
(19) 대한민국특허청(KR)
(12) 공개특허공보(A)

(11) 공개번호   10-2014-0033029

(43) 공개일자   2014년03월17일

(51) 국제특허분류(Int. Cl.)

     C07K 16/28 (2006.01)  A61K 47/42 (2006.01)

     G01N 33/574 (2006.01)
(21) 출원번호       10-2013-7028479

(22) 출원일자(국제) 2012년04월02일

     심사청구일자   없음 

(85) 번역문제출일자 2013년10월28일

(86) 국제출원번호   PCT/US2012/031892

(87) 국제공개번호   WO 2012/135854

     국제공개일자   2012년10월04일

(30) 우선권주장

61/470,635  2011년04월01일  미국(US)

61/491,392  2011년05월31일  미국(US)

(71) 출원인

메모리얼 슬로안-케터링 캔서 센터

미국, 뉴욕 10065, 뉴욕, 요크 애비뉴 1275

(72) 발명자

샤인버그, 데이비드 에이.

미국 뉴욕주 10025 뉴욕 센트럴 파크 웨스트 325

다오, 타오

미국 뉴욕주 10128 뉴욕 이스트 87 스트리트 245
아파트 14층

(뒷면에 계속)

(74) 대리인

서종완

전체 청구항 수 : 총 41 항

(54) 발명의 명칭 에이치엘에이 에이2에 의해 제공된 더블유티1 펩타이드에 특이적인 티 세포 수용체 유사 항체

(57) 요 약

본 발명은 윌름스 종양 단백질(WT1)에 대한 인간화된, 키메릭 및 완전 인간 항체를 포함하여, 상기 WT1에 특이적

으로 결합하는 항원 결합 단백질, 그의 항체 단편, 키메릭 항원 수용체(CAR), 융합 단백질, 및 접합체를 제공한

다.  상기 항원 결합 단백질 및 항체는 HLA-A0201-제한된 WT1 펩타이드에 결합한다.  상기와 같은 항체, 그의 단

편, 융합 단백질 및 접합체는 WT1 관련된 암, 예를 들어 유방암, 난소암, 전립선암, 만성 골수구 백혈병, 다발성

골수종, 급성 림프구성 백혈병(ALL), 급성 골수/골수성 백혈병(AML) 및 골수이형성 증후군(MDS)의 치료에 유용하

다.  보다 특정한 실시태양에서, 상기 항-WT1/A 항체는 단백질 안정성, 항체 결합 및/또는 발현 수준을 개선시키
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특허청구의 범위

청구항 1 

(A)(i) 각각 아미노산 서열 서열번호: 2, 3 및 4를 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄

(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 8, 9 및 10을 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을 포

함하는 경쇄(LC) 가변 영역; 

(ii) 각각 아미노산 서열 서열번호: 20, 21 및 22를 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄

(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 26, 27 및 28을 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을

포함하는 경쇄(LC) 가변 영역; 

(iii) 각각 아미노산 서열 서열번호: 38, 39 및 40을 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄

(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 44, 45 및 46을 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을

포함하는 경쇄(LC) 가변 영역; 

(iv) 각각 아미노산 서열 서열번호: 56, 57 및 58을 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄

(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 62, 63 및 64를 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을

포함하는 경쇄(LC) 가변 영역; 

(v) 각각 아미노산 서열 서열번호: 74, 75 및 76을 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄

(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 80, 81 및 82를 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을

포함하는 경쇄(LC) 가변 영역; 또는 

(vi) 각각 아미노산 서열 서열번호: 92, 93 및 94를 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄

(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 98, 99 및 100을 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을

포함하는 경쇄(LC) 가변 영역; 또는

(B) 각각 서열번호: 14 및 16; 32 및 34; 50 및 52; 68 및 70; 86 및 88; 및 104 및 106 중에서 선택된 제 1

및 제 2 아미노산 서열을 포함하는 VH 및 VL; 또는

(C) 서열번호: 18, 36, 54, 72, 90 및 108 중에서 선택된 아미노산 서열

중 하나를 포함하는 단리된 항체 또는 그의 항원-결합 단편.

청구항 2 

(A) 각각 서열번호: (i) 2, 3, 및 4; (ii) 20, 21 및 22; (iii) 38, 39 및 40; (iv) 56, 57 및 58; (v) 74,

75 및 76 ; 및 (vi) 92, 93 및 94 중에서 선택된 아미노산 서열을 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포

함하는 중쇄(HC) 가변 영역; 및 

(B) 각각 서열번호: (i) 8, 9 및 10; (ii) 26, 27 및 28; (iii) 44, 45 및 46; (iv) 62, 63 및 64; (v) 80,

81 및 82; 및 (vi) 98, 99 및 100 중에서 선택된 아미노산 서열을 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을 포

함하는 경쇄(LC) 가변 영역

을 포함하는 단리된 항체 또는 그의 항원-결합 단편.

청구항 3 

각각 서열번호: (i) 14 및 16; (ii) 32 및 34; (iii) 50 및 52; (iv) 68 및 70; (v) 86 및 88; 및 (vi) 104 및

106 중에서 선택된 제 1 및 제 2 아미노산 서열을 포함하는 VH 및 VL

을 포함하는 단리된 항체 또는 그의 항원-결합 단편.

청구항 4 

서열번호: 18, 36, 54, 72, 90 및 108 중에서 선택된 아미노산 서열을 포함하는 단리된 항체 또는 그의 항원-결

합 단편.

청구항 5 
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제 1 항 내지 제 4 항 중 어느 한 항에 있어서,

인간 가변 영역 프레임워크 영역을 포함하는 항체.

청구항 6 

제 1 항 내지 제 4 항 중 어느 한 항에 있어서,

완전 인간인 항체.

청구항 7 

제 1 항 내지 제 4 항 중 어느 한 항에 있어서,

HLA-A2에 결합된 WT1 펩타이드에 특이적으로 결합하는 항체.

청구항 8 

제 7 항에 있어서,

WT1 펩타이드가 아미노산 서열 RMFPNAPYL을 갖는 항체.

청구항 9 

제 7 항에 있어서,

HLA-A2가 HLA-A0201인 항체.

청구항 10 

제 1 항 내지 제 9 항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 항체의 항원-결합 단편이 Fab, Fab', F(ab')2, Fv 또는 단일 쇄 Fv(scFv)인 항체.

청구항 11 

제 1 항 내지 제 9 항 중 어느 한 항에 있어서,

치료제에 접합된 항체.

청구항 12 

제 11 항에 있어서,

치료제가 약물, 독소, 방사성 동위원소, 단백질 또는 펩타이드인 항체.

