관찰되었다(환자[0929]

1).

표 14

[0930]

공개특허 10-2018-0125044

- 104 -



표 15

[0931]

ch806의 방사능표지화[0932]

실험 동안 투여된 
111
In-ch806은 총 8회 주입이다. 

111
In-ch806의 평균(±SD) 방사능화학 순도 및 면역반응성은[0933]

각각 99.3±0.1% 및 77.4±7.0%인 것으로 측정되었다.

ch806의 생체분포[0934]

모든 용량 수준에서 환자 중의 
111
In-ch806 생체분포의 초기 패턴은 혈액 풀(pool) 활성과 일치했고, 시간이 경[0935]

과할수록 점차 제거되었다. 주사 후 1주 동안, 간 및 비장에서의 
111
In-ch806의 흡수는 망상내피계를 통한 

111
In-

킬레이트 대사산물의 정상적인 제거와 일치했다. 
111
In-ch806의 특이적 국재화는 폐(환자 1, 3, 4, 5 및 7), 복

부(환자 1 및 2), 목 오른쪽 성대위 영역(환자 6)에 위치한 표적 병변을 비롯한 모든 환자의 표적 병변(≥2cm)

에서 모든 용량 수준에서 관찰되었다(도 94). 뇌 종양(환자 8)에서 
111
In-ch806의 높은 흡수율도 증명되었다(도

95). 중요한 것은 종양에서 
111
In-ch806의 흡수가 806 항원 발현 수준에 의존적이지 않다는 것이다. 예를 들어,

환자 4는 보관된 종양에서 806 활성에 대한 IHC 조사 결과 <10% 양성에도 불구하고, 양 폐 표적 병변에 의한 높

은 흡수를 입증했다(도 96). 환자 4의 표적 병변에서 
111
In-ch806의 높은 흡수 정도는, 보관된 샘플 면역조직화

학에서 806 항원 염색 시 종양 세포의 50-75%가 양성인 환자 3에서 관찰된 것과 비슷했다(도 96).

약동학[0936]

111
In-ch806의 1회 주입에 대한 개개인의 환자 약동학 파라미터 T½α 및 T½β, V1, Cmax, AUC 및 CL은 표 16에[0937]

제시했다. Kruskal-Wallis 순위 총합 검사는 알파 및 베타 반감기, V1 및 제거율에 적용했다. 용량 수준 간에

유의적인 차이는 관찰되지 않았다(P>0.05).

수집된 집단 ELISA 데이터에 대한 약동학 곡선 적합은 도 97에 제시했다. 평균 ± SD 약동학 파라미터는 T½α[0938]

29.16±21.12시간, T½β 172.40±90.85시간, V1 2984.59±91.91 ml 및 CL 19.44±4.05 ml/hr였다. 측정된 피

크 및 골의 ch806 혈청 농도(Cmax 및 Cmin) 데이터는 각 환자마다 표 17에 제시했다. 예상한 바와 같이, Cmax 및

Cmin은 각 용량 수준과 선형 관계가 관찰되었다. ch806 ELISA 약동학 데이터에서 측정된 평균±SD 값은 
111
In-

ch806 약동학 데이터에서 수득되는 값과 잘 일치했다(표 16).
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표 16

[0939]

표 17

[0940]

111
In-ch806의 선량측정[0941]

전신 제거율은 모든 용량 수준에 걸쳐 모든 환자에서 유사했고, T½ 생물학적(평균 ± SD) 값은 948.6±378.6시[0942]

간이었다. 물리적 반감기가 비교적 짧아서, 생물학적 반감기의 계산은 유효 반감기의 작은 변화에 매우 민감했

다. 용량 수준 간에 전신 제거율은 통계적으로 유의적인 차이가 없었다[Kruskal-Wallis 순위 총합 검사: P값 =

0.54] (도 98).

정상 기관(간, 폐, 신장 및 비장)으로부터 
111
In-ch806의 제거율은 용량 수준 간에 차이가 없었고, 평균 T½ 유효[0943]

값은 각각 78.3, 48.6, 69.7 및 66.2시간이었다. 이러한 정상 기관 간에 제거율은 통계적으로 유의적인 차이가

없었다. 특히, 간 제거율은 용량 수준 간에 어떠한 차이도 나타내지 않았고(도 98), 이것은 간에는 ch806에 대

한 포화성 항원 구획이 없다는 것을 시사한다.

종양 선량측정 분석은 환자 6명에서 완료했다. 환자 1 및 2는 심장 혈액 풀에 근접한 표적 병변을 보유하거나,[0944]

일부 이미지 획득 동안 움직여서, 정확한 분석을 방지했다. 
111
In-ch806의 측정된 최고 흡수율은 주입 후 5 내지

7일 후에 나타났고, 종양 조직 g당 5.2-13.7x10
-3
 % 주입 용량 범위였다.

임상적 활성 평가[0945]

1개월 연구 기간의 마지막에, 환자 5명은 안정한 질환을 보유하고, 환자 3명은 진행성 질환을 보유하는 것으로[0946]

발견되었다(표 13). 흥미로운 것은, 환자 1명(환자 7, 40mg/㎡ 용량 수준)은 연구 기간 동안 촉진가능한 귀 림

프절의 일시적 수축을 나타내는 임상적 증거를 나타냈고(미세바늘 흡인 시에 전이성 SCC인 것으로 증명됨), 이

것은 ch806의 가능한 생물학적 활성을 시사한다. 하지만, 이 환자는 연구 종료 시, RECIST에 의해 진행성 질환

을 확인시켜주었다.

추가 데이터[0947]

8명의 환자(여성 1명 및 남성 7명; 평균 연령 61세(범위44-75))는 보고된 바와 같이 본 단계 1 실험을 완료했다[0948]
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((Scott et al. (2007) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 104, 4071-4076). 모든 환자는 포함 기준을 충족했고,

환자 8(원발성 뇌 종양 보유)을 제외한 모든 환자는 연구 진입 시에 전이성 질환을 보유했다. 종양에 의한 Ab

흡수는 모든 환자에서 관찰되었고, mAb806의 키메라화된 형태인 
111
In-ch806은 종양에서 즉각적이고 높은 수준의

흡수를 입증했다(도 71). 정상 기관(간, 폐, 신장 및 비장)으로부터 
111
In-ch806의 제거율은 용량 수준 간에 차

이가 없었다(Scott et al., 2007). 특히, 간 제거율은 용량 수준 간에 차이가 없었는데, 이것은 간에는 ch806에

대한 포화성 항원 구획이 없음을 시사한다. 총 간 흡수율은 주입 직후 최대 14.45±2.43%ID였고, 72시간 경에는

8.45±1.63%, 주입 후 1주 경에는 3.18±0.87%ID로 감소했다. 이것은 주입 후 3일 동안 간에서 30%ID 이상에 도

달하는 것으로 관찰된 wtEGFR(예: 225)에 대한 항체 흡수율과 현저히 대조적이다(Divgi et al.(1991) J. Natl.

Cancer Inst. 83, 97-104). 
111
In-ch806의 측정된 피크 종양 흡수율은 주입 후 5 내지 7일 후에 나타났다. 환자

1 및 3에서 정량적 종양 흡수율의 계산은 심장 혈액 풀에 표적 병변의 근접성 및 환자 움직임으로 인해 정확하

게 수행할 수 없었다. 종양에서 피크 ch806 흡수율은 종양 조직 g당 5.21 내지 13.73 x 10
-3
 %ID 범위였다. 종

양 내 실제 ch806  농도의 계산은 (평균±SD)의 최고값, 0.85±0㎍/g(5mg/㎡), 0.92±0㎍/g(10mg/㎡), 3.80±

1.10㎍/g(20mg/㎡) 및 7.05±1.40㎍/g(40mg/㎡)을 나타냈다.

고찰[0949]

본 실시예에서 설명한 바와 같이, 본 연구는 EGFR의 과발현 형태, 돌연변이 형태 또는 리간드 활성화된 형태에[0950]

서 노출되었을 때만 에피토프에 대하여 키메라 항체의 생체분포 및 종양 표적화가 나타난다는 최초의 보고이다.

ch806은 모든 환자에서 종양 부위의 우수한 표적화를 나타냈고, 정상 조직 흡수의 증거 및 유의적인 독성은 전

혀 없었다. 이러한 ch806의 시험관내 및 생체내 특성은 EGFR을 표적화하는 다른 모든 항체와 구별된다.

최고 40mg/㎡ 용량에서, ch806은 충분히 허용성이었고, DLT는 관찰되지 않았고 MTD는 도달되지 않았다. ch806에[0951]

기인할 것으로 생각되는 주요 독성은 일시적 가려움, 경미한 오심, 피로/무기력, 및 혈청 ALP 및 GGT 수준에 미

치는 가능한 효과였다. 이 환자의 악성종양의 진행 성질은 이 질환이 또한 상기 부작용에 대한 기여 인자였을

수 있다는 것을 의미한다. 연구 약물과 관련이 있을 것으로 생각되는 부작용은 모두 경미했고, 대부분 자기-제

한적이었으며, 따라서 어떤 능동적인 치료도 필요로 하지 않았다. 중요한 것은, 최고 용량 수준에서도 모든 환

자에서 피부 발진 또는 위장관 장애가 전혀 관찰되지 않았다는 점이다. 이러한 단일 용량 연구에서 ch806의 우

수한 허용성은 반복 용량 실험에서 다음 검사 단계를 정당화한다.

모든 환자에서 ch806의 생체분포는 혈액 풀 활성의 점차적인 제거를 나타냈고, 정상 조직에 의한 
111
In-ch806의[0952]

분명한 흡수를 나타내지 않았다. 또한, ch806의 우수한 종양 흡수는 폐, 림프절, 및 부신 전이, 및 중피종과 신

경아교종을 비롯한 모든 환자에서 분명했다. 이것은 모든 용량 수준에서 관찰되었는데, 예컨대 wtEGFR에 대한

다른 항체들에 의한 종양 내 흡수를 가시화하는데 필요한 용량의 1/10 내지 1/20인 5mg/㎡(연구된 최저 용량)에

서도 관찰되었다
33
. wtEGFR에 대한 항체에 비해 이러한 ch806의 흡수 차이는 항원 싱크로서 작용하는 wtEGFR로

인한 실질적인 정상 조직(간 및 피부) 흡수에 기인할 수 있다
33
. 또한, 

111
In-ch806의 국재화는 보관된 종양 샘플

의 면역조직화학에 의해 평가된 806의 낮은 발현을 보유하는 환자에서도 높았다(도 96). 신경아교종에서 
111
In-

ch806의 흡수는 특히 인상적이었고(도 97), 전신 또는 심지어 국소 주입 후 뇌종양의 항체 표적화에 대한 임의

의 공지된 데이터와 비슷했다. 이 데이터는 광범위한 종양에 의해 발현된 EGFR에 대한 ch806의 독특한 선택성을

지지하고, 사람의 정상 조직에서는 이 항체의 흡수성 결여를 확인시켜준다.

약동학 분석은 ch806이 1주보다 긴 최종 반감기를 보유하고 
111
In-ch806 혈청 제거율이 용량 의존성이 없음을 보[0953]

여주었다. 또한, 1㎍/ml 이상의 골 혈청 농도를 달성하는 10mg/㎡ 이상의 용량 수준과, AUC, Cmax 및 Cmin에 대

해 선형 관계가 관찰되었다. V1, C1, T½α 및 T½β 값은 용량 수준 간에 일관되었고, 전형적인 IgG1 사람 항

체와 일치했다(Scott et al., 2005; Steffens et al. (1997) J. Clin. Oncol 15, 1529-1537; Scott et al.

(2001) J. Clin. Oncol. 19(19), 3976-3987). 또한, ELISA ch806 계산을 
111
In-ch806 측정과 비교했을 때 ch806

의 제거율이 더 느린 것으로 측정되었다. 이 차이는 연구한 소수의 환자에 의해 설명될 수 있는 것으로, ch806

ELISA를 위한 더 긴 샘플링 시점은 이 값이 진정한 ch806 제거율을 더욱 대표한다는 것을 지지할 것이다. ch806

의 약동학 값은 지금까지 보고된 다른 키메라 항체와 비슷하고(Steffens et al., 1997; Scott et al., 2001);

ch806의 주간 용량투여 스케줄을 지지한다.

정량적 선량측정 및 약동학적 결과는 본 실험에서 평가된 용량 수준에서 ch806에 대해 포화가능한 정상 조직 구[0954]
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획은 없다는 것을 시사한다.  중요한 것은,  약동학 및 전신과 간 기관 제거율에 대한 용량 의존성의 결여가

wtEGFR에 대한 항체의 보고된 모든 연구(Baselga J. and Artega C.L. (2005) J. Clin. Oncol. 23, 2445-2449;

Divgi et al. J. Natl. Cancer Inst.  83(2), 97-104; Baselga J (2001)  Eur. J. Cancer 37 Suppl. 4, S16-

22; Gibson et al. (2006) Clin. Colorectal Cancer  6(1), 29-31; Rowinsky et al. (2004) J. Clin. Oncol.

22, 3003-3015; Tan et al. (2006) Clin. Cancer Res. 12(21), 6517-6522)와 현저한 대조를 이루며, 이것은 사

람에서 ch806의 종양 특이성과 정상 조직 결합의 결여를 지지한다. 이러한 관찰은 종양에서 EGFR을 선택적으로

표적화하고 다른 EGFR 항체 및 키나제 억제제(특히 피부)의 정상 독성을 피하고(Lacouture AE (2006) Nature

Rev. Cancer  6, 803-812; Adams G.P. and Weiner L.M. (2005) Nat. Biotechnol.  23(9), 1147-1157), 더 큰

치료 효과를 잠재적으로 달성하는 ch806(또는 사람화된 형태)의 잠재성에 대한 흥미로운 증거를 제공한다. 더욱

이, 페이로드(payload) 전달(종양 세포에서 mAb806의 고속 내재화로 인한) 및 조합된 독성이 최소화될 수 있는

EGFR 항체 및 티로신 키나제 억제제와 같은 여타 생물학적 물질과의 병용 치료의 가능성은 본 실험의 데이터에

의해 강력하게 지지된다. 본 연구는 종양에 특이적인 EGFR 상의 에피토프를 표적화하는 능력의 분명한 증거를

제공하며, 나아가 독특한 본 접근법을 암 치료법으로 사용하기 위한 임상 개발이 진행중이다.

실시예 26[0955]

서열 비교[0956]

각 mAb806, mAb175, mAb124, mAb1133, 및 hu806의 VH 쇄 및 VL 쇄 CDR을 여기에 제시하여 비교한다.[0957]

표 18

[0958]

상기 제시한 각 항체 이소타입의 CDR은 캐뱃(Kabat) 분석을 기반으로 한다. 당업자에게는 분명한 것처럼, CDR은[0959]

캐뱃과 초티아의 복합 정의와 같은 다른 분석에 기초해서도 정의될 수 있다. 예를 들어, 캐뱃과 초티아의 복합

정의를 상기 이소타입에 적용하면, 각 이소타입의 VL 쇄 CDR과 VH 쇄 CDR의 서열은 표 19에 제시한 바와 같다.
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표 19

[0960]

표 20

[0961]

앞에서 밝힌 바와 같이, mAb806, mAb175, mAb124 및 mAb1133 이소타입의 CDR 서열은 에피토프 인식을 위해 상[0962]

동성 단백질 폴딩을 유발할 것으로 생각되는 고도의 보존적 아미노산 변화를 제외하고는 동일하다. 이 데이터는

상기 실시예에 제공된 결합 및 다른 데이터와 함께, 이러한 이소타입과 hu806이 mAb806에 대해 앞에서 논한 바

와 같은 독특한 성질을 나타내고(예컨대, EGFR의 과발현, 돌연변이 또는 리간드 활성화된 형태에만 결합하기 위

해 접근할 수 있는 EGFR 상의 에피토프에 결합하여, 정상 조직 중의 wtEGFR이 아닌 종양 발현 EGFR에 대한 독특

한 특이성을 초래한다) 독특한 가변 영역 서열의 항체, 특히 다양한 CDR 서열의 항체가 동일한 특성 및 결합능

을 보유한다는 것을 입증하는 밀접하게 관련된 패밀리 구성원 변형체라는 것을 보여준다.
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[0979]

[0980]

본 발명은 본 발명의 취지 또는 본질적인 특성에서 벗어남이 없이 다른 형태로 구현되거나 다른 방식으로 수행[0981]

될 수 있다. 따라서, 본원은 모든 관점에서 예시적이며 제한적이지 않은 것으로 간주되어야 하고, 본 발명의 범

위는 첨부된 특허청구범위에 제시되며, 동등한 의미와 범위에 속하는 모든 변화는 본 발명에 포함되는 것으로
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간주한다.