청구항 13 

제 1 항 내지 제 4 항 중 어느 한 항에 따른 항체를 암호화하는 단리된 핵산.

청구항 14 

(A)(i) 서열번호: 5, 6 및 7; 23, 24 및 25; 41, 42 및 43; 58, 59 및 60; 77, 78 및 79; 및 95, 96 및 97로

이루어진 그룹 중에서 선택된 제 1, 제 2 및 제 3 뉴클레오타이드 서열; 및

(ii) 서열번호: 11, 12 및 13; 29, 30 및 31; 47, 48 및 49; 65, 66 및 67; 83, 84 및 85; 및 101, 102 및 103

으로 이루어진 그룹 중에서 선택된 제 4, 제 5 및 제 6 뉴클레오타이드 서열; 또는

(B) 서열번호: 15 및 17; 33 및 35; 51 및 53; 69 및 71; 87 및 89 및 105 및 107로 이루어진 그룹 중에서 선

택된 제 1 및 제 2 뉴클레오타이드 서열; 또는

(C) 서열번호: 19, 37, 55, 73, 91 및 109로 이루어진 그룹 중에서 선택된 뉴클레오타이드 서열

을 포함하는 단리된 핵산.
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청구항 15 

(A) 서열번호: (i) 5, 6 및 7; (ii) 23, 24 및 25; (iii) 41, 42 및 43; (iv) 58, 59 및 60; (v) 77, 78 및

79; 및 (vi) 95, 96 및 97로 이루어진 그룹 중에서 선택된 제 1, 제 2 및 제 3 뉴클레오타이드 서열; 및

(B) 서열번호: (vii) 11, 12 및 13; (viii) 29, 30 및 31; (ix) 47, 48 및 49; (x) 65, 66 및 67; (xi) 83,

84 및 85; 및 (xii) 101, 102 및 103으로 이루어진 그룹 중에서 선택된 제 4, 제 5 및 제 6 뉴클레오타이드 서

열

을 포함하는 단리된 핵산.

청구항 16 

제 15 항에 있어서,

상기 제 1, 제 2 및 제 3 뉴클레오타이드 서열이 각각 항체의 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 암호화하고, 제

4, 제 5 및 제 6 뉴클레오타이드 서열이 각각 상기 항체의 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을 암호화하는 핵산.

청구항 17 

각각 서열번호: (i) 15 및 17; (ii) 33 및 35; (iii) 51 및 53; (iv) 69 및 71; (v) 87 및 89 및 (vi) 105 및

107로 이루어진 그룹 중에서 선택된 제 1 및 제 2 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 단리된 핵산.

청구항 18 

제 17 항에 있어서,

상기 제 1 뉴클레오타이드 서열이 VH를 암호화하고, 상기 제 2 뉴클레오타이드 서열이 항체의 VL을 암호화하는

핵산.

청구항 19 

서열번호: 19, 37, 55, 73, 91 및 109로 이루어진 그룹 중에서 선택된 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 단리된

핵산.

청구항 20 

제 19 항에 있어서,

scFv를 암호화하는 핵산.

청구항 21 

제 13 항 내지 제 20 항 중 어느 한 항의 핵산을 포함하는 벡터.

청구항 22 

제 13 항 내지 제 20 항 중 어느 한 항의 핵산을 포함하는 세포.

청구항 23 

제 22 항에 있어서,

표면상에서 제 1 항 내지 제 4 항 중 어느 한 항의 항체를 발현하는 세포.

청구항 24 

전체 세포 또는 조직에서 WT1을 검출하는 방법으로,

(A) 세포 또는 조직을, HLA-A2에 결합하는 WT1 펩타이드에 특이적으로 결합하는 항체 또는 그의 항원-결합 단편

과 접촉시키고, 여기에서 상기 항체는 검출 가능한 표지를 포함하며;

(B) 상기 세포 또는 조직과 결합된 검출 가능한 표지의 양을 측정함으로써 상기 세포 또는 조직에 결합된 항체
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의 양을 결정하고, 여기에서 상기 결합된 항체의 양이 상기 세포 또는 조직 중의 WT1의 양을 가리킴

을 포함하는 방법.

청구항 25 

제 24 항에 있어서,

항체가, HLA-A2에 결합된 아미노산 서열 RMFPNAPYL(서열번호: 1)을 갖는 WT1 펩타이드에 특이적으로 결합하는

방법.

청구항 26 

제 25 항에 있어서,

WT1 펩타이드가 HLA-A0201에 결합하는 방법.

청구항 27 

제 24 항에 있어서,

항체가

(A)(i) 각각 아미노산 서열 서열번호: 2, 3 및 4를 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄

(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 8, 9 및 10을 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을 포

함하는 경쇄(LC) 가변 영역; 

(ii) 각각 아미노산 서열 서열번호: 20, 21 및 22를 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄

(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 26, 27 및 28을 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을

포함하는 경쇄(LC) 가변 영역; 

(iii) 각각 아미노산 서열 서열번호: 38, 39 및 40을 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄

(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 44, 45 및 46을 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을

포함하는 경쇄(LC) 가변 영역; 

(iv) 각각 아미노산 서열 서열번호: 56, 57 및 58을 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄

(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 62, 63 및 64를 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을

포함하는 경쇄(LC) 가변 영역; 

(v) 각각 아미노산 서열 서열번호: 74, 75 및 76을 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄

(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 80, 81 및 82를 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을

포함하는 경쇄(LC) 가변 영역; 또는 

(vi) 각각 아미노산 서열 서열번호: 92, 93 및 94를 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄

(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 98, 99 및 100을 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을

포함하는 경쇄(LC) 가변 영역; 또는

(B) 각각 서열번호: 14 및 16; 32 및 34; 50 및 52; 68 및 70; 86 및 88; 및 104 및 106 중에서 선택된 제 1

및 제 2 아미노산 서열을 포함하는 VH 및 VL; 또는

(C) 서열번호: 18, 36, 54, 72, 90 및 108 중에서 선택된 아미노산 서열

중 하나를 포함하는 단리된 항체 또는 그의 항원-결합 단편인 방법.

청구항 28 

제 1 항 내지 제 4 항 중 어느 한 항의 항체를 포함하는 키트.

청구항 29 

WT1 양성 질병의 치료를 위한 제 1 항 내지 제 4 항 중 어느 한 항의 항체의 용도.
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청구항 30 

제 1 항 내지 제 4 항 중 어느 한 항의 항체 및 약학적으로 허용 가능한 담체를 포함하는 약학 조성물.

청구항 31 

WT1-양성 질병을 갖는 환자에게 치료 유효량의 제 1 항 내지 제 4 항 중 어느 한 항의 항체 또는 그의 항원 결

합 단편을 투여함을 포함하는, 상기 환자의 치료 방법.

청구항 32 

제 31 항에 있어서,

WT1-양성 질병이 만성 백혈병 또는 급성 백혈병 또는 WT1
+
 암인 방법.

청구항 33 

제 31 항에 있어서,

WT1-양성 질병이 만성 골수구 백혈병, 다발성 골수종(MM), 급성 림프구성 백혈병(ALL), 급성 골수/골수성 백혈

병(AML), 골수이형성 증후군(MDS), 중피종, 난소암, 위장암, 유방암, 전립선암 및 교아세포종으로 이루어진 그

룹 중에서 선택되는 방법.

청구항 34 

제 34 항에 있어서,

항체가 상기 항체에 결합된 세포독성 부분을 갖는 접합체인 방법.

청구항 35 

WT1-양성 질병을 갖는 환자에게 치료 유효량의 제 13 항 내지 제 20 항 중 어느 한 항의 핵산을 투여함을 포함

하는, 상기 환자의 치료 방법.

청구항 36 

제 35 항에 있어서,

WT1-양성 질병이 만성 백혈병, 급성 백혈병 또는 WT
+
 암인 방법.

청구항 37 

제 35 항에 있어서,

WT1-양성 질병이 만성 골수구 백혈병, 다발성 골수종, 급성 림프구성 백혈병(ALL),  급성 골수/골수성 백혈병

(AML), 골수이형성 증후군(MDS), 중피종, 난소암, 위장암, 유방암, 전립선암 및 교아세포종으로 이루어진 그룹

중에서 선택되는 방법.

청구항 38 

WT1 양성 질병의 치료를 위한 제 13 항 내지 제 20 항 중 어느 한 항의 핵산의 용도.

청구항 39 

제 13 항 내지 제 20 항 중 어느 한 항의 핵산을 포함하는 약학 조성물.

청구항 40 

WT1
+
 세포의 살해 방법으로,

상기 세포를, HLA-A2에 결합된 WT1 펩타이드에 특이적으로 결합하는 항체 또는 그의 항원-결합 단편과 접촉시킴
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을 포함하는 방법.

청구항 41 

제 40 항에 있어서,

항체 또는 그의 항원-결합 단편이 상기 항체 또는 그의 항원-결합 단편에 결합된 세포독성 부분을 갖는 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 일반적으로 시토솔 단백질에 대한 항체에 관한 것이다.  보다 특히, 본 발명은 윌름스 종양 발암유전[0001]

자 단백질(WT1)에 대한 항체, 구체적으로 주 조직적합성 항원과 함께 WT1 펩타이드를 인식하는 항체에 관한 것

이다.

배 경 기 술

관련 출원의 상호 참조[0002]

본 출원은 2011년 4월 1일자로 출원된 미국 가 출원 제 61/470,635 호 및 2011년 5월 31일자로 출원된 미국 가[0003]

출원 제 61/491,392 호로부터 우선권을 주장한다.  이들 가 출원은 내용 전체가 본 명세에 참고로 인용된다.

연방 지원 연구 하의 권리에 대한 진술[0004]

본 발명은 미국 국립보건원에 의해 수여된 인가 P01CA23766 및 R01CA55349 하에 정부 지원으로 수행되었다.  정[0005]

부는 본 발명에 대한 일정한 권리를 갖는다.

서열 목록[0006]

본 출원은 2012년  3월 29일자로 생성된 서열 목록을 함유하며;  ASCII  포맷의 파일을 3314013AWO_서열 목록[0007]

_ST25.txt로 나타낸다.  상기 파일은 내용 전체가 본 출원에 참고로 인용된다.

발명의 배경[0008]

윌름스 종양 발암유전자 단백질(WT1)은 대부분의 백혈병 및 광범위한 암에 대한 면역요법에 매력적인 표적이다.[0009]

WT1은 배아형성 중 중배엽 조직에서 통상적으로 발현되는 아연 집게 전사 인자이다.  정상적인 성인 조직에서,

WT1 발현은 CD34
+
 조혈모세포에서 낮은 수준으로 제한되지만 다중 계통의 백혈병 및 광범위한 고형 종양에서는

과발현된다(1-2).  보다 최근에, WT1 발현은 최소 잔존 질병의 마커인 것으로 보고되었다.  형태학적 관해에 있

어서 급성 골수성 백혈병(AML) 환자에서 증가하는 전사물 수준은 명백한 임상적 재발의 전조였다(3,4).  더욱

또한, WT1에 대한 항체가 조혈 악성종양 및 고형 종양 환자에서 검출되며, 이는 WT1이 고도의 면역원성 항원임

을 가리킨다(7).

대개, 임상적으로 승인된 치료학적 단클론 항체(mAb)는 세포 표면 단백질의 구조를 인식한다.  그러나, WT1은[0010]

핵 단백질이며, 따라서 고전적인 항체 요법으로는 접근할 수 없다.  지금까지, WT1을 표적화하는 면역요법은 세

포적 접근법으로 국한되었으며, 오로지, MHC 부류 I 분자에 의해서 세포 표면상에 제공된 펩타이드를 인식하는

WT1-특이적 세포독성 CD8 T 세포(CTL) 반응을 생성시키는 것을 목표로 하였다.

CTL 반응의 유도를 위해서, 세포내 단백질을 대개는 프로테아솜 또는 엔도/리소솜에 의해 분해시키고, 생성되는[0011]

펩타이드 단편을 MHC 부류 I 또는 II 분자에 결합시킨다.  이들 펩타이드-MHC 복합체는 상기 세포 표면에서 나

타나며 여기에서 이들은 펩타이드-MHC(pMHC)-T 세포 수용체(TCR) 상호작용을 통해 T 세포 인식에 대한 표적을

제공한다(8,9).  상기 WT1 단백질로부터 유래한 펩타이드에 의한 백신화는 HLA-제한된 세포독성 CD8 T 세포를

유도하며, 상기 세포는 종양 세포를 살해할 수 있다.

효능을 개선시키기 위해서, 암 항원을 단클론 항체 요법에 의해 표적화할 수 있다.  단클론 항체(mAb) 요법은[0012]

다수의 기전들, 예를 들어 보체-의존적인 세포독성(CDC), 항체-의존적인 세포 세포독성(ADCC) 및 표적 분자를

과-발현하는 종양 세포에 대한 직접적인 세포 억제 또는 세포사멸-유도 효과에 의해 강력한 항종양 효과를 발휘

하는 것으로 나타났다.  더욱 또한, mAb를 담체로서 사용하여 방사성핵종, 세포독성 약물 또는 독소와 같은 세
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포독성 부분을 종양 세포로 특이적으로 전달할 수 있다(18).