본 명세서를 통해 다양한 참고문헌이 인용되었고, 상기 참고문헌 목록에 제시되었으며, 이들은 각각 전문이 본[0982]

원에 참고인용된다.
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도면98a

도면98b

서 열 목 록

<110> Ludwig Institute for Cancer Research Ltd.

<120> Specific binding proteins and uses thereof

<130> 9662WOO2

<150> US 12/388,504

<151> 2009-02-18

<160> 195

<170> KopatentIn 1.71

<210>  1

<211>  402

<212>  DNA

<213>  Mus musculus

<400>  1

atgagagtgc tgattctttt gtggctgttc acagcctttc ctggtgtcct gtctgatgtg       60

cagcttcagg agtcgggacc tagcctggtg aaaccttctc agtctctgtc cctcacctgc      120

actgtcactg gctactcaat caccagtgat tttgcctgga actggatccg gcagtttcca      180

ggaaacaagc tggagtggat gggctacata agttatagtg gtaacactag gtacaaccca      240

tctctcaaaa gtcgaatctc tatcactcga gacacatcca agaaccaatt cttcctgcag      300

ttgaattctg tgactattga ggacacagcc acatattact gtgtaacggc gggacgcggg      360

tttccttatt ggggccaagg gactctggtc actgtctctg ca                         402

<210>  2

<211>  134

<212>  PRT
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<213>  Mus musculus

<400>  2

Met Arg Val Leu Ile Leu Leu Trp Leu Phe Thr Ala Phe Pro Gly Val 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Ser Leu Val Lys Pro 

            20                  25                  30          

Ser Gln Ser Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr 

        35                  40                  45              

Ser Asp Phe Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu 

    50                  55                  60                  

Glu Trp Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Asn Pro 

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Lys Ser Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln 

                85                  90                  95      

Phe Phe Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Ile Glu Asp Thr Ala Thr Tyr 

            100                 105                 110         

Tyr Cys Val Thr Ala Gly Arg Gly Phe Pro Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

        115                 120                 125             

Leu Val Thr Val Ser Ala 

    130                 

<210>  3

<211>  384

<212>  DNA

<213>  Mus musculus

<400>  3

atggtgtcca cagctcagtt ccttgcattc ttgttgcttt ggtttccagg tgcaagatgt       60

gacatcctga tgacccaatc tccatcctcc atgtctgtat ctctgggaga cacagtcagc      120

atcacttgcc attcaagtca ggacattaac agtaatatag ggtggttgca gcagagacca      180

gggaaatcat ttaagggcct gatctatcat ggaaccaact tggacgatga agttccatca      240

aggttcagtg gcagtggatc tggagccgat tattctctca ccatcagcag cctggaatct      300

gaagattttg cagactatta ctgtgtacag tatgctcagt ttccgtggac gttcggtgga      360

ggcaccaagc tggaaatcaa acgt                                             384
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<210>  4

<211>  128

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  4

Met Val Ser Thr Ala Gln Phe Leu Ala Phe Leu Leu Leu Trp Phe Pro 

1               5                   10                  15      

Gly Ala Arg Cys Asp Ile Leu Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Ser 

            20                  25                  30          

Val Ser Leu Gly Asp Thr Val Ser Ile Thr Cys His Ser Ser Gln Asp 

        35                  40                  45              

Ile Asn Ser Asn Ile Gly Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ser Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Leu Ile Tyr His Gly Thr Asn Leu Asp Asp Glu Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ala Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser 

                85                  90                  95      

Ser Leu Glu Ser Glu Asp Phe Ala Asp Tyr Tyr Cys Val Gln Tyr Ala 

            100                 105                 110         

Gln Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

        115                 120                 125             

<210>  5

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  biotinylated at position 1

<400>  5

Leu Glu Glu Lys Lys Gly Asn Tyr Val Val Thr Asp His 

1               5                   10              

<210>  6

<211>  13

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  biotinylated at position 13

<400>  6

Leu Glu Glu Lys Lys Gly Asn Tyr Val Val Thr Asp His 

1               5                   10              

<210>  7

<211>  6149

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic vector

<400>  7

ctcgagagcg ggcagtgagc gcaacgcaat taatgtgagt tagctcactc attaggcacc       60

ccaggcttta cactttatgc tcccggctcg tatgttgtgt ggagattgtg agcggataac      120

aatttcacac agaattcgtg aggctccggt gcccgtcagt gggcagagcg cacatcgccc      180

acagtccccg agaagttggg gggaggggtc ggcaattgaa ccggtgccta gagaaggtgg      240

cgcggggtaa actgggaaag tgatgtcgtg tactggctcc gcctttttcc cgagggtggg      300

ggagaaccgt atataagtgc agtagtcgcc gtgaacgttc tttttcgcaa cgggtttgcc      360

gccagaacac aggtaagtgc cgtgtgtggt tcccgcgggc ctggcctctt tacgggttat      420

ggcccttgcg tgccttgaat tacttccacg cccctggctg cagtacgtga ttcttgatcc      480

cgagcttcgg gttggaagtg ggtgggagag ttcgaggcct tgcgcttaag gagccccttc      540

gcctcgtgct tgagttgagg cctggcctgg gcgctggggc cgccgcgtgc gaatctggtg      600

gcaccttcgc gcctgtctcg ctgctttcga taagtctcta gccatttaaa atttttgatg      660

acctgctgcg acgctttttt tctggcaaga tagtcttgta aatgcgggcc aagatctgca      720

cactggtatt tcggtttttg gggccgcggg cggcgacggg gcccgtgcgt cccagcgcac      780

atgttcggcg aggcggggcc tgcgagcgcg gccaccgaga atcggacggg ggtagtctca      840

agctggccgg cctgctctgg tgcctggcct cgcgccgccg tgtatcgccc cgccctgggc      900

ggcaaggctg gcccggtcgg caccagttgc gtgagcggaa agatggccgc ttcccggccc      960

tgctgcaggg agctcaaaat ggaggacgcg gcgctcggga gagcgggcgg gtgagtcacc     1020

cacacaaagg aaaagggcct ttccgtcctc agccgtcgct tcatgtgact ccacggagta     1080

ccgggcgccg tccaggcacc tcgattagtt ctcgagcttt tggagtacgt cgtctttagg     1140

ttggggggag gggttttatg cgatggagtt tccccacact gagtgggtgg agactgaagt     1200

taggccagct tggcacttga tgtaattctc cttggaattt gccctttttg agtttggatc     1260
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ttggttcatt ctcaagcctc agacagtggt tcaaagtttt tttcttccat ttcaggtgta     1320

cgcgtctcgg gaagctttag tttaaacgcc gccaccatgg tgtccacagc tcagttcctt     1380

gcattcttgt tgctttggtt tccaggtgca agatgtgaca tcctgatgac ccaatctcca     1440

tcctccatgt ctgtatctct gggagacaca gtcagcatca cttgccattc aagtcaggac     1500

attaacagta atatagggtg gttgcagcag agaccaggga aatcatttaa gggcctgatc     1560

tatcatggaa ccaacttgga cgatgaagtt ccatcaaggt tcagtggcag tggatctgga     1620

gccgattatt ctctcaccat cagcagcctg gaatctgaag attttgcaga ctattactgt     1680

gtacagcatg ctcagtttcc gtggacgttc ggtggaggca ccaagctgga aatcaaacgg     1740

gtgagtggat ccatctggga taagcatgct gttttctgtc tgtccctaac atgccctgtg     1800

attatgcgca aacaacacac ccaagggcag aactttgtta cttaaacacc atcctgtttg     1860

cttctttcct caggaactgt ggctgcacca tctgtcttca tcttcccgcc atctgatgag     1920

cagttgaaat ctggaactgc ctctgttgtg tgcctgctga ataacttcta tcccagagag     1980

gccaaagtac agtggaaggt ggataacgcc ctccaatcgg gtaactccca ggagagtgtc     2040

acagagcagg acagcaagga cagcacctac agcctcagca gcaccctgac gctgagcaaa     2100

gcagactacg agaaacacaa agtctacgcc tgcgaagtca cccatcaggg cctgagctcg     2160

cccgtcacaa agagcttcaa caggggagag tgttgagcta gaactaacta actaagctag     2220

caacggtttc cctctagcgg gatcaattcc gccccccccc cctaacgtta ctggccgaag     2280

ccgcttggaa taaggccggt gtgcgtttgt ctatatgtta ttttccacca tattgccgtc     2340

ttttggcaat gtgagggccc ggaaacctgg ccctgtcttc ttgacgagca ttcctagggg     2400

tctttcccct ctcgccaaag gaatgcaagg tctgttgaat gtcgtgaagg aagcagttcc     2460

tctggaagct tcttgaagac aaacaacgtc tgtagcgacc ctttgcaggc agcggaaccc     2520

cccacctggc gacaggtgcc tctgcggcca aaagccacgt gtataagata cacctgcaaa     2580

ggcggcacaa ccccagtgcc acgttgtgag ttggatagtt gtggaaagag tcaaatggct     2640

ctcctcaagc gtattcaaca aggggctgaa ggatgcccag aaggtacccc attgtatggg     2700

atctgatctg gggcctcggt gcacatgctt tacgtgtgtt tagtcgaggt taaaaaacgt     2760

ctaggccccc cgaaccacgg ggacgtggtt ttcctttgaa aaacacgata ataccatggt     2820

tgaacaagat ggattgcacg caggttctcc ggccgcttgg gtggagaggc tattcggcta     2880

tgactgggca caacagacaa tcggctgctc tgatgccgcc gtgttccggc tgtcagcgca     2940

ggggcgcccg gttctttttg tcaagaccga cctgtccggt gccctgaatg aactgcagga     3000
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cgaggcagcg cggctatcgt ggctggccac gacgggcgtt ccttgcgcag ctgtgctcga     3060

cgttgtcact gaagcgggaa gggactggct gctattgggc gaagtgccgg ggcaggatct     3120

cctgtcatct caccttgctc ctgccgagaa agtatccatc atggctgatg caatgcggcg     3180

gctgcatacg cttgatccgg ctacctgccc attcgaccac caagcgaaac atcgcatcga     3240

gcgagcacgt actcggatgg aagccggtct tgtcgatcag gatgatctgg acgaagagca     3300

tcaggggctc gcgccagccg aactgttcgc caggctcaag gcgcgcatgc ccgacggcga     3360

ggatctcgtc gtgacccatg gcgatgcctg cttgccgaat atcatggtgg aaaatggccg     3420

cttttctgga ttcatcgact gtggccggct gggtgtggcg gaccgctatc aggacatagc     3480

gttggctacc cgtgatattg ctgaagagct tggcggcgaa tgggctgacc gcttcctcgt     3540

gctttacggt atcgccgctc ccgattcgca gcgcatcgcc ttctatcgcc ttcttgacga     3600

gttcttctga gtcgatcgac ctggcgtaat agcgaagagg cccgcaccga tcgcccttcc     3660

caacagttgc gcagcctgaa tggcgaatgg gacgcgccct gtagcggcgc attaagcgcg     3720

gcgggtgtgg tggttacgcg cagcgtgacc gctacacttg ccagcgccct agcgcccgct     3780

cctttcgctt tcttcccttc ctttctcgcc acgttcgccg gctttccccg tcaagctcta     3840

aatcgggggc tccctttagg gttccgattt agtgctttac ggcacctcga ccccaaaaaa     3900

cttgattagg gtgatggttc acgtagtggg ccatcgccct gatagacggt ttttcgcctt     3960

tgacgttgga gtccacgttc tttaatagtg gactcttgtt ccaaactgga acaacactca     4020

accctatctc ggtctattta taagggattt tgccgatttc ggcctattgg ttaaaaaatg     4080

agctgattta acaaaattta acgcgaattt taacaaaata ttaacgctta caatttaggt     4140

ggcacttttc ggggaaatgt gcgcggaacc cctatatttg tttatttttc taaatacatt     4200

caaatatgta tccgctcatg agacaataac cctgataaat gcttcaataa tattgaaaaa     4260

ggaagagtat gagtattcaa catttccgtg tcgcccttat tccctttttt gcggcatttt     4320

gccttactgt ttttgctcac ccagaaacgc tggtgaaagt aaaagatgct gaagatcagt     4380

tgggtgcacg agtgggttac atcgaactgg atctcaacag cggtaagatc cttgagagtt     4440

ttcgccccga agaacgtttt ccaatgatga gcacttttaa agttctgcta tgtggcgcgg     4500

tattatcccg tattgacgcc gggcaagagc aactcggtcg ccgcatacac tattctcaga     4560

atgacttggt tgagtactca ccagtcacag aaaagcatat tacggatggc atgacagtaa     4620

gagaattatg cagtgctgcc ataaccatga gtgataacac tgcggccaac ttacttctga     4680

caacgatcgg aggaccgaag gagctaaccg cttttttgca caacatgggg gatcatgtaa     4740

ctcgccttga tcgttgggaa ccggagctga atgaagccat accaaacgac gagcgtgaca     4800

ccacgatgcc tgtagcaatg gcaacaacgt tgcgcaaact attaactggc gaactactta     4860
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ctctagcttc ccggcaacaa ttaatagact ggatggaggc ggataaagtt gcaggaccac     4920

ttctgcgctc ggcccttccg gctggctggt ttattgctga taaatctgga gccggtgagc     4980

gtgggtctcg cggtatcatt gcagcactgg ggccagatgg taagccctcc cgtatcgtag     5040

ttatctacac gacggggagt caggcaacta tggatgaacg aaatagacag atcgctgaga     5100

taggtgcctc actgattaag cattggtaac tgtcagacca agtttactca tatatacttt     5160

agattgattt aaaacttcat ttttaattta aaaggatcta ggtgaagatc ctttttgata     5220

atctcatgac caaaatccct taacgtgagt tttcgttcca ctgagcgtca gaccccgtag     5280

aaaagatcaa aggatgttct tgagatcctt tttttctgca cgtaatctgc tgcttgcaaa     5340

caaaaaacca ccgctaccag cggtggtttg tttgccggat caagagctac caactctttt     5400

tccgaaggta actggcttca gcagagcgca gataccaaat actgtccttc tagtgtagcc     5460

gtagttaggc caccacttca agaactctgt agcaccgcct acatacctcg ctctgctaat     5520

cctgttacca gtggctgctg ccagtggcga taagtcgtgt cttaccgggt tggactcaag     5580

acgatagtta ccggataagg cgcagcggtc gggctgaacg gggggttcgt gcacacagcc     5640

cagcttggag cgaacgacct acaccgaact gagataccta cagcgtgagc tatgagaaag     5700

cgccacgctt cccgaaggga gaaaggcgga caggtatccg gtaagcggca gggtcggaac     5760

aggagagcgc acgagggagc ttccaggggg aaacgcctgg tatctttata gtcctgtcgg     5820

gtttcgccac ctctgacttg agcgtcgatt tttgtgatgc tcgtcagggg ggcggagcct     5880

atggaaaaac gccagcaacg cggccttttt acggttcctg gccttttgct ggccttttgc     5940

tcacatgttc tttcctgcgt tatcccctga ttctgtggat aaccgtatta ccgcctttga     6000

gtgagctgat accgctcgcc gcagccgaac gaccgagcgc agcgagtcag tgagcgagga     6060

agcggaagag cgcccaatac gcaaaccgcc tctccccgcg cgttggccga ttcattaatg     6120

caggtatcac gaggcccttt cgtcttcac                                       6149

<210>  8

<211>  6625

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic vector

<400>  8

ctcgagagcg ggcagtgagc gcaacgcaat taatgtgagt tagctcactc attaggcacc       60

ccaggcttta cactttatgc tcccggctcg tatgttgtgt ggagattgtg agcggataac      120

aatttcacac agaattcgtg aggctccggt gcccgtcagt gggcagagcg cacatcgccc      180
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acagtccccg agaagttggg gggaggggtc ggcaattgaa ccggtgccta gagaaggtgg      240

cgcggggtaa actgggaaag tgatgtcgtg tactggctcc gcctttttcc cgagggtggg      300

ggagaaccgt atataagtgc agtagtcgcc gtgaacgttc tttttcgcaa cgggtttgcc      360

gccagaacac aggtaagtgc cgtgtgtggt tcccgcgggc ctggcctctt tacgggttat      420

ggcccttgcg tgccttgaat tacttccacg cccctggctg cagtacgtga ttcttgatcc      480

cgagcttcgg gttggaagtg ggtgggagag ttcgaggcct tgcgcttaag gagccccttc      540

gcctcgtgct tgagttgagg cctggcctgg gcgctggggc cgccgcgtgc gaatctggtg      600

gcaccttcgc gcctgtctcg ctgctttcga taagtctcta gccatttaaa atttttgatg      660

acctgctgcg acgctttttt tctggcaaga tagtcttgta aatgcgggcc aagatctgca      720

cactggtatt tcggtttttg gggccgcggg cggcgacggg gcccgtgcgt cccagcgcac      780

atgttcggcg aggcggggcc tgcgagcgcg gccaccgaga atcggacggg ggtagtctca      840

agctggccgg cctgctctgg tgcctggcct cgcgccgccg tgtatcgccc cgccctgggc      900

ggcaaggctg gcccggtcgg caccagttgc gtgagcggaa agatggccgc ttcccggccc      960

tgctgcaggg agctcaaaat ggaggacgcg gcgctcggga gagcgggcgg gtgagtcacc     1020

cacacaaagg aaaagggcct ttccgtcctc agccgtcgct tcatgtgact ccacggagta     1080

ccgggcgccg tccaggcacc tcgattagtt ctcgagcttt tggagtacgt cgtctttagg     1140

ttggggggag gggttttatg cgatggagtt tccccacact gagtgggtgg agactgaagt     1200

taggccagct tggcacttga tgtaattctc cttggaattt gccctttttg agtttggatc     1260

ttggttcatt ctcaagcctc agacagtggt tcaaagtttt tttcttccat ttcaggtgta     1320

cgcgtctcgg gaagctttag tttaaacgcc gccaccatga gagtgctgat tcttttgtgg     1380

ctgttcacag cctttcctgg tgtcctgtct gatgtgcagc ttcaggagtc gggacctagc     1440

ctggtgaaac cttctcagac tctgtccctc acctgcactg tcactggcta ctcaatcacc     1500

agtgattttg cctggaactg gatccggcag tttccaggaa acaagctgga gtggatgggc     1560

tacataagtt atagtggtaa cactaggtac aacccatctc tcaaaagtcg aatctctatc     1620

actcgagaca catccaagaa ccaattcttc ctgcagttga attctgtgac tattgaggac     1680

acagccacat attactgtgt aacggcggga cgcgggtttc cttattgggg ccaagggact     1740

ctggtcactg tctctgcaca gtgagtggat cctctgcgcc tgggcccagc tctgtcccac     1800

accgcggtca catggcacca cctctcttgc agcctccacc aagggcccat cggtcttccc     1860

cctggcaccc tcctccaaga gcacctctgg gggcacagcg gccctgggct gcctggtcaa     1920

ggactacttc cccgaaccgg tgacggtgtc gtggaactca ggcgccctga ccagcggcgt     1980

gcacaccttc ccggctgtcc tacagtcctc aggactctac tccctcagca gcgtggtgac     2040
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cgtgccctcc agcagcttgg gcacccagac ctacatctgc aacgtgaatc acaagcccag     2100

caacaccaag gtggacaaga aagttgagcc caaatcttgt gacaaaactc acacatgccc     2160

accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc ttcctcttcc ccccaaaacc     2220

caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca tgcgtggtgg tggacgtgag     2280

ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac ggcgtggagg tgcataacgc     2340

caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac cgggtggtca gcgtcctcac     2400

cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag tgcaaggtct ccaacaaagc     2460

cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa gggcagcccc gagaaccaca     2520

ggtgtacacc ctgcccccat cccgggagga gatgaccaag aaccaggtca gcctgacctg     2580

cctggtcaaa ggcttctatc ccagcgacat cgccgtggag tgggagagca atgggcagcc     2640

ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc gacggctcct tcttcctcta     2700

cagcaagctc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg aacgtcttct catgctccgt     2760

gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc ctctccctgt ctccgggtaa     2820

atgagctaga aactaactaa gctagcaacg gtttccctct agcgggatca attccgcccc     2880

ccccccctaa cgttactggc cgaagccgct tggaataagg ccggtgtgcg tttgtctata     2940

tgttattttc caccatattg ccgtcttttg gcaatgtgag ggcccggaaa cctggccctg     3000

tcttcttgac gagcattcct aggggtcttt cccctctcgc caaaggaatg caaggtctgt     3060

tgaatgtcgt gaaggaagca gttcctctgg aagcttcttg aagacaaaca acgtctgtag     3120

cgaccctttg caggcagcgg aaccccccac ctggcgacag gtgcctctgc ggccaaaagc     3180

cacgtgtata agatacacct gcaaaggcgg cacaacccca gtgccacgtt gtgagttgga     3240

tagttgtgga aagagtcaaa tggctctcct caagcgtatt caacaagggg ctgaaggatg     3300

cccagaaggt accccattgt atgggatctg atctggggcc tcggtgcaca tgctttacgt     3360

gtgtttagtc gaggttaaaa aacgtctagg ccccccgaac cacggggacg tggttttcct     3420

ttgaaaaaca cgataatacc atggttcgac cattgaactg catcgtcgcc gtgtcccaaa     3480

atatggggat tggcaagaac ggagacctac cctggcctcc gctcaggaac gagttcaagt     3540

acttccaaag aatgaccaca acctcttcag tggaaggtaa acagaatctg gtgattatgg     3600

gtaggaaaac ctggttctcc attcctgaga agaatcgacc tttaaaggac agaattaatg     3660

gttcgatata gttctcagta gagaactcaa agaaccacca cgaggagctc attttcttgc     3720

caaaagtttg gatgatgcct taagacttat tgaacaaccg gaattggcaa gtaaagtaga     3780

catggtttgg atagtcggag gcagttctgt ttaccaggaa gccatgaatc aaccaggcca     3840
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cctcagactc tttgtgacaa ggatcatgca ggaatttgaa agtgacacgt ttttcccaga     3900

aattgatttg gggaaatata aacttctccc agaataccca ggcgtcctct ctgaggtcca     3960

ggaggaaaaa ggcatcaagt ataagtttga agtctacgag aagaaagact aacaggaaga     4020

tgctttcaag ttctctgctc ccctcctaaa gctatgcatt tttataagac catgggactt     4080

ttgctggtcg atcgacctgg cgtaatagcg aagaggcccg caccgatcgc ccttcccaac     4140

agttgcgcag cctgaatggc gaatgggacg cgccctgtag cggcgcatta agcgcggcgg     4200

gtgtggtggt tacgcgcagc gtgaccgcta cacttgccag cgccctagcg cccgctcctt     4260

tcgctttctt cccttccttt ctcgccacgt tcgccggctt tccccgtcaa gctctaaatc     4320

gggggctccc tttagggttc cgatttagtg ctttacggca cctcgacccc aaaaaacttg     4380

attagggtga tggttcacgt agtgggccat cgccctgata gacggttttt cgcctttgac     4440

gttggagtcc acgttcttta atagtggact cttgttccaa actggaacaa cactcaaccc     4500

tatctcggtc tatttataag ggattttgcc gatttcggcc tattggttaa aaaatgagct     4560

gatttaacaa aatttaacgc gaattttaac aaaatattaa cgcttacaat ttaggtggca     4620

cttttcgggg aaatgtgcgc ggaaccccta tatttgttta tttttctaaa tacattcaaa     4680

tatgtatccg ctcatgagac aataaccctg ataaatgctt caataatatt gaaaaaggaa     4740

gagtatgagt attcaacatt tccgtgtcgc ccttattccc ttttttgcgg cattttgcct     4800

tactgttttt gctcacccag aaacgctggt gaaagtaaaa gatgctgaag atcagttggg     4860

tgcacgagtg ggttacatcg aactggatct caacagcggt aagatccttg agagttttcg     4920

ccccgaagaa cgttttccaa tgatgagcac ttttaaagtt ctgctatgtg gcgcggtatt     4980

atcccgtatt gacgccgggc aagagcaact cggtcgccgc atacactatt ctcagaatga     5040

cttggttgag tactcaccag tcacagaaaa gcatattacg gatggcatga cagtaagaga     5100

attatgcagt gctgccataa ccatgagtga taacactgcg gccaacttac ttctgacaac     5160

gatcggagga ccgaaggagc taaccgcttt tttgcacaac atgggggatc atgtaactcg     5220

ccttgatcgt tgggaaccgg agctgaatga agccatacca aacgacgagc gtgacaccac     5280

gatgcctgta gcaatggcaa caacgttgcg caaactatta actggcgaac tacttactct     5340

agcttcccgg caacaattaa tagactggat ggaggcggat aaagttgcag gaccacttct     5400

gcgctcggcc cttccggctg gctggtttat tgctgataaa tctggagccg gtgagcgtgg     5460

gtctcgcggt atcattgcag cactggggcc agatggtaag ccctcccgta tcgtagttat     5520

ctacacgacg gggagtcagg caactatgga tgaacgaaat agacagatcg ctgagatagg     5580
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tgcctcactg attaagcatt ggtaactgtc agaccaagtt tactcatata tactttagat     5640

tgatttaaaa cttcattttt aatttaaaag gatctaggtg aagatccttt ttgataatct     5700

catgaccaaa atcccttaac gtgagttttc gttccactga gcgtcagacc ccgtagaaaa     5760

gatcaaagga tgttcttgag atcctttttt tctgcacgta atctgctgct tgcaaacaaa     5820

aaaccaccgc taccagcggt ggtttgtttg ccggatcaag agctaccaac tctttttccg     5880

aaggtaactg gcttcagcag agcgcagata ccaaatactg tccttctagt gtagccgtag     5940

ttaggccacc acttcaagaa ctctgtagca ccgcctacat acctcgctct gctaatcctg     6000

ttaccagtgg ctgctgccag tggcgataag tcgtgtctta ccgggttgga ctcaagacga     6060

tagttaccgg ataaggcgca gcggtcgggc tgaacggggg gttcgtgcac acagcccagc     6120

ttggagcgaa cgacctacac cgaactgaga tacctacagc gtgagctatg agaaagcgcc     6180

acgcttcccg aagggagaaa ggcggacagg tatccggtaa gcggcagggt cggaacagga     6240

gagcgcacga gggagcttcc agggggaaac gcctggtatc tttatagtcc tgtcgggttt     6300

cgccacctct gacttgagcg tcgatttttg tgatgctcgt caggggggcg gagcctatgg     6360

aaaaacgcca gcaacgcggc ctttttacgg ttcctggcct tttgctggcc ttttgctcac     6420

atgttctttc ctgcgttatc ccctgattct gtggataacc gtattaccgc ctttgagtga     6480

gctgataccg ctcgccgcag ccgaacgacc gagcgcagcg agtcagtgag cgaggaagcg     6540

gaagagcgcc caatacgcaa accgcctctc cccgcgcgtt ggccgattca ttaatgcagg     6600

tatcacgagg ccctttcgtc ttcac                                           6625

<210>  9

<211>  234

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic vector

<400>  9

Met Val Ser Thr Ala Gln Phe Leu Ala Phe Leu Leu Leu Trp Phe Pro 

1               5                   10                  15      

Gly Ala Arg Cys Asp Ile Leu Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Ser 

            20                  25                  30          

Val Ser Leu Gly Asp Thr Val Ser Ile Thr Cys His Ser Ser Gln Asp 

        35                  40                  45              

Ile Asn Ser Asn Ile Gly Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ser Phe 

    50                  55                  60                  
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Lys Gly Leu Ile Tyr His Gly Thr Asn Leu Asp Asp Glu Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ala Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser 

                85                  90                  95      

Ser Leu Glu Ser Glu Asp Phe Ala Asp Tyr Tyr Cys Val Gln His Ala 

            100                 105                 110         

Gln Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu 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         

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>  10

<211>  463

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic vector

<400>  10

Met Arg Val Leu Ile Leu Leu Trp Leu Phe Thr Ala Phe Pro Gly Val 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Ser Leu Val Lys Pro 
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            20                  25                  30          

Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr 

        35                  40                  45              

Ser Asp Phe Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu 

    50                  55                  60                  

Glu Trp Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Asn Pro 

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Lys Ser Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln 

                85                  90                  95      

Phe Phe Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Ile Glu Asp Thr Ala Thr Tyr 

            100                 105                 110         

Tyr Cys Val Thr Ala Gly Arg Gly Phe Pro Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

        115                 120                 125             

Leu Val Thr Val Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu 

    130                 135                 140                 

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys 

145                 150                 155                 160 

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser 

                165                 170                 175     

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser 

            180                 185                 190         

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Tyr Ser Val Pro Ser Ser Ser 

        195                 200                 205             

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn 

    210                 215                 220                 

Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His 

225                 230                 235                 240 

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val 

                245                 250                 255     

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr 

            260                 265                 270         
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Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu 

        275                 280                 285             

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys 

    290                 295                 300                 

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser 

305                 310                 315                 320 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys 

                325                 330                 335     

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile 

            340                 345                 350         

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro 

        355                 360                 365             

Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu 

    370                 375                 380                 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn 

385                 390                 395                 400 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser 

                405                 410                 415     

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg 

            420                 425                 430         

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu 

        435                 440                 445             

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

    450                 455                 460             

<210>  11

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  11

Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Ser Leu Val Lys Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      

공개특허 10-2018-0125044

- 272 -



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

            20                  25                  30          

Phe Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp 

        35                  40                  45              

Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Asn Pro Ser Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Ser Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ala 

        115     

<210>  12

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  12

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

1               5                   10                  15      

Asp Thr Val Ser Ile Thr Cys His Ser Ser Gln Asp Ile Asn Ser Asn 

            20                  25                  30          

Ile Gly Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ser Phe Lys Gly Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr His Gly Thr Asn Leu Asp Asp Glu Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Ala Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Asp Tyr Tyr Cys Val Gln Tyr Ala Gln Phe Pro Trp 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 
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            100                 105             

<210>  13

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  13

Leu Glu Glu Lys Lys Gly Asn Tyr Val Val Thr Asp His 

1               5                   10              

<

210>  14

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  14

Cys Gly Ala Asp Ser Tyr Glu Met Glu Glu Asp Gly Val Arg Lys Cys 

1               5                   10                  15      

<210>  15

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  15

Ser Asp Phe Ala Trp Asn 

1               5       

<210>  16

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  16

Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  17

<211>  9
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<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  17

Val Thr Ala Gly Arg Gly Phe Pro Tyr 

1               5                   

<210>  18

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  18

His Ser Ser Gln Asp Ile Asn Ser Asn Ile Gly 

1               5                   10      

<210>  19

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  19

His Gly Thr Asn Leu Asp Asp 

1               5           

<210>  20

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  20

Val Gln Tyr Ala Gln Phe Pro Trp Thr 

1               5                   

<210>  21

<211>  348

<212>  DNA

<213>  Mus musculus

<400>  21

gatgtgcagc ttcaggagtc gggacctagc ctggtgaaac cttctcagtc tctgtccctc       60

acctgcactg tcactggcta ctcaatcacc agtgactatg cctggaactg gatccggcag      120

tttccaggaa acaaactgga gtggatgggc tacataagtt acagtgctaa cactaggtac      180
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aacccatctc tcaaaagtcg aatctctatc actcgagaca catccaagaa ccaattcttc      240

ctgcagttga attctgtgac tactgaggac acagccacat attactgtgc aacggcggga      300

cgcgggtttc cttactgggg ccaagggact ctggtcactg tctctgca                   348

<210>  22

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  22

Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Ser Leu Val Lys Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Tyr Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp 

        35                  40                  45              

Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Ala Asn Thr Arg Tyr Asn Pro Ser Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Ser Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ala 

        115     

<210>  23

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  23

Ser Asp Tyr Ala Trp Asn 

1               5       

<210>  24
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<211>  16

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  24

Tyr Ile Ser Tyr Ser Ala Asn Thr Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  25

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  25

Ala Gly Arg Gly Phe Pro Tyr 

1               5           

<210>  26

<211>  324

<212>  DNA

<213>  Mus musculus

<400>  26

gacatcctga tgacccaatc tccatcctcc atgtctctat ctctgggaga cacagtcagt       60

atcacttgcc attcaagtca ggacattaac agtaatatag ggtggttgca gcagaaacca      120

gggaaatcat ttaagggcct gatctatcat ggaaccaact tggacgatgg agttccatca      180

aggttcagtg gcagtggatc tggagccgat tattctctca ccatcagcag cctggaatct      240

gaagattttg tagactatta ctgtgtacag tatggtcagt ttccgtggac gttcggtgga      300

ggcaccaagc tggaaatcaa acgg                                             324

<210>  27

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  27

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

1               5                   10                  15      

Asp Thr Val Ser Ile Thr Cys His Ser Ser Gln Asp Ile Asn Ser Asn 

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

        35                  40                  45              

Tyr His Gly Thr Asn Leu Asp Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Ala Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Val Asp Tyr Tyr Cys Val Gln Tyr Gly Gln Phe Pro Trp 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