발명의 내용

해결하려는 과제

세포성 면역요법 접근법 외에, 체액성 면역요법 접근법이 비-세포 표면 종양 항원을 표적화하는데 이용될 수 있[0013]

다면 굉장한 이점이 존재할 것이다.  따라서, MHC 분자와 함께 세포내 단백질의 단편을 포함하는 표적, 예를 들

어 WT1 펩타이드/HLA-A2 복합체에 특이적이라는 점에서 T 세포 수용체를 모방하는 단클론 항체(mAb)는 단독으로

또는 효능있는 항암 시약, 예를 들어 약물, 독소 및 방사성 원소를 전달할 수 있는 비히클로서 신규의 유효한

치료제일 것이다.  상기와 같은 mAb는 또한 진단 또는 예측 도구로서 유용할 것이다.

과제의 해결 수단

발명의 요약[0014]

본 명세는 시토솔/세포내 단백질, 예를 들어 WT1 종양단백질을 표적화할 수 있는 항원-결합 단백질, 예를 들어[0015]

항체를 동정하고 특성화한다.  상기 개시된 항체는 전형적으로 WT1 단백질에 의한 항원 처리 및 세포에 의한 제

공에 따라 상기 세포의 표면상에 나타날 것이기 때문에 펩타이드/MHC 복합체를 표적화한다.  이에 관하여, 상기

항체는 상기 항체가 MHC-제한된 방식으로, 즉 펩타이드가 MHC 항원에 결합되는 때에, 상기 펩타이드를 특이적으

로 인식하고 이에 결합하는 능력을 갖는다는 점에서 T-세포 수용체를 모방한다.  상기 펩타이드/MHC 복합체는

전형적으로 항원 처리 및 상기 WT1 단백질의 T-세포에의 제공에 따라 세포의 표면상에 나타날 것이기 때문에 상

기 항원을 재현한다.

상기 개시된 항체는 펩타이드/HLA-A2 복합체, 특히 WT1/HLA-A0201 복합체의 에피토프를 특이적으로 인식하고 이[0016]

에 결합한다.  HLA-펩타이드 복합체의 부분으로서 본 발명의 항원-결합 단백질에 의해 인식되는 펩타이드의 예

는 비제한적으로, 표 7에 나타낸 것들, 예를 들어 아미노산 서열 RMFPNAPYL(서열번호: 1)을 갖는 펩타이드를 포

함한다.

따라서, 하나의 태양에서, 본 발명은 아미노산 서열 RMFPNAPYL을 갖는 펩타이드가 MHC 항원, 예를 들어 HLA-[0017]

A2에 결합할 때, 상기 펩타이드에 결합하는 단리된 항체, 또는 그의 항원-결합 단편에 관한 것이다.

또 다른 태양에서, 본 발명은 (A)(i) 각각 아미노산 서열 서열번호: 2, 3 및 4를 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및[0018]

HC-CDR3을 포함하는 중쇄(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 8, 9 및 10을 포함하는 LC-CDR1,

LC-CDR2 및 LC-CDR3을 포함하는 경쇄(LC) 가변 영역; (ii) 각각 아미노산 서열 서열번호: 20, 21 및 22를 포함

하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 26, 27

및 28을 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을 포함하는 경쇄(LC) 가변 영역; (iii) 각각 아미노산 서열 서

열번호: 38, 39 및 40을 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄(HC) 가변 영역; 및 각각 아미

노산 서열 서열번호: 44, 45 및 46을 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을 포함하는 경쇄(LC) 가변 영역;

(iv) 각각 아미노산 서열 서열번호: 56, 57 및 58을 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄

(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 62, 63 및 64를 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을

포함하는 경쇄(LC) 가변 영역; (v) 각각 아미노산 서열 서열번호: 74, 75 및 76을 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2

및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번호: 80, 81 및 82를 포함하는 LC-

CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을 포함하는 경쇄(LC) 가변 영역; 또는 (vi) 각각 아미노산 서열 서열번호: 92, 93

및 94를 포함하는 HC-CDR1, HC-CDR2 및 HC-CDR3을 포함하는 중쇄(HC) 가변 영역; 및 각각 아미노산 서열 서열번

호: 98, 99 및 100을 포함하는 LC-CDR1, LC-CDR2 및 LC-CDR3을 포함하는 경쇄(LC) 가변 영역을 포함하는 단리

된 항원-결합 단백질, 항체, 또는 그의 항원-결합 단편에 관한 것이다.

또 다른 태양에서, 본 발명은 각각 서열번호: 14 및 16; 32 및 34; 50 및 52; 68 및 70; 86 및 88; 및 104 및[0019]

106  중에서 선택된 제 1  및 제 2  아미노산 서열을 포함하는 VH  및 VL을 포함하는 단리된 항원-결합 단백질,

항체, 또는 그의 항원-결합 단편에 관한 것이다.

더욱 또 다른 태양에서, 본 발명은 서열번호: 18, 36, 54, 72, 90 및 108 중에서 선택된 아미노산 서열을 포함[0020]

하는 단리된 항원-결합 단백질, 항체, 또는 그의 항원-결합 단편에 관한 것이다.

관련된 태양에서, 상기 단리된 항원-결합 단백질은 표 1 내지 8 중 어느 하나에 개시된 바와 같은 항원-결합 영[0021]
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역을 포함한다.  상기 항원-결합 단백질은 융합 단백질일 수도 있다.

또 다른 태양에서, 본 발명은 본 발명에 개시된 바와 같은 항원-결합 단백질, 항체 또는 그의 항원-결합 단편인[0022]

제 1 성분을 포함하는 면역접합체 (immunoconjugate)에 관한 것이다.  상기 면역접합체는 세포독소, 검출 가능

한 표지, 방사성동위원소, 치료제, 결합 단백질 또는 제 2 아미노산 서열을 갖는 분자인 제 2 성분을 포함한다.

상기 제 2 성분이 결합 단백질 또는 제 2 항체인 경우, 상기 결합 단백질 또는 제 2 항체는 상기 제 1 성분이

특이적인 HLA-펩타이드 복합체와 상이한 표적에 대해 결합 특이성을 갖는다.