            100                 105             

<210>  28

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  28

His Ser Ser Gln Asp Ile Asn Ser Asn Ile Gly 

1               5                   10      

<210>  29

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  29

His Gly Thr Asn Leu Asp Asp 

1               5           

<210>  30

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  30

Val Gln Tyr Gly Gln Phe Pro Trp Thr 

1               5                   

<210>  31

<211>  348
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<212>  DNA

<213>  Mus musculus

<400>  31

gatgtgcagc ttcaggggtc gggacctagc ctggtgaaac cttctcagtc tctgtccctc       60

acctgcactg tcactggcta ctcaatcacc agtgattatg cctggaactg gatccggcag      120

tttccaggaa acaaactgga gtggatgggc tacataagct acagtggtaa cactagatac      180

aacccatctc tcagaagtcg aatctctatc actcgagaca catccaagaa ccaattcttc      240

ctgcagttga attctgtgac tactgaggac acagccacat attactgtgc aacggcggga      300

cgcggatttc cttactgggg ccaagggact ctggtcactg tctctgca                   348

<210>  32

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  32

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Tyr Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp 

        35                  40                  45              

Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Asn Pro Ser Leu 

    50                  55                  60                  

Arg Ser Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ala 

        115     

<210>  33

<211>  6
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<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  33

Ser Asp Tyr Ala Trp Asn 

1               5       

<210>  34

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  34

Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Arg Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  35

<211

>  9

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  35

Ala Thr Ala Gly Arg Gly Phe Pro Tyr 

1               5                   

<210>  36

<211>  322

<212>  DNA

<213>  Mus musculus

<400>  36

gacatcctga tgacccaatc tccatcctcc atgtctgtgt ctctgggaga cacagtcaac       60

atcacttgcc attcaagtca ggacattaac agtaatatag ggtggttgca gcagaaacca      120

gggaaatcat ttaagggcct gatctatcat ggaaccaact tggacgatgg agttccatca      180

aggttcagtg gcagtggatc tggagccgat tattctctca ccatcagcag cctggaatct      240

gaggattttg cagactatta ctgtgtacag tatggtcagt ttccgtggac gttcggtgga      300

ggcaccaagc tggaaatcaa ac                                               322

<210>  37

<211>  108

<212>  PRT
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<213>  Mus musculus

<400>  37

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

1               5                   10                  15      

Asp Thr Val Asn Ile Thr Cys His Ser Ser Gln Asp Ile Asn Ser Asn 

            20                  25                  30          

Ile Gly Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Phe Lys Gly Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr His Gly Thr Asn Leu Asp Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Ala Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ser 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

            100                 105             

<210>  38

<

211>  11

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  38

His Ser Ser Gln Asp Ile Asn Ser Asn Ile Gly 

1               5                   10      

<210>  39

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  39

His Gly Thr Asn Leu Asp Asp 

1               5           

<210>  40

<211>  9
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<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  40

Val Gln Tyr Gly Gln Phe Pro Trp Thr 

1               5                   

<210>  41

<211>  11891

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic vector

<400>  41

aagcttgccg ccaccatgga ttggacctgg cgcattctct ttctggtagc agccgccaca       60

ggtaaggggc tgccaaatcc cagtgaggag gaagggatcg aaggtcacca tcgaagccag      120

tcacccagtg aagggggctt ccatccactc ctgtgtcttc tctacaggtg tccacagcca      180

ggtgcagctc caagagagtg gacctgggct tgtcaagccg agtcaaactt tgtccctaac      240

atgtactgtg tccggatact ctatctcatc agattttgcg tggaattgga taaggcagcc      300

accagggaaa ggtttagaat ggatgggcta catatcatac tctgggaaca ccagatatca      360

accttctctg aaaagccgga tcacaatctc aagggacacg tcgaagaatc agttcttcct      420

gaaactgaac tccgttacag ccgcagacac agcaacatat tactgcgtaa ccgctggcag      480

aggcttcccc tattggggac agggcaccct agtgacagtg agcagcggta agatggcaca      540

ccgtggccgg cctctgcgcc tgggcccagc tctgtcccac accgcggtca catggcacct      600

tttctcttcc agcctccacc aagggcccca gcgtgttccc cctggccccc agcagcaaga      660

gcaccagcgg cggcacagcc gccctgggct gcctggtgaa ggactacttc cccgagcccg      720

tgaccgtgag ctggaacagc ggagccctga cctccggcgt gcacaccttc cccgccgtgc      780

tgcagagcag cggcctgtac agcctgagca gcgtggtgac cgtgcccagc agcagcctgg      840

gcacccagac ctacatctgc aacgtgaacc acaagcccag caacaccaag gtggacaaga      900

aggtggagcc caagagctgc gacaagaccc acacctgccc cccctgccca gccccagagc      960

tgctgggcgg accctccgtg ttcctgttcc cccccaagcc caaggacacc ctgatgatca     1020

gcaggacccc cgaggtgacc tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaggac ccagaggtga     1080

agttcaattg gtatgtggac ggcgtggagg tgcacaacgc caagaccaag cccagagaag     1140

agcagtacaa cagcacctac agggtggtgt ccgtgctgac cgtgctgcac caggactggc     1200
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tgaacggcaa ggaatacaaa tgcaaggtct ccaacaaggc cctgccagcc cccatcgaaa     1260

agaccatcag caaggccaag ggccagccac gggagcccca ggtgtacacc ctgcccccct     1320

cccgggacga gtgcaccaag aaccaggtgt ccctgacctg tctggtgaag ggcttctacc     1380

ccagcgacat cgccgtggag tgggagagca acggccagcc cgagaacaac tacaagacca     1440

cccccccagt gctggacagc gacggcagct tcttcctgta cagcaagctg accgtggaca     1500

agagcaggtg gcagcagggc aacgtgttca gctgcagcgt gatgcacgag gccctgcaca     1560

accactacac ccagaagagc ctgagcctgt cccccggcaa gtgatgacga cgcggccgtg     1620

cggacgaccg aattcattga tcataatcag ccataccaca tttgtagagg ttttacttgc     1680

tttaaaaaac ctcccacacc tccccctgaa cctgaaacat aaaatgaatg caattgttgt     1740

tgttaacttg tttattgcag cttataatgg ttacaaataa agcaatagca tcacaaattt     1800

cacaaataaa gcattttttt cactgcattc tagttgtggt ttgtccaaac tcatcaatgt     1860

atcttatcat gtctggcggc cgccgatatt tgaaaatatg gcatattgaa aatgtcgccg     1920

atgtgagttt ctgtgtaact gatatcgcca tttttccaaa agtgattttt gggcatacgc     1980

gatatctggc gatagcgctt atatcgttta cgggggatgg cgatagacga ctttggtgac     2040

ttgggcgatt ctgtgtgtcg caaatatcgc agtttcgata taggtgacag acgatatgag     2100

gctatatcgc cgatagaggc gacatcaagc tggcacatgg ccaatgcata tcgatctata     2160

cattgaatca atattggcca ttagccatat tattcattgg ttatatagca taaatcaata     2220

ttggctattg gccattgcat acgttgtatc catatcataa tatgtacatt tatattggct     2280

catgtccaac attaccgcca tgttgacatt gattattgac tagttattaa tagtaatcaa     2340

ttacggggtc attagttcat agcccatata tggagttccg cgttacataa cttacggtaa     2400

atggcccgcc tggctgaccg cccaacgacc cccgcccatt gacgtcaata atgacgtatg     2460

ttcccatagt aacgccaata gggactttcc attgacgtca atgggtggag tatttacggt     2520

aaactgccca cttggcagta catcaagtgt atcatatgcc aagtacgccc cctattgacg     2580

tcaatgacgg taaatggccc gcctggcatt atgcccagta catgacctta tgggactttc     2640

ctacttggca gtacatctac gtattagtca tcgctattac catggtgatg cggttttggc     2700

agtacatcaa tgggcgtgga tagcggtttg actcacgggg atttccaagt ctccacccca     2760

ttgacgtcaa tgggagtttg ttttggcacc aaaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta     2820

acaactccgc cccattgacg caaatgggcg gtaggcgtgt acggtgggag gtctatataa     2880

gcagagctcg tttagtgaac cgtcagatcg cctggagacg ccatccacgc tgttttgacc     2940
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tccatagaag acaccgggac cgatccagcc tccgcggccg ggaacggtgc attggaacgc     3000

ggattccccg tgccaagagt gacgtaagta ccgcctatag agtctatagg cccaccccct     3060

tggcttctta tgcatgctat actgtttttg gcttggggtc tatacacccc cgcttcctca     3120

tgttataggt gatggtatag cttagcctat aggtgtgggt tattgaccat tattgaccac     3180

tcccctattg gtgacgatac tttccattac taatccataa catggctctt tgccacaact     3240

ctctttattg gctatatgcc aatacactgt ccttcagaga ctgacacgga ctctgtattt     3300

ttacaggatg gggtctcatt tattatttac aaattcacat atacaacacc accgtcccca     3360

gtgcccgcag tttttattaa acataacgtg ggatctccac gcgaatctcg ggtacgtgtt     3420

ccggacatgg gctcttctcc ggtagcggcg gagcttctac atccgagccc tgctcccatg     3480

cctccagcga ctcatggtcg ctcggcagct ccttgctcct aacagtggag gccagactta     3540

ggcacagcac gatgcccacc accaccagtg tgccgcacaa ggccgtggcg gtagggtatg     3600

tgtctgaaaa tgagctcggg gagcgggctt gcaccgctga cgcatttgga agacttaagg     3660

cagcggcaga agaagatgca ggcagctgag ttgttgtgtt ctgataagag tcagaggtaa     3720

ctcccgttgc ggtgctgtta acggtggagg gcagtgtagt ctgagcagta ctcgttgctg     3780

ccgcgcgcgc caccagacat aatagctgac agactaacag actgttcctt tccatgggtc     3840

ttttctgcag tcaccgtcct tgacacgaag cttgccgcca ccatggattg gacttggaga     3900

atactgtttc ttgtagcagc cgcaacaggt aaggggctgc caaatcccag tgaggaggaa     3960

gggatcgaag gtgaccatcg aagccagtca agggggcgga ccgcttccat ccactcctgt     4020

gtcttctcta caggtgttca cagtgatatt cagatgactc agagtccatc cagcatgtca     4080

gtctccgtgg gagatagggt gacgataacc tgtcattcaa gccaagacat caactccaat     4140

attggatggc tccaacagaa gcctggtaag tccttcaaag gactaatcta tcacggaaca     4200

aacttggacg acggcgtgcc atcgagattt tcagggtctg gcagcgggac cgactataca     4260

ctgaccatct ctagcttaca accagaggac tttgccacat actactgcgt ccagtacgct     4320

cagttcccct ggacattcgg cggcggcaca aaactggaaa tcaaacgtga gtagcggtcc     4380

gttaattaaa gatccttcta aactctgagg gggtcggatg acgtggccat tgttacttaa     4440

acaccatcct gtttgcttct ttcctcagga accgtcgcag ctccctccgt gttcatcttc     4500

cccccatccg acgagcaact gaagtcaggc acagcctccg tggtgtgcct ccttaataac     4560

ttttacccaa gagaggccaa agtccagtgg aaagtggaca acgcactaca gagcgggaac     4620

tctcaggaaa gcgtgacaga gcaggactca aaagattcaa catacagcct atcttctacc     4680

ctgacactgt caaaagctga ttatgaaaag cacaaagtat atgcctgtga agtaactcat     4740

cagggactca gcagccctgt cactaaaagt tttaatagag gcgaatgctg ataagcggcc     4800
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gtgcggacga ccgaattcat tgatcataat cagccatacc acatttgtag aggttttact     4860

tgctttaaaa aacctcccac acctccccct gaacctgaaa cataaaatga atgcaattgt     4920

tgttgttaac ttgtttattg cagcttataa tggttacaaa taaagcaata gcatcacaaa     4980

tttcacaaat aaagcatttt tttcactgca ttctagttgt ggtttgtcca aactcatcaa     5040

tgtatcttat catgtctgga tcctctacgc cggacgcatc gtggccggca tcaccggcgc     5100

cacaggtgcg gttgctggcg cctatatcgc cgacatcacc gatggggaag atcgggctcg     5160

ccacttcggg ctcatgagcg cttgtttcgg cgtgggtatg gtggcaggcc ccgtggccgg     5220

gggactgttg ggcgccatct ccttgcatgc accattcctt gcggcggcgg tgctcaacgg     5280

cctcaaccta ctactgggct gcttcctaat gcaggagtcg cataagggag agcgtcgacc     5340

tcgggccgcg ttgctggcgt ttttccatag gctccgcccc cctgacgagc atcacaaaaa     5400

tcgacgctca agtcagaggt ggcgaaaccc gacaggacta taaagatacc aggcgtttcc     5460

ccctggaagc tccctcgtgc gctctcctgt tccgaccctg ccgcttaccg gatacctgtc     5520

cgcctttctc ccttcgggaa gcgtggcgct ttctcatagc tcacgctgta ggtatctcag     5580

ttcggtgtag gtcgttcgct ccaagctggg ctgtgtgcac gaaccccccg ttcagcccga     5640

ccgctgcgcc ttatccggta actatcgtct tgagtccaac ccggtaagac acgacttatc     5700

gccactggca gcagccactg gtaacaggat tagcagagcg aggtatgtag gcggtgctac     5760

agagttcttg aagtggtggc ctaactacgg ctacactaga agaacagtat ttggtatctg     5820

cgctctgctg aagccagtta ccttcggaaa aagagttggt agctcttgat ccggcaaaca     5880

aaccaccgct ggtagcggtg gtttttttgt ttgcaagcag cagattacgc gcagaaaaaa     5940

aggatctcaa gaagatcctt tgatcttttc tacggggtct gacgctcagt ggaacgaaaa     6000

ctcacgttaa gggattttgg tcatgagatt atcaaaaagg atcttcacct agatcctttt     6060

aaattaaaaa tgaagtttta aatcaatcta aagtatatat gagtaaactt ggtctgacag     6120

ttaccaatgc ttaatcagtg aggcacctat ctcagcgatc tgtctatttc gttcatccat     6180

agttgcctga ctccccgtcg tgtagataac tacgatacgg gagggcttac catctggccc     6240

cagtgctgca atgataccgc gagacccacg ctcaccggct ccagatttat cagcaataaa     6300

ccagccagcc ggaagggccg agcgcagaag tggtcctgca actttatccg cctccatcca     6360

gtctattaat tgttgccggg aagctagagt aagtagttcg ccagttaata gtttgcgcaa     6420

cgttgttgcc attgctacag gcatcgtggt gtcacgctcg tcgtttggta tggcttcatt     6480

cagctccggt tcccaacgat caaggcgagt tacatgatcc cccatgttgt gcaaaaaagc     6540

ggttagctcc ttcggtcctc cgatcgttgt cagaagtaag ttggccgcag tgttatcact     6600

catggttatg gcagcactgc ataattctct tactgtcatg ccatccgtaa gatgcttttc     6660
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tgtgactggt gagtactcaa ccaagtcatt ctgagaatag tgtatgcggc gaccgagttg     6720

ctcttgcccg gcgtcaatac gggataatac cgcgccacat agcagaactt taaaagtgct     6780

catcattgga aaacgttctt cggggcgaaa actctcaagg atcttaccgc tgttgagatc     6840

cagttcgatg taacccactc gtgcacccaa ctgatcttca gcatctttta ctttcaccag     6900

cgtttctggg tgagcaaaaa caggaaggca aaatgccgca aaaaagggaa taagggcgac     6960

acggaaatgt tgaatactca tactcttcct ttttcaatat tattgaagca tttatcaggg     7020

ttattgtctc atgagcggat acatatttga atgtatttag aaaaataaac aaataggggt     7080

tccgcgcaca tttccccgaa aagtgccacc tgacgtctaa gaaaccatta ttatcatgac     7140

attaacctat aaaaataggc gtatcacgag gccctgatgg ctctttgcgg cacccatcgt     7200

tcgtaatgtt ccgtggcacc gaggacaacc ctcaagagaa aatgtaatca cactggctca     7260

ccttcgggtg ggcctttctg cgtttataag gagacacttt atgtttaaga aggttggtaa     7320

attccttgcg gctttggcag ccaagctaga tccggctgtg gaatgtgtgt cagttagggt     7380

gtggaaagtc cccaggctcc ccagcaggca gaagtatgca aagcatgcat ctcaattagt     7440

cagcaaccag gtgtggaaag tccccaggct ccccagcagg cagaagtatg caaagcatgc     7500

atctcaatta gtcagcaacc atagtcccgc ccctaactcc gcccatcccg cccctaactc     7560

cgcccagttc cgcccattct ccgccccatg gctgactaat tttttttatt tatgcagagg     7620

ccgaggccgc ctcggcctct gagctattcc agaagtagtg aggaggcttt tttggaggcc     7680

taggcttttg caaaaagcta gcttggggcc accgctcaga gcaccttcca ccatggccac     7740

ctcagcaagt tcccacttga acaaaaacat caagcaaatg tacttgtgcc tgccccaggg     7800

tgagaaagtc caagccatgt atatctgggt tgatggtact ggagaaggac tgcgctgcaa     7860

aacccgcacc ctggactgtg agcccaagtg tgtagaagag ttacctgagt ggaattttga     7920

tggctctagt acctttcagt ctgagggctc caacagtgac atgtatctca gccctgttgc     7980

catgtttcgg gaccccttcc gcagagatcc caacaagctg gtgttctgtg aagttttcaa     8040

gtacaaccgg aagcctgcag agaccaattt aaggcactcg tgtaaacgga taatggacat     8100

ggtgagcaac cagcacccct ggtttggaat ggaacaggag tatactctga tgggaacaga     8160

tgggcaccct tttggttggc cttccaatgg ctttcctggg ccccaaggtc cgtattactg     8220

tggtgtgggc gcagacaaag cctatggcag ggatatcgtg gaggctcact accgcgcctg     8280

cttgtatgct ggggtcaaga ttacaggaac aaatgctgag gtcatgcctg cccagtggga     8340

actccaaata ggaccctgtg aaggaatccg catgggagat catctctggg tggcccgttt     8400
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catcttgcat cgagtatgtg aagactttgg ggtaatagca acctttgacc ccaagcccat     8460

tcctgggaac tggaatggtg caggctgcca taccaacttt agcaccaagg ccatgcggga     8520

ggagaatggt ctgaagcaca tcgaggaggc catcgagaaa ctaagcaagc ggcaccggta     8580

ccacattcga gcctacgatc ccaagggggg cctggacaat gcccgtggtc tgactgggtt     8640

ccacgaaacg tccaacatca acgacttttc tgctggtgtc gccaatcgca gtgccagcat     8700

ccgcattccc cggactgtcg gccaggagaa gaaaggttac tttgaagacc gcggcccctc     8760

tgccaattgt gacccctttg cagtgacaga agccatcgtc cgcacatgcc ttctcaatga     8820

gactggcgac gagcccttcc aatacaaaaa ctaattagac tttgagtgat cttgagcctt     8880

tcctagttca tcccaccccg ccccagagag atctttgtga aggaacctta cttctgtggt     8940

gtgacataat tggacaaact acctacagag atttaaagct ctaaggtaaa tataaaattt     9000

ttaagtgtat aatgtgttaa actactgatt ctaattgttt gtgtatttta gattccaacc     9060

tatggaactg atgaatggga gcagtggtgg aatgccttta atgaggaaaa cctgttttgc     9120

tcagaagaaa tgccatctag tgatgatgag gctactgctg actctcaaca ttctactcct     9180

ccaaaaaaga agagaaaggt agaagacccc aaggactttc cttcagaatt gctaagtttt     9240

ttgagtcatg ctgtgtttag taatagaact cttgcttgct ttgctattta caccacaaag     9300

gaaaaagctg cactgctata caagaaaatt atggaaaaat attctgtaac ctttataagt     9360

aggcataaca gttataatca taacatactg ttttttctta ctccacacag gcatagagtg     9420

tctgctatta ataactatgc tcaaaaattg tgtaccttta gctttttaat ttgtaaaggg     9480

gttaataagg aatatttgat gtatagtgcc ttgactagag atcataatca gccataccac     9540

atttgtagag gttttacttg ctttaaaaaa cctcccacac ctccccctga acctgaaaca     9600

taaaatgaat gcaattgttg ttgttaactt gtttattgca gcttataatg gttacaaata     9660

aagcaatagc atcacaaatt tcacaaataa agcatttttt tcactgcatt ctagttgtgg     9720

tttgtccaaa ctcatcaatg tatcttatca tgtctggatc tagcttcgtg tcaaggacgg     9780

tgactgcagt gaataataaa atgtgtgttt gtccgaaata cgcgttttga gatttctgtc     9840

gccgactaaa ttcatgtcgc gcgatagtgg tgtttatcgc cgatagagat ggcgatattg     9900

gaaaaatcga tatttgaaaa tatggcatat tgaaaatgtc gccgatgtga gtttctgtgt     9960

aactgatatc gccatttttc caaaagtgat ttttgggcat acgcgatatc tggcgatagc    10020

gcttatatcg tttacggggg atggcgatag acgactttgg tgacttgggc gattctgtgt    10080

gtcgcaaata tcgcagtttc gatataggtg acagacgata tgaggctata tcgccgatag    10140

aggcgacatc aagctggcac atggccaatg catatcgatc tatacattga atcaatattg    10200

gccattagcc atattattca ttggttatat agcataaatc aatattggct attggccatt    10260
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gcatacgttg tatccatatc ataatatgta catttatatt ggctcatgtc caacattacc    10320

gccatgttga cattgattat tgactagtta ttaatagtaa tcaattacgg ggtcattagt    10380

tcatagccca tatatggagt tccgcgttac ataacttacg gtaaatggcc cgcctggctg    10440

accgcccaac gacccccgcc cattgacgtc aataatgacg tatgttccca tagtaacgcc    10500

aatagggact ttccattgac gtcaatgggt ggagtattta cggtaaactg cccacttggc    10560

agtacatcaa gtgtatcata tgccaagtac gccccctatt gacgtcaatg acggtaaatg    10620

gcccgcctgg cattatgccc agtacatgac cttatgggac tttcctactt ggcagtacat    10680

ctacgtatta gtcatcgcta ttaccatggt gatgcggttt tggcagtaca tcaatgggcg    10740

tggatagcgg tttgactcac ggggatttcc aagtctccac cccattgacg tcaatgggag    10800

tttgttttgg caccaaaatc aacgggactt tccaaaatgt cgtaacaact ccgccccatt    10860

gacgcaaatg ggcggtaggc gtgtacggtg ggaggtctat ataagcagag ctcgtttagt    10920

gaaccgtcag atcgcctgga gacgccatcc acgctgtttt gacctccata gaagacaccg    10980

ggaccgatcc agcctccgcg gccgggaacg gtgcattgga acgcggattc cccgtgccaa    11040

gagtgacgta agtaccgcct atagagtcta taggcccacc cccttggctt cttatgcatg    11100

ctatactgtt tttggcttgg ggtctataca cccccgcttc ctcatgttat aggtgatggt    11160

atagcttagc ctataggtgt gggttattga ccattattga ccactcccct attggtgacg    11220

atactttcca ttactaatcc ataacatggc tctttgccac aactctcttt attggctata    11280

tgccaataca ctgtccttca gagactgaca cggactctgt atttttacag gatggggtct    11340

catttattat ttacaaattc acatatacaa caccaccgtc cccagtgccc gcagttttta    11400

ttaaacataa cgtgggatct ccacgcgaat ctcgggtacg tgttccggac atgggctctt    11460

ctccggtagc ggcggagctt ctacatccga gccctgctcc catgcctcca gcgactcatg    11520

gtcgctcggc agctccttgc tcctaacagt ggaggccaga cttaggcaca gcacgatgcc    11580

caccaccacc agtgtgccgc acaaggccgt ggcggtaggg tatgtgtctg aaaatgagct    11640

cggggagcgg gcttgcaccg ctgacgcatt tggaagactt aaggcagcgg cagaagaaga    11700

tgcaggcagc tgagttgttg tgttctgata agagtcagag gtaactcccg ttgcggtgct    11760

gttaacggtg gagggcagtg tagtctgagc agtactcgtt gctgccgcgc gcgccaccag    11820

acataatagc tgacagacta acagactgtt cctttccatg ggtcttttct gcagtcaccg    11880

tccttgacac g                                                         11891

<210>  42

<211>  135

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  42

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly 

1               5                   10                  15      

Val His Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys 

            20                  25                  30          

Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Ser Ile 

        35                  40                  45              

Ser Ser Asp Phe Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Glu Trp Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Gln 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Gln Phe Phe Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Thr 

            100                 105                 110         

Tyr Tyr Cys Val Thr Ala Gly Arg Gly Phe Pro Tyr Trp Gly Gln Gly 

        115                 120                 125             

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

    130                 135 

<210>  43

<211>  330

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  43

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys 

1               5                   10                  15      

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr 

            20                  25                  30          

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser 
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        35                  40                  45              

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr 

65                  70                  75                  80  

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys 

                85                  90                  95      

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys 

            100                 105                 110         

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro 

        115                 120                 125             

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys 

    130                 135                 140                 

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp 

145                 150                 155                 160 

Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 

                165                 170                 175     

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu 

            180                 185                 190         

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 

        195                 200                 205             

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly 

    210                 215                 220                 

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu 

225                 230                 235                 240 

Cys Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr 

                245                 250                 255     

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn 

            260                 265                 270         

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe 

        275                 280                 285             
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Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn 

    290                 295                 300                 

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 

305                 310                 315                 320 

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

                325                 330 

<210>  44

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  44

Ser Asp Phe Ala Trp Asn 

1               5       

<210>  45

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  45

Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Gln Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  46

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  46

Val Thr Ala Gly Arg Gly Phe Pro Tyr 

1               5                   

<210>  47

<211>  127

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  47

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly 

1               5                   10                  15      

Val His Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Ser Val 

            20                  25                  30          

Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys His Ser Ser Gln Asp Ile 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Gly Leu Ile Tyr His Gly Thr Asn Leu Asp Asp Gly Val Pro Ser Arg 

65                  70                  75                  80  

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser 

                85                  90                  95      

Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Val Gln Tyr Ala Gln 

            100                 105                 110         

Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

        115                 120                 125         

<210>  48

<211>  106

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  48

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln 

1               5                   10                  15      

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr 

            20                  25                  30          

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser 

        35                  40                  45              

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr 
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    50                  55                  60                  

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 

65                  70                  75                  80  

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro 

                85                  90                  95      

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

            100                 105     

<210>  49

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  49

His Ser Ser Gln Asp Ile Asn Ser Asn Ile Gly 

1               5                   10      

<210>  50

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  50

His Gly Thr Asn Leu Asp Asp 

1               5           

<210>  51

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  51

Val Gln Tyr Ala Gln Phe Pro Trp Thr 

1               5                   

<210>  52

<211>  40
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  52

gagaagcttg ccgccaccat ggattggacc tggcgcattc                             40

<210>  53

<211>  79

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  53

cccttcctcc tcactgggat ttggcagccc cttacctgtg gcggctgcta ccagaaagag       60

aatgcgccag gtccaatcc                                                    79

<210>  54

<211>  79

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  54

cccagtgagg aggaagggat cgaaggtcac catcgaagcc agtcaagggg gcttccatcc       60

actcctgtgt cttctctac                                                    79

<210>  55

<211>  80

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  55

gactcggctt gacaagccca ggtccactct cttggagctg cacctggctg tggacacctg       60

tagagaagac acaggagtgg                                                   80

<210>  56

<211>  84

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  56

gggcttgtca agccgagtca aactttgtcc ctaacatgta ctgtgtccgg atactctatc       60

tcatcagatt ttgcgtggaa ttgg                                              84

<210>  57

<211>  80

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  57

cccagagtat gatatgtagc ccatccattc taaacctttc cctggtggct gccttatcca       60

attccacgca aaatctgatg                                                   80

<210>  58

<211>  79

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  58

gggctacata tcatactctg ggaacaccag atatcaaccc tctctgaaaa gccggatcac       60

aatcactagg gacacgtcg                                                    79

<210>  59

<211>  83

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  59

gcagtaatat gttgctgtgt ctggggctgt aacggagttc agctgcagga agaactggct       60

cttcgacgtg tccctagtga ttg                                               83

<210>  60

<211>  81

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide
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<400>  60

ccagacacag caacatatta ctgcgtaacc gctggcagag gcttccccta ttggggacag       60

ggcaccctag tgacagtgag c                                                 81

<210>  61

<211>  39

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  61

cacggatcca tcttaccgct gctcactgtc actagggtg                              39

<210>  62

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  62

gagaagcttg ccgccaccat ggattg                                            26

<210>  63

<211>  80

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  63

ctgggatttg gcagcccctt acctgttgcg gctgctacaa gaaacagtat tctccaagtc       60

caatccatgg tggcggcaag                                                   80

<210>  64

<211>  78

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  64

ggggctgcca aatcccagtg aggaggaagg gatcgaaggt gaccatcgaa gccagtcaag       60

ggggcttcca tccactcc                                                     78
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<210>  65

<211>  77

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  65

catgctggat ggactctgag tcatctgaat atcactgtga acacctgtag agaagacaca       60

ggagtggatg gaagccc                                                      77

<210>  66

<211>  80

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  66

ctcagagtcc atccagcatg tcagtctccg tgggagatag ggtgacgata acctgtcatt       60

caagccaaga catcaactcc                                                   80

<210>  67

<211>  82

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  67

gttccgtgat agattagtcc tttgaaggac ttaccaggct tctgttggag ccatccaata       60

ttggagttga tgtcttggct tg                                                82

<210>  68

<211>  84

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223

>  synthetic oligonucleotide

<400>  68

caaaggacta atctatcacg gaacaaactt ggacgacggc gtgccatcga gattttcagg       60

gtctggcagc gggaccgact atac                                              84

<210>  69
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<211>  76

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  69

gtgctggacg cagtagtatg tggcaaagtc ttctggctct aagctagaga tggtcagtgt       60

atagtcggtc ccgctg                                                       76

<210>  70

<211>  79

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  70

catactactg cgtccagcac gctcagttcc cctggacatt cggcggcggc acaaaactgg       60

aaatcaaacg tgagtaggg                                                    79

<210>  71

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  71

ctcggatccc tactcacgtt tgatttcc                                          28

<210>  72

<211>  37

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  72

gacggatcct tctaaactct gagggggtcg gatgacg                                37

<210>  73

<211>  78

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  73

ggagctgcga cggttcctga ggaaagaagc aaacaggatg gtgtttaagt aacaatggcc       60

acgtcatccg accccctc                                                     78

<210>  74

<211>  78

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  74

ggaaccgtcg cagctccctc cgtgttcatc ttccccccat ccgacgagca actgaagtca       60

ggcacagcct ccgtggtg                                                     78

<210>  75

<211>  78

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  75

gtgcgttgtc cactttccac tggactttgg cctctcttgg gtaaaagtta ttaaggaggc       60

acaccacgga ggctgtgc                                                     78

<210>  76

<211>  83

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  76

gtggaaagtg gacaacgcac tacagagcgg gaactctcag gaaagcgtga cagagcagga       60

ctcaaaagat tcaacataca gcc                                               83

<210>  77

<211>  88

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide
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<400>  77

cttcacaggc atataccttg tgcttttcat aatcagcttt tgacagtgtc agggtagaag       60

ataggctgta tgttgaatct tttgagtc                                          88

<210>  78

<211>  71

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  78

gcacaaggta tatgcctgtg aagtaactca tcagggactc agcagccctg tcactaaaag       60

ttttaataga g                                                            71

<210>  79

<211>  51

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  79

cctgcggccg cttatcagca ttcgcctcta ttaaaacttt tggtgagagg g                51

<210>  80

<211>  1128

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  80

aagatggcac accgtggccg gcctctgcgc ctgggcccag ctctgtccca caccgcggtc       60

acatggcacc ttttctcttc cagcctccac caagggcccc agcgtgttcc ccctggcccc      120

cagcagcaag agcaccagcg gcggcacagc cgccctgggc tgcctggtga aggactactt      180

ccccgagccc gtgaccgtga gctggaacag cggagccctg acctccggcg tgcacacctt      240

ccccgccgtg ctgcagagca gcggcctgta cagcctgagc agcgtggtga ccgtgcccag      300

cagcagcctg ggcacccaga cctacatctg caacgtgaac cacaagccca gcaacaccaa      360

ggtggacaag aaggtggagc ccaagagctg cgacaagacc cacacctgcc ccccctgccc      420

agccccagag ctgctgggcg gaccctccgt gttcctgttc ccccccaagc ccaaggacac      480
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cctgatgatc agcaggaccc ccgaggtgac ctgcgtggtg gtggacgtga gccacgagga      540

cccagaggtg aagttcaatt ggtatgtgga cggcgtggag gtgcacaacg ccaagaccaa      600

gcccagagaa gagcagtaca acagcaccta cagggtggtg tccgtgctga ccgtgctgca      660

ccaggactgg ctgaacggca aggaatacaa atgcaaggtc tccaacaagg ccctgccagc      720

ccccatcgaa aagaccatca gcaaggccaa gggccagcca cgggagcccc aggtgtacac      780

cctgcccccc tcccgggacg agtgcaccaa gaaccaggtg tccctgacct gtctggtgaa      840

gggcttctac cccagcgaca tcgccgtgga gtgggagagc aacggccagc ccgagaacaa      900

ctacaagacc acccccccag tgctggacag cgacggcagc ttcttcctgt acagcaagct      960

gaccgtggac aagagcaggt ggcagcaggg caacgtgttc agctgcagcg tgatgcacga     1020

ggccctgcac aaccactaca cccagaagag cctgagcctg tcccccggca agtgatgacg     1080

acgcggccgt gcggacgacc gaattcattg atcataatca gccatacc                  1128

<210>  81

<211>  465

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  81

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly 

1               5                   10                  15      

Val His Ser Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys 

            20                  25                  30          

Pro Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Ser Ile 

        35                  40                  45              

Ser Ser Asp Phe Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Glu Trp Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Gln 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Gln Phe Phe Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Thr 