따라서, 관련된 태양에서, 본 발명은 본 발명에 개시된 바와 같은 항원-결합 단백질 또는 그의 작용 단편을 포[0023]

함하는 이중특이성 (bispecific) 항체에 관한 것이다.

더욱 또 다른 태양에서, 본 발명은 WT1 펩타이드/HLA 복합체, 특히 WT1 펩타이드 RMFPNAPYL/HLA-A0201의 복합체[0024]

에 특이성인 항체 및 키메릭 항원 수용체를 포함한, 항원 결합 단백질을 암호화하는 핵산에 관한 것이다.

또 다른 관련된 태양에서, 본 발명은 재조합 면역 효과기 (effector) 세포, 예를 들어 본 명세에 따라 항원 결[0025]

합 영역을 포함하는 키메릭 항원 수용체를 발현하도록 유전자 변형된 T-세포를 포함한, 본 발명에 개시된 핵산

또는 항원 결합 단백질을 포함하는 세포에 관한 것이다.  본 명세에 따라 항체를 생산하도록 조작된 세포가 또

한 본 발명에 포함된다.

관련된 태양에서, 본 발명은 본 명세에 따라 항체 또는 키메릭 항원 수용체와 같은 항원 결합 단백질의 발현 및[0026]

/또는 분비를 촉진하는 벡터를 포함한, 본 발명에 개시된 항원 결합 단백질을 암호화하는 핵산을 포함하는 벡터

에 관한 것이다.

관련된 태양에서, 본 발명은 약학적으로 허용 가능한 담체와 함께, 본 발명에 개시된 핵산 또는 항원 결합 단백[0027]

질을 포함하는 항원 결합 단백질, 항체, 핵산, 벡터 또는 세포를 포함하는 약학 조성물에 관한 것이다.

또 다른 태양에서, 본 발명은 본 발명의 WT1 항체를 사용하여 세포 또는 조직의 표면상에서 WT1을 검출하는 방[0028]

법에 관한 것이다.

더욱 또 다른 태양에서, 본 발명은 WT1-양성 질병을 갖는 환자에게 치료 유효량의 항원 결합 단백질, 항체 또는[0029]

그의 항원 결합 단편, 상기 항원 결합 단백질 또는 항체를 암호화하는 핵산 또는 본 발명에 개시된 바와 같은

핵산 또는 단백질을 포함하는 세포를 투여함을 포함하는, 상기 환자의 치료 방법에 관한 것이다.  상기 WT1-양

성 질병은 만성 백혈병, 급성 백혈병, 또는 만성 골수구 백혈병, 다발성 골수종(MM),  급성 림프구성 백혈병

(ALL), 급성 골수/골수성 백혈병(AML), 골수이형성 증후군(MDS), 중피종, 난소암, 위장암, 유방암, 전립선암 및

교아세포종으로 이루어진 그룹 중에서 선택된 WT1
+
 암이다.  일부 실시태양에서, 상기 항원 결합 단백질 또는 항

체는 상기 단백질 또는 항체에 결합된 세포독성 부분을 갖는 접합체 (conjugate)이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 굵은선의 일부 HLA-제한된 펩타이드를 갖는 윌름스 종양 단백질의 아미노산 서열(진뱅크(GenBank) 수납[0030]

번호 P19544)을 도시한다.  121-140 펩타이드는 그의 유사체 외에, WT1-특이성 세포독성 T-세포 활성을 유도하

는 것으로 나타난 9-머(밑줄), RMFPNAPYL(서열번호: 1)을 또한 포함한다.

도 2는 WT1 펩타이드에 의한 백신화가 WT1
+
 백혈병 세포에 대해 세포독성인 T 세포를 유도함을 도시하는 그래프

이다.

도 3은 WT1/A2(WA) 대 PBS 대조군 또는 R3/HLAA0201(R3)의 특이적인 결합에 대한 파지 ELISA의 결과를 도시한

다.

도 4는 WT1A 펩타이드에 의해 펄스화된 T2 세포에 결합하는 WT1 파지 항체의 특이적인 결합만이 선택되었음을

도시한다.

도 5는 다양한 농도에서 WT1 항체의 역가에 의해 시험된 RMF/A0201 복합체에 대한 상기 항체의 완전 길이 IgG1

의 결합 친화성을 도시한다.  결과를 50 ug/㎖ RMF에 의해 펄스화된 T2 세포에 대해 도시한다(상부 패널).  대

조용 항체를 하부 패널에 도시한다.

도 6은 RMF(상부 패널) 또는 대조용, RHAMM-R3(하부 패널)에 의해 펄스화된 T2 세포 상의 WT1 항체에 의해 인식
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된 RMF/HLA-A0201 복합체의 밀도에 대한 의존성을 도시한다.

도 7은 인간 항체의 발현을 위한 발현 벡터를 도시한다.

도 8은 환원 및 비-환원 조건 하에서 WT1/A2 항체의 SDS-PAGE 분석의 결과를 도시한다.

도 9는 WT1/A2에 대한 항체의 친화성을 입증하는 WT1/A2 항체의 동역학적 결합 분석의 결과를 도시한다.

도 10은 WT1/A2 복합체에 대한 항체 결합의 친화성(KD)을 도시한다.

도 11은 다양한 농도의 펩타이드, WT1-A, WT1-A1 또는 대조군에 의해 펄스화된 살아있는 T2 세포에 대한 일부

실시태양, mAb 클론 5(상부 패널), 클론 15(중간 패널) 및 대조군(하부 패널)의 결합에 대한 펩타이드 역가의

유식 세포측정에 의한 평균 형광 강도(MFI)를 도시한다.

도 12는 다양한 농도의 WT1A 펩타이드에 의해 펄스화된 살아있는 T2 세포에 대한 WT1 항체, mAb 5(상부 패널),

mAb 15(하부 패널)의 결합에 대한 펩타이드 역가의 결과를 도시한다.

도 13은 상이한 농도(50 ㎍/㎖ 상부; 25 ㎍/㎖ 중간; 및 12.5 ㎍/㎖ 하부)의 펩타이드(R3, WT1-A1, WT1-A 또는

펩타이드 부재)에서 하나의 실시태양, mAb 5의 결합 특이성을 도시한다.

도 14는 상이한 농도(50 ㎍/㎖ 상부; 25 ㎍/㎖ 하부)의 펩타이드(R3, WT1-A1, WT1-A 또는 펩타이드 부재)에서

하나의 실시태양, mAb 5의 결합 특이성을 도시한다.

도 15는 WT1-A, WT1-A1 또는 RHAMM-R3 펩타이드에 의해 펄스화된 T2 세포에 대한 mAb 5(상부 패널) 및 15(하부

패널)의 용량-의존적인 결합을 도시한다.

도 16은 U266, 골수종 세포주에 대한 mAb 5 및 15의 결합을 도시한다.

도  17은  (Ph1)-양성  급성  백혈병을  갖는  개인으로부터  유래한  세포  주,  BV173에  대한  mAb  15의  결합을

도시한다.

도 18은 WT1 펩타이드에 의해 펄스화된 T2 세포의 표면상의 WT1/A2 복합체에 대한 ESK1(#13)의 결합 특이성을

도시한다.

도 19 및 20은 WT1 항체가, RMF 펩타이드의 상이한 위치들이 알라닌으로 치환된 상기 RMF 펩타이드를 인식할 수

있고 (또한 표 10 참조), 1 번 위치의 알라닌(WT1-A1-B) 또는 타이로신(WT1-A1)에 의한 치환으로 나타난 결합의

상실이, 상기 두 펩타이드가 모두 HLA-A2 분자, 클론 BB7에 대해 특이적인 mAb를 사용하는 T2 안정화 분석에서

가장 강한 결합을 나타내었으므로, 상기 HLA-A2 분자에 대한 펩타이드 결합 친화성의 감소에 기인하지 않았음을

도시한다.

도 21은 인간 중피종 세포주, JMN(WT1
+
/A0201

+
)(그러나 MSTO(WT1

+
/HLA-A0201

-
)는 아님)의 세포 표면상에 천연으

로 제공된 RMF/HLA-A0201 복합체의 WT1 항체에 의한 인식을 도시한다.

도 22는 인간 CML-유래한 세포주 BV173에 대한 WT1 항체의 결합을 도시한다.

도 23은 JMN 세포에 대한 WT1 항체의 결합에 근거한 스캐차드 분석이며 약 0.2 nM의 결합활성 상수를 도시한다.

도 24는 중피종 및 백혈병 세포의 패널에 대한 WT1 항체 결합을 도시한다.

도 25는 HLA-A2 양성 환자로부터의 CD33 및 CD34 이중 양성 AML 아세포 상에서 걸러지는(gated) 유식 세포측정

분석의 결과를 도시한다.  ESK1은 백혈병 아세포에 결합한다.

도 26은 HLA-A2 음성 환자로부터의 CD33 및 CD34 이중 양성 AML 아세포 상에서 걸러지는 유식 세포측정 분석의

결과를 도시한다.  WT1mAb ESK1은 상기 아세포에 결합하지 않는다.

도 27은 RMF 펩타이드에 의해 펄스화된 T2 세포에 대한 WT1mAb ESK1 매개된 ADCC를 도시한다.

도 28은 JMN 및 백혈병 세포주 BV173(하부 패널)(그러나 MSTO 세포는 아니다)에서 인간 효과기와 함께 ADCC을

매개하는 WT1 항체의 능력을 도시한다.

도 29는 WT1 mAb가 인간 백혈병 세포주 BV173(그러나 HLA-A2
+
가 아닌 HL60 세포는 아니다)에 대해 유효함을 도

시한다.
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도 30은 WT1 항체가 HLA-A2 양성 환자로부터의 1차 AML 아세포에 대해 ADCC를 유도함을 도시한다.

도 31은 본 발명의 항체를 사용하는, NSG 마우스에서 인간 BV173의 치료 결과를 도시한다.

도 32는 나중의 시점들에서, WT1 항체에 의해 처리된 마우스는 단지 재발하기 시작한 반면, 효과기를 갖는 항체

는 5 마리 중 2 마리의 마우스가 치유됨을 도시한다.

도 33은 WT1 항체가 용량-의존적인 방식으로 종양 부담을 현저하게 감소시킴을 도시한다.

도  34는  Fc(MAGE)  중에  변경된  탄수화물을  갖는  항체가  원래의  항체보다  ADCC에  있어서  보다  활성임을

도시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명에 인용된 모든 공보, 특허 및 다른 참고문헌들은 본 명세에 내용 전체가 참고로 인용된다.[0031]

본 발명의 실시에서, 분자 생물학, 미생물학, 세포 생물학, 생화학 및 면역학의 다수의 통상적인 기법들이 사용[0032]

되며, 이들 기법은 당해 분야의 기술 내에 있다.  이들 기법은 예를 들어 하기 문헌에 보다 상세히 개시되어 있

다:  Molecular  Cloning:  a  Laboratory  Manual  3rd  edition,  J.F.  Sambrook  and  D.W.  Russell,  ed.  Cold

Spring  Harbor  Laboratory  Press  2001;  Recombinant  Antibodies  for  Immunotherapy,  Melvyn  Little,  ed.

Cambridge  University  Press  2009;  "Oligonucleotide  Synthesis"  (M.  J.  Gait,  ed.,  1984);  "Animal  Cell

Culture"  (R.  I.  Freshney,  ed.,  1987);  "Methods  in  Enzymology"  (Academic  Press,  Inc.);  "Current

Protocols in Molecular Biology" (F. M. Ausubel et al., eds., 1987, and periodic updates); "PCR: The

Polymerase  Chain  Reaction",  (Mullis  et  al.,  ed.,  1994);  "A  Practical  Guide  to  Molecular  Cloning"

(Perbal Bernard V., 1988); "Phage Display: A Laboratory Manual" (Barbas et al., 2001).  이들 참고문헌,

및 당해 분야의 숙련가들에게 널리 공지되고 이들에 의해 의존되는 표준 프로토콜을 함유하는 다른 참고문헌들

의 내용은 본 명세의 일부로서 본 발명에 참고로 인용된다.  하기의 약어들이 출원 전체를 통해 사용된다:

Ab: 항체[0033]

ADCC: 항체-의존적인 세포 세포독성[0034]

ALL: 급성 림프구성 백혈병[0035]

AML: 급성 골수성 백혈병[0036]

APC: 항원 제공 세포[0037]

β2M: 베타-2-미소글로불린[0038]

BiTE: 이중-특이성 T 세포 유인 (engaging) 항체[0039]

CAR: 키메릭 항원 수용체[0040]

CDC: 보체 의존적인 세포독성[0041]

CMC: 보체 매개된 세포독성[0042]

CDR: 상보성 결정 영역(또한 하기 HVR 참조)[0043]

CL: 경쇄의 불변 도메인[0044]

CH1: 중쇄의 제 1 불변 도메인[0045]

CH1,2,3: 중쇄의 제 1, 제 2 및 제 3 불변 도메인[0046]

CH2,3: 중쇄의 제 2 및 제 3 불변 도메인[0047]