            100                 105                 110         
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Tyr Tyr Cys Val Thr Ala Gly Arg Gly Phe Pro Tyr Trp Gly Gln Gly 

        115                 120                 125             

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe 

    130                 135                 140                 

Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu 

145                 150                 155                 160 

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp 

                165                 170                 175     

Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu 

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro 

    210                 215                 220                 

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys 

225                 230                 235                 240 

Thr His Thr Cys Pro 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         

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 
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        355                 360                 365             

Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Cys 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 

465 

<210>  82

<211>  209

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  82

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly 

1               5                   10                  15      

Val His Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Ser Val 

            20                  25                  30          

Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys His Ser Ser Gln Asp Ile 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Gly Leu Ile Tyr His Gly Thr Asn Leu Asp Asp Gly Val Pro Ser Arg 

65                  70                  75                  80  

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser 
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                85                  90                  95      

Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Val Gln His Ala Gln 

            100                 105                 110         

Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr 

        115                 120                 125             

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu 

    130                 135                 140                 

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro 

145                 150                 155                 160 

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly 

                165                 170                 175     

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr 

            180                 185                 190         

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His 

        195                 200                 205             

Lys 

    

<210>  83

<211>  233

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  83

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly 

1               5                   10                  15      

Val His Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Ser Val 

            20                  25                  30          

Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys His Ser Ser Gln Asp Ile 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Gly Leu Ile Tyr His Gly Thr Asn Leu Asp Asp Gly Val Pro Ser Arg 
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65                  70                  75                  80  

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser 

                85                  90                  95      

Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Val Gln Tyr Ala Gln 

            100                 105                 110         

Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr 

        115                 120                 125             

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu 

    130                 135                 140                 

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro 

145                 150                 155                 160 

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly 

                165                 170                 175     

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr 

            180                 185                 190         

Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His 

        195                 200                 205             

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val 

    210                 215                 220                 

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

225                 230             

<210>  84

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  84

Cys Val Gln His Ala Gln Phe 

1               5           

<210>  85

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

공개특허 10-2018-0125044

- 305 -



<400>  85

Cys Val Gln Tyr Ala Gln Phe 

1               5           

<210>  86

<211>  40

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  86

ccacatacta ctgcgtccag tacgctcagt tcccctggac                             40

<210>  87

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  87

ctggacgcag tagtatgtgg                                                   20

<210>  88

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  88

gagaagcttg ccgccaccat ggattg                                            26

<210>  89

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  89

cactgggtga ctggcttcga tggtgacc                                          28

<210>  90

<211>  49
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  90

ggtcaccatc gaagccagtc acccagtgaa gggggcttcc atccactcc                   49

<210>  91

<211>  44

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  91

ccaagatctg gccggccacg gtgtgccatc ttaccgctgc tcac                        44

<210>  92

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  92

gagaagcttg ccgccaccat gg                                                22

<210>  93

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  93

cggtccgccc ccttgactgg cttcg                                             25

<210>  94

<211>  45

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  94

cgaagccagt caagggggcg gaccgcttcc atccactcct gtgtc                       45
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<210>  95

<211>  50

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  95

ccaagatctt taattaacgg accgctactc acgtttgatt tccagttttg                  50

<210>  96

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  96

Ser Val Thr Ile Glu Asp Thr 

1               5           

<210>  97

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  97

Ser Val Thr Ala Pro Asp Thr 

1               5           

<210>  98

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  98

Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr 

1               5           

<210>  99

<211>  49

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic primer

<400>  99

ctgcagctga actccgttac agccgcagac acagcaacat attactgcg                   49

<210>  100

<211>  49

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  100

cgcagtaata tgttgctgtg tctgcggctg taacggagtt cagctgcag                   49

<210>  101

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  101

Thr Arg Asp Thr Ser Lys Ser Gln Phe Phe Leu Gln 

1               5                   10          

<210>  102

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  102

Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe Leu Lys 

1               5                   10          

<210>  103

<211>  49

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  103

ggtcaccatc gaagccagtc acccagtgaa gggggcttcc atccactcc                   49
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<210>  104

<211>  45

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  104

gattcttcga cgtgtccctt gagattgtga tccggctttt cagag                       45

<210>  105

<211>  55

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  105

caagggacac gtcgaagaat cagttcttcc tgaaactgaa ctccgttaca gccgc            55

<210>  106

<211>  44

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  106

ccaagatctg gccggccacg gtgtgccatc ttaccgctgc tcac                        44

<210>  107

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  107

Ser Ser Leu Glu Pro Glu 

1               5       

<210>  108

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic
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<400>  108

Ser Ser Leu Gln Pro Glu 

1               5       

<210>  109

<211>  45

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  109

cgaagccagt caagggggcg gaccgcttcc atccactcct gtgtc                       45

<210>  110

<211>  34

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  110

ctctggttgt aagctagaga tggtcagtgt atag                                   34

<210>  111

<211>  45

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  111

ccatctctag cttacaacca gaggactttg ccacatacta ctgcg                       45

<210>  112

<211>  50

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  112

ccaagatctt taattaacgg accgctactc acgtttgatt tccagttttg                  50

<210>  113

<211>  8
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  113

Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His 

1               5               

<210>  114

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  114

ggcggcacaa aactggaaat c                                                 21

<210>  115

<211>  59

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  115

gatgagttac ttcacaggca tatactttgt gcttttcata atcagctttt gacagtgtc        59

<210>  116

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  116

agtatatgcc tgtgaagtaa ctcatc                                            26

<210>  117

<211>  17

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  117

gccacgatgc gtccggc                                                      17
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<210>  118

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  118

gcacttgatg taattctcct tgg                                               23

<210>  119

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  119

gaagtagtcc ttgaccagg                                                    19

<210>  120

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  120

gaagatgaag acagatggtg cag                                               23

<210>  121

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  121

cggtggaggg cagtgtagtc                                                   20

<210>  122

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer
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<400>  122

gtgatgctat tgctttattt g                                                 21

<210>  123

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  123

catacctacc agttctgcgc c                                                 21

<210>  124

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  124

ccatcctgtt tgcttctttc c                                                 21

<210>  125

<211>  17

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  125

gacagggctg ctgagtc                                                      17

<210>  126

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic primer

<400>  126

gtgcagctcc aagagagtgg ac                                                22

<210>  127

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  synthetic primer

<400>  127

cagagtccat ccagcatgtc                                                   20

<210>  128

<211>  363

<212>  DNA

<213>  Mus musculus

<400>  128

ttagtcaagc tgcaggagtc tggacctagc ctggtgaaac cttctcagtc tctgtccctc       60

acctgcactg tcactggcta ctcaatcacc agtgactatg cctggaactg gatccggcag      120

tttccaggaa acaaactgga gtggatgggc tacataagtt acagtgctaa cactaggtac      180

aacccatctc tcaaaagtcg aatctctatc actcgagaca catccaagaa ccaattcttc      240

ctgcagttga attctgtgac tactgaggac acagccacat attactgtgc aacggcggga      300

cgcgggtttc cttactgggg ccaagggact ctggtcactg tctctgcagc caaaacgaca      360

ccc                                                                    363

<210>  129

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  129

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Tyr Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp 

        35                  40                  45              

Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Ala Asn Thr Arg Tyr Asn Pro Ser Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Ser Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      
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Ala Thr Ala Gly Arg Gly Phe Pro Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val 

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ala 

        115     

<210>  130

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  130

Ser Asp Tyr Ala Trp Asn 

1               5       

<210>  131

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  131

Tyr Ile Ser Tyr Ser Ala Asn Thr Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  132

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  132

Ala Thr Ala Gly Arg Gly Phe Pro Tyr 

1               5                   

<210>  133

<211>  324

<212>  DNA

<213>  Mus musculus

<400>  133

gacattgtgc tgacccagtc tccatcctcc atgtctctat ctctgggaga cacagtcagt       60

atcacttgcc attcaagtca ggacattaac agtaatatag ggtggttgca gcagaaacca      120

gggaaatcat ttaagggcct gatctatcat ggaaccaact tggacgatgg agttccatca      180
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aggttcagtg gcagtggatc tggagccgat tattctctca ccatcagcag cctggaatct      240

gaagattttg tagactatta ctgtgtacag tatggtcagt ttccgtggac gttcggtgga      300

ggcaccaagc tggaaatcaa acgg                                             324

<210>  134

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  134

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

1               5                   10                  15      

Asp Thr Val Ser Ile Thr Cys His Ser Ser Gln Asp Ile Ser Asn Ile 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

His Gly Thr Asn Leu Glu Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Ala Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ser Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Phe Val Asp Tyr Tyr Cys Val Gln Tyr Gly Gln Phe Pro Trp Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

            100                 105         

<210>  135

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  135

His Ser Ser Gln Asp Ile Ser Ser Asn Ile Gly 

1               5                   10      

<210>  136

<211>  7

<212>  PRT
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<213>  Mus musculus

<400>  136

His Gly Thr Asn Leu Glu Asp 

1               5           

<210>  137

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  137

Cys Val Gln Tyr Gly Gln Phe Pro Trp Thr 

1               5                   10  

<210>  138

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  138

Cys Gly Ala Asp Ser Tyr Glu Met Glu Glu Asp Gly Val Arg Lys Cys 

1               5                   10                  15      

<210>  139

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  139

His Gly Thr Asn Leu Asp Asp 

1               5           

<210>  140

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  140

His Gly Thr Asn Leu Asp Asp 

1               5           

<210>  141
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<211>  7

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  141

His Gly Thr Asn Leu Glu Asp 

1               5           

<210>  142

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  142

His Gly Thr Asn Leu Asp Asp 

1               5           

<210>  143

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  143

Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp Phe Ala Trp Asn 

1               5                   10      

<210>  144

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  144

Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

1               5                   10                  15      

Ser 

    

<210>  145

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  145
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Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp Tyr Ala Trp Asn 

1               5                   10      

<210>  146

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  146

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

1               5                   10                  15      

Ser 

    

<210>  147

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  147

Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp Tyr Ala Trp Asn 

1               5                   10      

<210>  148

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  148

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

1               5                   10                  15      

Ser 

    

<210>  149

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  149
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Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp Tyr Ala Trp Asn 

1               5                   10      

<210>  150

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  150

Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Arg 

1               5                   10                  15      

Ser 

    

<210>  151

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (7)..(7)

<223>  Xaa is an amino acid residue having an uncharged polar R group

<400>  151

His Ser Ser Gln Asp Ile Xaa Ser Asn Ile Gly 

1               5                   10      

<210>  152

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (6)..(6)

<223>  Xaa is an amino acid residue having a charged polar R group

<400>  152

His Gly Thr Asn Leu Xaa Asp 

1               5           
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<210>  153

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (4)..(4)

<223>  Xaa is selected from the group consisting of Ala, Gly, and an 

       amino acid residue which is conservatively substituted for Ala or

       Gly

<400>  153

Val Gln Tyr Xaa Gln Phe Pro Trp Thr 

1               5                   

<210>  154

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (3)..(3)

<223>  Xaa is selected from the group consisting of Phe, Tyr, and an 

       amino acid residue which is conservatively substituted for Phe or

       Tyr

<400>  154

Ser Asp Xaa Ala Trp Asn 

1               5       

<210>  155

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (11)..(11)

<223>  Xaa is an amino acid residue having an uncharged polar R group
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<400>  155

Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Xaa Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  156

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (6)..(6)

<223>  Xaa is selected from the group consisting of Gly, Ala, and an 

       amino acid residue which is conservatively substituted for Gly or

       Ala

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (6)..(6)

<223>  Xaa is selected from the group consisting of Gly, Ala, and an 

       amino acid residue which is conservatively substituted for Gly or

       Ala

<400>  156

Tyr Ile Ser Tyr Ser Xaa Asn Thr Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  157

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (15)..(15)

<223>  Xaa is a basic amino acid residue

<400>  157

Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Asn Pro Ser Leu Xaa Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  158
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<211>  9

<212

>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (1)..(1)

<223>  Xaa is selected from the group consisting of Val, Ala, and an 

       amino acid residue which is conservatively substituted for Val or

       Ala

<400>  158

Xaa Thr Ala Gly Arg Gly Phe Pro Tyr 

1               5                   

<210>  159

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<220><221>  MISC_FEATURE

<222>  (11)..(11)

<223>  Xaa is an amino acid residue having an uncharged polar R group

<400>  159

Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Xaa Pro Ser Leu Lys Ser 

1               5                   10                  15      

<210>  160

<211>  128

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic vector

<400>  160

Met Val Ser Thr Ala Gln Phe Leu Ala Phe Leu Leu Leu Trp Phe Pro 

1               5                   10                  15      

Gly Ala Arg Cys Asp Ile Leu Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Ser 
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            20                  25                  30          

Val Ser Leu Gly Asp Thr Val Ser Ile Thr Cys His Ser Ser Gln Asp 

        35                  40                  45              

Ile Asn Ser Asn Ile Gly Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ser Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Leu Ile Tyr His Gly Thr Asn Leu Asp Asp Glu Val Pro Ser 

65                  70                  75                  80  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ala Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser 

                85                  90                  95      

Ser Leu Glu Ser Glu Asp Phe Ala Asp Tyr Tyr Cys Val Gln His Ala 

            100                 105                 110         

Gln Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

        115                 120                 125             

<210>  161

<211>  134

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic vector

<400>  161

Met Arg Val Leu Ile Leu Leu Trp Leu Phe Thr Ala Phe Pro Gly Val 

1               5                   10                  15      

Leu Ser Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Ser Leu Val Lys Pro 

            20                  25                  30          

Ser Gln Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr 

        35                  40                  45              

Ser Asp Phe Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu 

    50                  55                  60                  

Glu Trp Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Asn Pro 

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Lys Ser Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln 

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

            100                 105                 110         

Tyr Cys Val Thr Ala Gly Arg Gly Phe Pro Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