CHO: 중국 햄스터 난소[0048]

CTL: 세포독성 T 세포[0049]

E:T 비: 효과기:표적 비[0050]
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Fab: 항체 결합 단편[0051]

FACS: 흐름 지원된 세포측정 세포 분류[0052]

FBS: 소 태아 혈청[0053]

FR: 프레임워크 영역[0054]

HC: 중쇄[0055]

HLA: 인간 백혈구 항원[0056]

HVR-H: 고도가변 영역-중쇄(또한 CDR 참조)[0057]

HVR-L: 고도가변 영역-경쇄(또한 CDR 참조)[0058]

Ig: 면역글로불린[0059]

IRES: 내부 리보솜 진입 부위[0060]

KD: 해리 상수[0061]

koff: 해리 속도[0062]

kon: 결합 속도[0063]

MHC: 주 조직적합성 복합체[0064]

MM: 다발성 골수종[0065]

scFv: 단일-쇄 가변 단편[0066]

TCR: T 세포 수용체[0067]

VH: 가변 중쇄는 중쇄 고도가변 영역 및 중쇄 가변 프레임워크 영역을 포함한다[0068]

VL: 가변 경쇄는 경쇄 고도가변 영역 및 경쇄 가변 프레임워크 영역을 포함한다[0069]

WT1: 윌름스 종양 단백질 1[0070]

하기의 설명에서, 몇몇 규약들은 용어의 용법을 고려하여 따를 것이다.  일반적으로, 본 발명에 사용된 용어들[0071]

을 이들 용어가 당해 분야의 숙련가들에게 공지된 바와 같은 상기 용어들의 의미와 일치되게 해석하고자 한다.

"항원-결합 단백질"은 항원-결합 영역 또는 항원-결합 부분을 포함하는, 즉 결합하는 또 다른 분자에 대해 강한[0072]

친화성을 갖는 단백질 또는 폴리펩타이드이다.  항원-결합 단백질은 항체, 키메릭 항원 수용체(CAR) 및 융합 단

백질을 포함한다.

당해 분야에 공지된 바와 같은 "항체" 및 "항체들"이란 용어는 면역계의 항원 결합 단백질을 지칭한다.  본 발[0073]

명에서 지칭되는 바와 같은 "항체"란 용어는 항원-결합 영역, 및 상기 "항원-결합 부분" 또는 "항원-결합 영

역"이 유지되는 그의 임의의 단편을 갖는 전체, 완전 길이 항체, 또는 단일 쇄, 예를 들어 그의 단일 쇄 가변

단편(scFv)을 포함한다.  천연 "항체"는 다이설파이드 결합에 의해 서로 연결된 2 개 이상의 중쇄(H) 및 2 개의

경쇄(L)를 포함하는 당단백질이다.  각각의 중쇄는 중쇄 가변 영역(본 발명에서 VH라 약기한다) 및 중쇄 불변

영역(CH)으로 구성된다.  상기 중쇄 불변 영역은 3 개의 도메인, CH1, CH2 및 CH3으로 구성된다.  각각의 경쇄

는 경쇄 가변 영역(본 발명에서 VL이라 약기한다) 및 경쇄 불변 영역 CL로 구성된다.  상기 경쇄 불변 영역은 하

나의 도메인 CL로 구성된다.  상기 VH 및 VL 영역을, 프레임워크 영역(FR)이라 지칭되는, 보다 보존된 영역들이

산재된, 상보성 결정 영역(CDR)이라 지칭되는 고도가변성 영역들로 추가로 세분할 수 있다.  각각의 VH 및 VL은

하기의 순서로 아미노-말단에서부터 카복시-말단으로 배열된 3 개의 CDR과 4 개의 FR로 구성된다: FR1, CDR1,

FR2,  CDR2,  FR3,  CDR3,  FR4.   상기  중쇄  및  경쇄의  가변  영역들은  항원과  상호작용하는  결합  도메인을

함유한다.  상기 항체의 불변 영역은 면역글로불린의, 숙주 조직 또는 인자에 대한, 예를 들어 면역계의 다양한

세포(예를 들어 효과기 세포) 및 전통적인 보체 시스템의 제 1 성분(C1q)에 대한 결합을 매개할 수 있다.

본 발명에 사용된 바와 같이, 항체의 "항원-결합 부분" 또는 "항원-결합 영역"이란 용어는 항원에 결합하고 항[0074]
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체에 항원 특이성을 부여하는 상기 항체의 영역 또는 부분을 지칭하며; 항원-결합 단백질의 단편들, 예를 들어

항체의 단편들은 항원 (예를 들어 펩타이드/HLA 복합체)에 특이적으로 결합하는 능력을 보유하는 항체의 하나

또는 그 이상의 단편들을 포함한다.  항체의 항원-결합 작용은 완전 길이 항체의 단편들에 의해 수행될 수 있는

것으로 나타났다.  항체의 "항체 단편"이란 용어 내에 포함되는 항원-결합 단편의 예는 Fab 단편, VL, VH, CL 및

CH1 도메인으로 이루어지는 1가 단편; F(ab)2  단편, 힌지 영역에서 다이설파이드 가교에 의해 결합된 2 개의

Fab 단편을 포함하는 2가 단편; VH 및 CH1 도메인으로 이루어지는 Fd 단편; 항체의 단일 가지의 VL 및 VH 도메인

으로 이루어지는 Fv 단편; VH 도메인으로 이루어지는 dAb 단편(문헌[Ward et al., 1989 Nature 341:544-546]);

및 단리된 상보성 결정 영역(CDR)을 포함한다.

더욱 또한, 상기 Fv 단편의 2 개의 도메인, VL 및 VH가 별도의 유전자에 의해 암호화되지만, 이들은 재조합 방법[0075]

을 사용하여, 상기 VL 및 VH 영역들이 짝을 이루어 1가 분자를 형성하는 단일 단백질 쇄로서 만들어질 수 있게

하는 합성 링커에 의해 결합될 수 있다.  이들은 단일 쇄 Fv(scFv)로서 공지되며; 예를 들어 문헌[Bird et al.,

1988 Science 242:423-426]; 및 [Huston et al., 1988 Proc. Acad. Sci. 85:5879-5883]을 참조하시오.  이들

항체 단편을 당해 분야의 숙련가들에게 공지된 통상적인 기법을 사용하여 수득하며, 상기 단편을 완전 항체와

동일한 방식으로 유용성을 위해 선별한다.