        115                 120                 125             

Leu Val Thr Val Ser Ala 

    130                 

<210>  162

<211>  11891

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  plasmid

<400>  162

ttcgaacggc ggtggtacct aacctggacc gcgtaagaga aagaccatcg tcggcggtgt       60

ccattccccg acggtttagg gtcactcctc cttccctagc ttccagtggt agcttcggtc      120

agtgggtcac ttcccccgaa ggtaggtgag gacacagaag agatgtccac aggtgtcggt      180

ccacgtcgag gttctctcac ctggacccga acagttcggc tcagtttgaa acagggattg      240

tacatgacac aggcctatga gatagagtag tctaaaacgc accttaacct attccgtcgg      300

tggtcccttt ccaaatctta cctacccgat gtatagtatg agacccttgt ggtctatagt      360

tggaagagac ttttcggcct agtgttagag ttccctgtgc agcttcttag tcaagaagga      420

ctttgacttg aggcaatgtc ggcgtctgtg tcgttgtata atgacgcatt ggcgaccgtc      480

tccgaagggg ataacccctg tcccgtggga tcactgtcac tcgtcgccat tctaccgtgt      540

ggcaccggcc ggagacgcgg acccgggtcg agacagggtg tggcgccagt gtaccgtgga      600

aaagagaagg tcggaggtgg ttcccggggt cgcacaaggg ggaccggggg tcgtcgttct      660

cgtggtcgcc gccgtgtcgg cgggacccga cggaccactt cctgatgaag gggctcgggc      720

actggcactc gaccttgtcg cctcgggact ggaggccgca cgtgtggaag gggcggcacg      780

acgtctcgtc gccggacatg tcggactcgt cgcaccactg gcacgggtcg tcgtcggacc      840

cgtgggtctg gatgtagacg ttgcacttgg tgttcgggtc gttgtggttc cacctgttct      900

tccacctcgg gttctcgacg ctgttctggg tgtggacggg ggggacgggt cggggtctcg      960

acgacccgcc tgggaggcac aaggacaagg gggggttcgg gttcctgtgg gactactagt     1020

cgtcctgggg gctccactgg acgcaccacc acctgcactc ggtgctcctg ggtctccact     1080

tcaagttaac catacacctg ccgcacctcc acgtgttgcg gttctggttc gggtctcttc     1140

tcgtcatgtt gtcgtggatg tcccaccaca ggcacgactg gcacgacgtg gtcctgaccg     1200
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acttgccgtt ccttatgttt acgttccaga ggttgttccg ggacggtcgg gggtagcttt     1260

tctggtagtc gttccggttc ccggtcggtg ccctcggggt ccacatgtgg gacgggggga     1320

gggccctgct cacgtggttc ttggtccaca gggactggac agaccacttc ccgaagatgg     1380

ggtcgctgta gcggcacctc accctctcgt tgccggtcgg gctcttgttg atgttctggt     1440

gggggggtca cgacctgtcg ctgccgtcga agaaggacat gtcgttcgac tggcacctgt     1500

tctcgtccac cgtcgtcccg ttgcacaagt cgacgtcgca ctacgtgctc cgggacgtgt     1560

tggtgatgtg ggtcttctcg gactcggaca gggggccgtt cactactgct gcgccggcac     1620

gcctgctggc ttaagtaact agtattagtc ggtatggtgt aaacatctcc aaaatgaacg     1680

aaattttttg gagggtgtgg agggggactt ggactttgta ttttacttac gttaacaaca     1740

acaattgaac aaataacgtc gaatattacc aatgtttatt tcgttatcgt agtgtttaaa     1800

gtgtttattt cgtaaaaaaa gtgacgtaag atcaacacca aacaggtttg agtagttaca     1860

tagaatagta cagaccgccg gcggctataa acttttatac cgtataactt ttacagcggc     1920

tacactcaaa gacacattga ctatagcggt aaaaaggttt tcactaaaaa cccgtatgcg     1980

ctatagaccg ctatcgcgaa tatagcaaat gccccctacc gctatctgct gaaaccactg     2040

aacccgctaa gacacacagc gtttatagcg tcaaagctat atccactgtc tgctatactc     2100

cgatatagcg gctatctccg ctgtagttcg accgtgtacc ggttacgtat agctagatat     2160

gtaacttagt tataaccggt aatcggtata ataagtaacc aatatatcgt atttagttat     2220

aaccgataac cggtaacgta tgcaacatag gtatagtatt atacatgtaa atataaccga     2280

gtacaggttg taatggcggt acaactgtaa ctaataactg atcaataatt atcattagtt     2340

aatgccccag taatcaagta tcgggtatat acctcaaggc gcaatgtatt gaatgccatt     2400

taccgggcgg accgactggc gggttgctgg gggcgggtaa ctgcagttat tactgcatac     2460

aagggtatca ttgcggttat ccctgaaagg taactgcagt tacccacctc ataaatgcca     2520

tttgacgggt gaaccgtcat gtagttcaca tagtatacgg ttcatgcggg ggataactgc     2580

agttactgcc atttaccggg cggaccgtaa tacgggtcat gtactggaat accctgaaag     2640

gatgaaccgt catgtagatg cataatcagt agcgataatg gtaccactac gccaaaaccg     2700

tcatgtagtt acccgcacct atcgccaaac tgagtgcccc taaaggttca gaggtggggt     2760

aactgcagtt accctcaaac aaaaccgtgg ttttagttgc cctgaaaggt tttacagcat     2820

tgttgaggcg gggtaactgc gtttacccgc catccgcaca tgccaccctc cagatatatt     2880

cgtctcgagc aaatcacttg gcagtctagc ggacctctgc ggtaggtgcg acaaaactgg     2940
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aggtatcttc tgtggccctg gctaggtcgg aggcgccggc ccttgccacg taaccttgcg     3000

cctaaggggc acggttctca ctgcattcat ggcggatatc tcagatatcc gggtggggga     3060

accgaagaat acgtacgata tgacaaaaac cgaaccccag atatgtgggg gcgaaggagt     3120

acaatatcca ctaccatatc gaatcggata tccacaccca ataactggta ataactggtg     3180

aggggataac cactgctatg aaaggtaatg attaggtatt gtaccgagaa acggtgttga     3240

gagaaataac cgatatacgg ttatgtgaca ggaagtctct gactgtgcct gagacataaa     3300

aatgtcctac cccagagtaa ataataaatg tttaagtgta tatgttgtgg tggcaggggt     3360

cacgggcgtc aaaaataatt tgtattgcac cctagaggtg cgcttagagc ccatgcacaa     3420

ggcctgtacc cgagaagagg ccatcgccgc ctcgaagatg taggctcggg acgagggtac     3480

ggaggtcgct gagtaccagc gagccgtcga ggaacgagga ttgtcacctc cggtctgaat     3540

ccgtgtcgtg ctacgggtgg tggtggtcac acggcgtgtt ccggcaccgc catcccatac     3600

acagactttt actcgagccc ctcgcccgaa cgtggcgact gcgtaaacct tctgaattcc     3660

gtcgccgtct tcttctacgt ccgtcgactc aacaacacaa gactattctc agtctccatt     3720

gagggcaacg ccacgacaat tgccacctcc cgtcacatca gactcgtcat gagcaacgac     3780

ggcgcgcgcg gtggtctgta ttatcgactg tctgattgtc tgacaaggaa aggtacccag     3840

aaaagacgtc agtggcagga actgtgcttc gaacggcggt ggtacctaac ctgaacctct     3900

tatgacaaag aacatcgtcg gcgttgtcca ttccccgacg gtttagggtc actcctcctt     3960

ccctagcttc cactggtagc ttcggtcagt tcccccgcct ggcgaaggta ggtgaggaca     4020

cagaagagat gtccacaagt gtcactataa gtctactgag tctcaggtag gtcgtacagt     4080

cagaggcacc ctctatccca ctgctattgg acagtaagtt cggttctgta gttgaggtta     4140

taacctaccg aggttgtctt cggaccattc aggaagtttc ctgattagat agtgccttgt     4200

ttgaacctgc tgccgcacgg tagctctaaa agtcccagac cgtcgccctg gctgatatgt     4260

gactggtaga gatcgaatgt tggtctcctg aaacggtgta tgatgacgca ggtcatgcga     4320

gtcaagggga cctgtaagcc gccgccgtgt tttgaccttt agtttgcact catcgccagg     4380

caattaattt ctaggaagat ttgagactcc cccagcctac tgcaccggta acaatgaatt     4440

tgtggtagga caaacgaaga aaggagtcct tggcagcgtc gagggaggca caagtagaag     4500

gggggtaggc tgctcgttga cttcagtccg tgtcggaggc accacacgga ggaattattg     4560

aaaatgggtt ctctccggtt tcaggtcacc tttcacctgt tgcgtgatgt ctcgcccttg     4620

agagtccttt cgcactgtct cgtcctgagt tttctaagtt gtatgtcgga tagaagatgg     4680
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gactgtgaca gttttcgact aatacttttc gtgtttcata tacggacact tcattgagta     4740

gtccctgagt cgtcgggaca gtgattttca aaattatctc cgcttacgac tattcgccgg     4800

cacgcctgct ggcttaagta actagtatta gtcggtatgg tgtaaacatc tccaaaatga     4860

acgaaatttt ttggagggtg tggaggggga cttggacttt gtattttact tacgttaaca     4920

acaacaattg aacaaataac gtcgaatatt accaatgttt atttcgttat cgtagtgttt     4980

aaagtgttta tttcgtaaaa aaagtgacgt aagatcaaca ccaaacaggt ttgagtagtt     5040

acatagaata gtacagacct aggagatgcg gcctgcgtag caccggccgt agtggccgcg     5100

gtgtccacgc caacgaccgc ggatatagcg gctgtagtgg ctaccccttc tagcccgagc     5160

ggtgaagccc gagtactcgc gaacaaagcc gcacccatac caccgtccgg ggcaccggcc     5220

ccctgacaac ccgcggtaga ggaacgtacg tggtaaggaa cgccgccgcc acgagttgcc     5280

ggagttggat gatgacccga cgaaggatta cgtcctcagc gtattccctc tcgcagctgg     5340

agcccggcgc aacgaccgca aaaaggtatc cgaggcgggg ggactgctcg tagtgttttt     5400

agctgcgagt tcagtctcca ccgctttggg ctgtcctgat atttctatgg tccgcaaagg     5460

gggaccttcg agggagcacg cgagaggaca aggctgggac ggcgaatggc ctatggacag     5520

gcggaaagag ggaagccctt cgcaccgcga aagagtatcg agtgcgacat ccatagagtc     5580

aagccacatc cagcaagcga ggttcgaccc gacacacgtg cttggggggc aagtcgggct     5640

ggcgacgcgg aataggccat tgatagcaga actcaggttg ggccattctg tgctgaatag     5700

cggtgaccgt cgtcggtgac cattgtccta atcgtctcgc tccatacatc cgccacgatg     5760

tctcaagaac ttcaccaccg gattgatgcc gatgtgatct tcttgtcata aaccatagac     5820

gcgagacgac ttcggtcaat ggaagccttt ttctcaacca tcgagaacta ggccgtttgt     5880

ttggtggcga ccatcgccac caaaaaaaca aacgttcgtc gtctaatgcg cgtctttttt     5940

tcctagagtt cttctaggaa actagaaaag atgccccaga ctgcgagtca ccttgctttt     6000

gagtgcaatt ccctaaaacc agtactctaa tagtttttcc tagaagtgga tctaggaaaa     6060

tttaattttt acttcaaaat ttagttagat ttcatatata ctcatttgaa ccagactgtc     6120

aatggttacg aattagtcac tccgtggata gagtcgctag acagataaag caagtaggta     6180

tcaacggact gaggggcagc acatctattg atgctatgcc ctcccgaatg gtagaccggg     6240

gtcacgacgt tactatggcg ctctgggtgc gagtggccga ggtctaaata gtcgttattt     6300

ggtcggtcgg ccttcccggc tcgcgtcttc accaggacgt tgaaataggc ggaggtaggt     6360

cagataatta acaacggccc ttcgatctca ttcatcaagc ggtcaattat caaacgcgtt     6420

gcaacaacgg taacgatgtc cgtagcacca cagtgcgagc agcaaaccat accgaagtaa     6480

gtcgaggcca agggttgcta gttccgctca atgtactagg gggtacaaca cgttttttcg     6540
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ccaatcgagg aagccaggag gctagcaaca gtcttcattc aaccggcgtc acaatagtga     6600

gtaccaatac cgtcgtgacg tattaagaga atgacagtac ggtaggcatt ctacgaaaag     6660

acactgacca ctcatgagtt ggttcagtaa gactcttatc acatacgccg ctggctcaac     6720

gagaacgggc cgcagttatg ccctattatg gcgcggtgta tcgtcttgaa attttcacga     6780

gtagtaacct tttgcaagaa gccccgcttt tgagagttcc tagaatggcg acaactctag     6840

gtcaagctac attgggtgag cacgtgggtt gactagaagt cgtagaaaat gaaagtggtc     6900

gcaaagaccc actcgttttt gtccttccgt tttacggcgt tttttccctt attcccgctg     6960

tgcctttaca acttatgagt atgagaagga aaaagttata ataacttcgt aaatagtccc     7020

aataacagag tactcgccta tgtataaact tacataaatc tttttatttg tttatcccca     7080

aggcgcgtgt aaaggggctt ttcacggtgg actgcagatt ctttggtaat aatagtactg     7140

taattggata tttttatccg catagtgctc cgggactacc gagaaacgcc gtgggtagca     7200

agcattacaa ggcaccgtgg ctcctgttgg gagttctctt ttacattagt gtgaccgagt     7260

ggaagcccac ccggaaagac gcaaatattc ctctgtgaaa tacaaattct tccaaccatt     7320

taaggaacgc cgaaaccgtc ggttcgatct aggccgacac cttacacaca gtcaatccca     7380

cacctttcag gggtccgagg ggtcgtccgt cttcatacgt ttcgtacgta gagttaatca     7440

gtcgttggtc cacacctttc aggggtccga ggggtcgtcc gtcttcatac gtttcgtacg     7500

tagagttaat cagtcgttgg tatcagggcg gggattgagg cgggtagggc ggggattgag     7560

gcgggtcaag gcgggtaaga ggcggggtac cgactgatta aaaaaaataa atacgtctcc     7620

ggctccggcg gagccggaga ctcgataagg tcttcatcac tcctccgaaa aaacctccgg     7680

atccgaaaac gtttttcgat cgaaccccgg tggcgagtct cgtggaaggt ggtaccggtg     7740

gagtcgttca agggtgaact tgtttttgta gttcgtttac atgaacacgg acggggtccc     7800

actctttcag gttcggtaca tatagaccca actaccatga cctcttcctg acgcgacgtt     7860

ttgggcgtgg gacctgacac tcgggttcac acatcttctc aatggactca ccttaaaact     7920

accgagatca tggaaagtca gactcccgag gttgtcactg tacatagagt cgggacaacg     7980

gtacaaagcc ctggggaagg cgtctctagg gttgttcgac cacaagacac ttcaaaagtt     8040

catgttggcc ttcggacgtc tctggttaaa ttccgtgagc acatttgcct attacctgta     8100

ccactcgttg gtcgtgggga ccaaacctta ccttgtcctc atatgagact acccttgtct     8160

acccgtggga aaaccaaccg gaaggttacc gaaaggaccc ggggttccag gcataatgac     8220

accacacccg cgtctgtttc ggataccgtc cctatagcac ctccgagtga tggcgcggac     8280

gaacatacga ccccagttct aatgtccttg tttacgactc cagtacggac gggtcaccct     8340

tgaggtttat cctgggacac ttccttaggc gtaccctcta gtagagaccc accgggcaaa     8400
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gtagaacgta gctcatacac ttctgaaacc ccattatcgt tggaaactgg ggttcgggta     8460

aggacccttg accttaccac gtccgacggt atggttgaaa tcgtggttcc ggtacgccct     8520

cctcttacca gacttcgtgt agctcctccg gtagctcttt gattcgttcg ccgtggccat     8580

ggtgtaagct cggatgctag ggttcccccc ggacctgtta cgggcaccag actgacccaa     8640

ggtgctttgc aggttgtagt tgctgaaaag acgaccacag cggttagcgt cacggtcgta     8700

ggcgtaaggg gcctgacagc cggtcctctt ctttccaatg aaacttctgg cgccggggag     8760

acggttaaca ctggggaaac gtcactgtct tcggtagcag gcgtgtacgg aagagttact     8820

ctgaccgctg ctcgggaagg ttatgttttt gattaatctg aaactcacta gaactcggaa     8880

aggatcaagt agggtggggc ggggtctctc tagaaacact tccttggaat gaagacacca     8940

cactgtatta acctgtttga tggatgtctc taaatttcga gattccattt atattttaaa     9000

aattcacata ttacacaatt tgatgactaa gattaacaaa cacataaaat ctaaggttgg     9060

ataccttgac tacttaccct cgtcaccacc ttacggaaat tactcctttt ggacaaaacg     9120

agtcttcttt acggtagatc actactactc cgatgacgac tgagagttgt aagatgagga     9180

ggttttttct tctctttcca tcttctgggg ttcctgaaag gaagtcttaa cgattcaaaa     9240

aactcagtac gacacaaatc attatcttga gaacgaacga aacgataaat gtggtgtttc     9300

ctttttcgac gtgacgatat gttcttttaa taccttttta taagacattg gaaatattca     9360

tccgtattgt caatattagt attgtatgac aaaaaagaat gaggtgtgtc cgtatctcac     9420

agacgataat tattgatacg agtttttaac acatggaaat cgaaaaatta aacatttccc     9480

caattattcc ttataaacta catatcacgg aactgatctc tagtattagt cggtatggtg     9540

taaacatctc caaaatgaac gaaatttttt ggagggtgtg gagggggact tggactttgt     9600

attttactta cgttaacaac aacaattgaa caaataacgt cgaatattac caatgtttat     9660

ttcgttatcg tagtgtttaa agtgtttatt tcgtaaaaaa agtgacgtaa gatcaacacc     9720

aaacaggttt gagtagttac atagaatagt acagacctag atcgaagcac agttcctgcc     9780

actgacgtca cttattattt tacacacaaa caggctttat gcgcaaaact ctaaagacag     9840

cggctgattt aagtacagcg cgctatcacc acaaatagcg gctatctcta ccgctataac     9900

ctttttagct ataaactttt ataccgtata acttttacag cggctacact caaagacaca     9960

ttgactatag cggtaaaaag gttttcacta aaaacccgta tgcgctatag accgctatcg    10020

cgaatatagc aaatgccccc taccgctatc tgctgaaacc actgaacccg ctaagacaca    10080

cagcgtttat agcgtcaaag ctatatccac tgtctgctat actccgatat agcggctatc    10140
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tccgctgtag ttcgaccgtg taccggttac gtatagctag atatgtaact tagttataac    10200

cggtaatcgg tataataagt aaccaatata tcgtatttag ttataaccga taaccggtaa    10260

cgtatgcaac ataggtatag tattatacat gtaaatataa ccgagtacag gttgtaatgg    10320

cggtacaact gtaactaata actgatcaat aattatcatt agttaatgcc ccagtaatca    10380

agtatcgggt atatacctca aggcgcaatg tattgaatgc catttaccgg gcggaccgac    10440

tggcgggttg ctgggggcgg gtaactgcag ttattactgc atacaagggt atcattgcgg    10500

ttatccctga aaggtaactg cagttaccca cctcataaat gccatttgac gggtgaaccg    10560

tcatgtagtt cacatagtat acggttcatg cgggggataa ctgcagttac tgccatttac    10620

cgggcggacc gtaatacggg tcatgtactg gaataccctg aaaggatgaa ccgtcatgta    10680

gatgcataat cagtagcgat aatggtacca ctacgccaaa accgtcatgt agttacccgc    10740

acctatcgcc aaactgagtg cccctaaagg ttcagaggtg gggtaactgc agttaccctc    10800

aaacaaaacc gtggttttag ttgccctgaa aggttttaca gcattgttga ggcggggtaa    10860

ctgcgtttac ccgccatccg cacatgccac cctccagata tattcgtctc gagcaaatca    10920

cttggcagtc tagcggacct ctgcggtagg tgcgacaaaa ctggaggtat cttctgtggc    10980

cctggctagg tcggaggcgc cggcccttgc cacgtaacct tgcgcctaag gggcacggtt    11040

ctcactgcat tcatggcgga tatctcagat atccgggtgg gggaaccgaa gaatacgtac    11100

gatatgacaa aaaccgaacc ccagatatgt gggggcgaag gagtacaata tccactacca    11160

tatcgaatcg gatatccaca cccaataact ggtaataact ggtgagggga taaccactgc    11220

tatgaaaggt aatgattagg tattgtaccg agaaacggtg ttgagagaaa taaccgatat    11280

acggttatgt gacaggaagt ctctgactgt gcctgagaca taaaaatgtc ctaccccaga    11340

gtaaataata aatgtttaag tgtatatgtt gtggtggcag gggtcacggg cgtcaaaaat    11400

aatttgtatt gcaccctaga ggtgcgctta gagcccatgc acaaggcctg tacccgagaa    11460

gaggccatcg ccgcctcgaa gatgtaggct cgggacgagg gtacggaggt cgctgagtac    11520

cagcgagccg tcgaggaacg aggattgtca cctccggtct gaatccgtgt cgtgctacgg    11580

gtggtggtgg tcacacggcg tgttccggca ccgccatccc atacacagac ttttactcga    11640

gcccctcgcc cgaacgtggc gactgcgtaa accttctgaa ttccgtcgcc gtcttcttct    11700

acgtccgtcg actcaacaac acaagactat tctcagtctc cattgagggc aacgccacga    11760

caattgccac ctcccgtcac atcagactcg tcatgagcaa cgacggcgcg cgcggtggtc    11820

tgtattatcg actgtctgat tgtctgacaa ggaaaggtac ccagaaaaga cgtcagtggc    11880

aggaactgtg c                                                         11891

<210>  163
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<211>  19

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  163

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly 

1               5                   10                  15      

Val His Ser 

            

<210>  164

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<

400>  164

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Phe Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp 

        35                  40                  45              

Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Gln Pro Ser Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Ser Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe 

65                  70                  75                  80  

Leu Lys Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser 

        115     

<210>  165

<211>  19
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>

  synthetic

<400>  165

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly 

1               5                   10                  15      

Val His Ser 

            

<210>  166

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  166

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

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys His Ser Ser Gln Asp Ile Asn Ser Asn 

            20                  25                  30          

Ile Gly Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Phe Lys Gly Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr His Gly Thr Asn Leu Asp Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

            100                 105             

<210>  167

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Mus musculus
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<400>  167

Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Ser Leu Val Lys Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Phe Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp 

        35                  40                  45              

Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Asn Pro Ser Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Ser Arg Ile Ser Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ala 

        115     

<210>  168

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  168

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Phe Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp 

        35                  40                  45              

Met Gly Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Gln Pro Ser Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Ser Arg Ile Thr Ile Thr Arg Asp Thr Ser Lys Ser Gln Phe Phe 
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65                  70                  75                  80  

Leu Gln Leu Asn Ser Val Thr Ala Pro Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser 

        115     

<210>  169

<211>  80

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  169

acctaacctg gaccgcgtaa gagaaagacc atcgtcggcg gtgtccattc cccgacggtt       60

tagggtcact cctccttccc                                                   80

<210>  170

<211>  81

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  170

atcccagtga ggaggaaggg atcgaaggtc accatcgaag ccagtcaagg gggcttccat       60

ccactcctgt gtcttctcta c                                                 81

<210>  171

<211>  80

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  171

ggtgaggaca cagaagagat gtccacaggt gtcggtccac gtcgaggttc tctcacctgg       60

acccgaacag ttcggctcag                                                   80

<210>  172

<211>  85
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  172

tgggcttgtc aagccgagtc aaactttgtc cctaacatgt actgtgtccg gatactctat       60

ctcatcagat tttgcgtgga attgg                                             85

<210>  173

<211>  82

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  173

gagtagtcta aaacgcacct taacctattc cgtcggtggt ccctttccaa atcttaccta       60

cccgatgtat agtatgagac cc                                                82

<210>  174

<211>  80

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  174

gggctacata tcatactctg ggaacaccag atatcaaccc tctctgaaaa gccggatcac       60

aatcactagg gacacgtcga                                                   80

<210>  175

<211>  83

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  175

gttagtgatc cctgtgcagc ttctcggtca agaaggacgt cgacttgagg caatgtcggg       60

gtctgtgtcg ttgtataatg acg                                               83

<210>  176

<211>  82

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  176

ccagacacag caacatatta ctgcgtaacc gctggcagag gcttccccta ttggggacag       60

ggcaccctag tgacagtgag ca                                                82

<210>  177

<211>  39

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  177

gtgggatcac tgtcactcgt cgccattcta cctaggcac                              39

<210>  178

<211>  1128

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  178

ttctaccgtg tggcaccggc cggagacgcg gacccgggtc gagacagggt gtggcgccag       60

tgtaccgtgg aaaagagaag gtcggaggtg gttcccgggg tcgcacaagg gggaccgggg      120

gtcgtcgttc tcgtggtcgc cgccgtgtcg gcgggacccg acggaccact tcctgatgaa      180

ggggctcggg cactggcact cgaccttgtc gcctcgggac tggaggccgc acgtgtggaa      240

ggggcggcac gacgtctcgt cgccggacat gtcggactcg tcgcaccact ggcacgggtc      300

gtcgtcggac ccgtgggtct ggatgtagac gttgcacttg gtgttcgggt cgttgtggtt      360

ccacctgttc ttccacctcg ggttctcgac gctgttctgg gtgtggacgg gggggacggg      420

tcggggtctc gacgacccgc ctgggaggca caaggacaag ggggggttcg ggttcctgtg      480

ggactactag tcgtcctggg ggctccactg gacgcaccac cacctgcact cggtgctcct      540

gggtctccac ttcaagttaa ccatacacct gccgcacctc cacgtgttgc ggttctggtt      600

cgggtctctt ctcgtcatgt tgtcgtggat gtcccaccac aggcacgact ggcacgacgt      660

ggtcctgacc gacttgccgt tccttatgtt tacgttccag aggttgttcc gggacggtcg      720

ggggtagctt ttctggtagt cgttccggtt cccggtcggt gccctcgggg tccacatgtg      780

ggacgggggg agggccctgc tcacgtggtt cttggtccac agggactgga cagaccactt      840
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cccgaagatg gggtcgctgt agcggcacct caccctctcg ttgccggtcg ggctcttgtt      900

gatgttctgg tgggggggtc acgacctgtc gctgccgtcg aagaaggaca tgtcgttcga      960

ctggcacctg ttctcgtcca ccgtcgtccc gttgcacaag tcgacgtcgc actacgtgct     1020

ccgggacgtg ttggtgatgt gggtcttctc ggactcggac agggggccgt tcactactgc     1080

tgcgccggca cgcctgctgg cttaagtaac tagtattagt cggtatgg                  1128

<210>  179

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  179

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

1               5                   10                  15      

Asp Thr Val Ser Ile Thr Cys His Ser Ser Gln Asp Ile Asn Ser Asn 

            20                  25                  30          

Ile Gly Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ser Phe Lys Gly Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr His Gly Thr Asn Leu Asp Asp Glu Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Ala Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Asp Tyr Tyr Cys Val Gln His Ala Gln Phe Pro Trp 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  180

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  180

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

1               5                   10                  15      
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Asp Thr Val Ser Ile Thr Cys His Ser Ser Gln Asp Ile Asn Ser Asn 

            20                  25                  30          

Ile Gly Trp Leu Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ser Phe Lys Gly Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr His Gly Thr Asn Leu Asp Asp Glu Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210>  181

<211>  80

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  181

gaacggcggt ggtacctaac ctgaacctct tatgacaaag aacatcgtcg gcgttgtcca       60

ttccccgacg gtttagggtc                                                   80

<210>  182

<211>  80

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  182

aaggggctgc caaatcccag tgaggaggaa gggatcgaag gtgaccatcg aagccagtca       60

agggggcttc catccactcc                                                   80

<210>  183

<211>  80

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220>
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<223>  synthetic oligonucleotide

<400>  183

tcccccgaag gtaggtgagg acacagaaga gatgtccaca agtgtcacta taagtctact       60

gagtctcagg taggtcgtac                                                   80

<210>  184

<211>  82

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  184

gttcggttct gtagttgagg ttataaccta ccgaggttgt cttcggacca ttcaggaagt       60

ttcctgatta gatagtgcct tg                                                82

<210>  185

<211>  80

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  185

gaccgtcgcc ctggctgata tgtgactggt agagatcgaa tctcggtctt ctgaaacggt       60

gtatgatgac gcaggtcgtg                                                   80

<210>  186

<211>  80

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide

<400>  186

catactactg cgtccagcac gctcagttcc cctggacatt cggcggcggc acaaaactgg       60

aaatcaaacg tgagtaggga                                                   80

<210

>  187

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic oligonucleotide
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<400>  187

cctttagttt gcactcatcc ctaggctc                                          28

<210>  188

<211>  233

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  188

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly 

1               5                   10                  15      

Val His Ser Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Ser Val 

            20                  25                  30          

Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys His Ser Ser Gln Asp Ile 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Gly Leu Ile Tyr His Gly Thr Asn Leu Asp Asp Gly Val Pro Ser Arg 

65                  70                  75                  80  

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser 

                85                  90                  95      

Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Val Gln Tyr Ala Gln 

            100                 105                 110         

Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr 

        115                 120                 125             

Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu 

    130                 135                 140                 

Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Val Tyr Pro 

145                 150                 155                 160 

Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly 

                165                 170                 175     

Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr 

            180                 185                 190         
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Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys Gly 

        195                 200                 205             

Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln His Leu Ser Ser Pro Val 

    210                 215                 220                 

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

225                 230             

<210>  189

<211>  704

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  189

atggtgtcca cagctcagtt ccttgcattc ttgttgcttt ggtttccagg tgcaagatgt       60

gacatcctga tgacccaatc tccatcctcc atgtctgtat ctctgggaga cacagtcagc      120

atcacttgcc attcaagtca ggacattaac agtaatatag ggtggttgca gcagagacca      180

gggaaatcat ttaagggcct gatctatcat ggaaccaact tggacgatga agttccatca      240

aggttcagtg gcagtggatc tggagccgat tattctctca ccatcagcag cctggaatct      300

gaagattttg cagactatta ctgtgtacag tatgctcagt ttccgtggac gttcggtgga      360

ggcaccaagc tggaaatcaa acgaactgtg gctgcaccat ctgtcttcat cttcccgcca      420

tctgatgagc agttgaaatc tggaactgcc tctgttgtgt gcctgctgaa taacttctat      480

cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg gataacgccc tccaatcggg taactcccag      540

gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac agcacctaca gcctcagcag caccctgacg      600

ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa gtctacgcct gcgaagtcac ccatcagggc      660

ctgagctcgc ccgtcacaaa gagcttcaac aggggagagt gttg                       704

<210>  190

<211>  702

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  190

atggattgga cttggagaat actgtttctt gtagcagccg caacaggtgt tcacagtgat       60

attcagatga ctcagagtcc atccagcatg tcagtctccg tgggagatag ggtgacgata      120
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acctgtcatt caagccaaga catcaactcc aatattggat ggctccaaca gaagcctggt      180

aagtccttca aaggactaat ctatcacgga acaaacttgg acgacggcgt gccatcgaga      240

ttttcagggt ctggcagcgg gaccgactat acactgacca tctctagctt acaaccagag      300

gactttgcca catactactg cgtccagtac gctcagttcc cctggacatt cggcggcggc      360

acaaaactgg aaatcaaacg aaccgtcgca gctccctccg tgttcatctt ccccccatcc      420

gacgagcaac tgaagtcagg cacagcctcc gtggtgtgcc tccttaataa cttttaccca      480

agagaggcca aagtccagtg gaaagtggac aacgcactac agagcgggaa ctctcaggaa      540

agcgtgacag agcaggactc aaaagattca acatacagcc tatcttctac cctgacactg      600

tcaaaagctg attatgaaaa gcacaaagta tatgcctgtg aagtaactca tcagggactc      660

agcagccctg tcactaaaag ttttaataga ggcgaatgct ga                         702

<210>  191

<211>  408

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  191

gccaccatga gagtgctgat tcttttgtgg ctgttcacag cctttcctgg tgtcctgtct       60

gatgtgcagc ttcaggagtc gggacctagc ctggtgaaac cttctcagac tctgtccctc      120

acctgcactg tcactggcta ctcaatcacc agtgattttg cctggaactg gatccggcag      180

tttccaggaa acaagctgga gtggatgggc tacataagtt atagtggtaa cactaggtac      240

aacccatctc tcaaaagtcg aatctctatc actcgagaca catccaagaa ccaattcttc      300

ctgcagttga attctgtgac tattgaggac acagccacat attactgtgt aacggcggga      360

cgcgggtttc cttattgggg ccaagggact ctggtcactg tctctgca                   408

<210>  192

<211>  405

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  synthetic

<400>  192

atggattgga cctggcgcat tctctttctg gtagcagccg ccacaggtgt ccacagccag       60

gtgcagctcc aagagagtgg acctgggctt gtcaagccga gtcaaacttt gtccctaaca      120

tgtactgtgt ccggatactc tatctcatca gattttgcgt ggaattggat aaggcagcca      180
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ccagggaaag gtttagaatg gatgggctac atatcatact ctgggaacac cagatatcaa      240

ccttctctga aaagccggat cacaatctca agggacacgt cgaagaatca gttcttcctg      300

aaactgaact ccgttacagc cgcagacaca gcaacatatt actgcgtaac cgctggcaga      360

ggcttcccct attggggaca gggcacccta gtgacagtga gcagc                      405

<210>  193

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  193

Tyr His Gly Thr Asn Leu Asp Asp 

1               5               

<210>  194

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  194

Tyr His Gly Thr Asn Leu Glu Asp 

1               5               

<210>  195

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Mus musculus

<400>  195

Val Gln Tyr Ala Gln Phe Pro Trp Thr 

1               5                   
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