"단리된 항체" 또는 "단리된 항원-결합 단백질"은 그의 천연 환경의 성분으로부터 동정되고 분리되고/되거나 회[0076]

수된 것이다.  "합성 항체" 또는 "재조합 항체"는 일반적으로 당해 분야의 숙련가들에게 공지된 재조합 기술 또

는 펩타이드 합성 기법을 사용하여 생성된다.

전통적으로, MHC-펩타이드 복합체는 오직 T-세포 수용체(TCR)에 의해서만 인식될 수 있었으며, 이는 T 세포-기[0077]

재 판독 분석을 사용하여 관심 에피토프를 검출하는 우리의 능력을 제한하였다.  본 명세에서, 재조합 HLA-펩타

이드 복합체를 사용하여 인간 scFv 파지 디스플레이 라이브러리로부터 선택되는 scFv를 기본으로 하는 항원-결

합 영역을 갖는, 항체를 포함한 항원 결합 단백질을 개시한다.  이들 분자는 예를 들어 오직 HLA-A2-RMFPNAPYL

복합체만을 인식하는 항-WT1 항체에 대해 나타나는 바와 같이 정교한 특이성을 나타내었다.  또한, 다른 펩타이

드를 함유하는 HLA-복합체에 결합할 수 없음과 함께, 상기 분자는 또한 펩타이드 자신에 결합할 수 없었으며,

이는 그의 TCR-유사 특이성을 입증한다.

파지 디스플레이에 의해 선택된 본 명세의 scFv는 초기에 HLA-양성 세포의 표면상에 제공된 펩타이드에 결합하[0078]

는 그의 능력에 대해 시험되었다.  T2 세포를 펩타이드의 존재 하에서 배양한 후에, 형광 표지된 항체를, 유식

세포측정을 사용하여 상기 항원 펄스화된 세포를 선택적으로 인식하기 위해 사용할 수 있었다.

일부 실시태양에서, 본 발명은 중쇄의 하나 이상의 불변 도메인에 융합하여 인간 면역글로불린의 Fc 영역과 함[0079]

께 항체를 형성하여 2가 단백질을 제공하는 scFv 서열을 갖는 항체를 포함하며, 이는 상기 항체의 전체 결합 활

성 및 안정성을 증가시킨다.  또한, Fc 부분은, 예를 들어 항원 정량분석 연구에 사용하기 위해서, 친화성 측정

을 위해 항체를 고정화시키기 위해서, 치료제의 표적화된 전달을 위해서, 면역 효과기 세포를 사용하여 Fc-매개

된 세포독성을 시험하기 위해서 및 다수의 다른 용도를 위해서, 다른 분자, 예를 들어 비제한적으로 형광 염료,

세포독소, 방사성 동위원소 등의 항체에의 직접적인 접합을 허용한다.

여기에서 제공된 결과는 MHC-펩타이드 복합체의 표적화에 있어서 본 발명의 항체의 특이성, 감도 및 유용성을[0080]

강조한다.

본 발명의 분자는 파지 디스플레이를 사용하는 단일 쇄 가변 단편(scFv)의 확인 및 선택을 기본으로 하며, 상기[0081]

분자의 아미노산 서열은 관심 MHC 제한된 펩타이드에 대한 상기 분자의 특이성을 부여하고 본 명세의 모든 항원

결합 단백질들의 토대를 형성한다.  따라서, 상기 scFv를 사용하여, 예를 들어 완전 길이 항체, 그의 단편, 예

를 들어 Fab 및 F(ab')2, 미니항체, scFv-Fc 융합물을 포함한 융합 단백질, 다가 항체, 즉 동일한 항원 또는 상

이한 항원에 대해 하나보다 많은 특이성을 갖는 항체, 예를 들어 이중특이성 T-세포 유인 항체(BiTe), 트라이바

디 등을 포함한 "항체" 분자들의 다양한 배열을 설계할 수 있다(문헌[Cuesta et al., Multivalent antibodies:

when design surpasses evolution. Trends in Biotechnology 28:355-362 2010]을 참조하시오).

상기 항원-결합 단백질이 완전 길이 항체인 실시태양에서, 본 발명 항체의 중쇄 및 경쇄는 완전 길이이거나(예[0082]

를 들어 항체가 하나 이상, 및 바람직하게는 2 개의 완전한 중쇄, 및 하나 이상, 및 바람직하게는 2 개의 완전

한 경쇄를 포함할 수 있다), 또는 항원-결합 부분(Fab, F(ab')2, Fv 또는 단일 쇄 Fv 단편("scFv"))을 포함할
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수 있다.  다른 실시태양에서, 상기 항체 중쇄 불변 영역을 예를 들어 IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1,

IgA2, IgD, 및 IgE로부터 선택한다.  일부 실시태양에서, 상기 면역글로불린 아이소타입은 IgG1, IgG2, IgG3,

및 IgG4, 보다 특히 IgG1(예를 들어 인간 IgG1)으로부터 선택된다.  항체 유형의 선택은 상기 항체를 유도해 내

도록 설계된 면역 효과기 작용에 따라 변할 것이다.

재조합 면역글로불린의 제작에 있어서, 다양한 면역글로불린 아이소타입의 불변 영역에 대한 적합한 아미노산[0083]

서열 및 광범위한 항체 배열의 생성 방법은 당해 분야의 숙련가들에게 널리 공지되어 있다.

하나의 실시태양에서,  상기 항체 또는 항원 결합 단백질은, 서열번호: 18의 아미노산 서열을 포함하고 HLA-[0084]

A0201과 함께 아미노산 서열 RMFPNAPYL(서열번호: 1)을 갖는 펩타이드에 특이적으로 결합하는 항원 결합 영역을

갖는 항-WT1/HLA-A2 scFv 또는 그의 항원-결합 단편이다.  다른 실시태양에서, 상기 항-WT1 항체는 표 1 중에서

선택된 VH 및 VL 영역 또는 CDR을 갖는 scFv-Fc 융합 단백질 또는 완전 길이 인간 IgG이다.

표 1

[0085]
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[0086]

또 다른 실시태양에서, 상기 항체 또는 항원 결합 단백질은, 서열번호: 36의 아미노산 서열을 포함하고 HLA-[0087]

A0201과 함께 아미노산 서열 RMFPNAPYL(서열번호: 1)을 갖는 펩타이드에 특이적으로 결합하는 항원 결합 영역을

갖는 WT1 scFv 또는 그의 항원-결합 단편이다.  다른 실시태양에서, 상기 항-WT-1 항체는 표 2 중에서 선택된

VH 및 VL 영역 또는 CDR을 갖는 scFv-Fc 융합 단백질 또는 완전 길이 인간 IgG이다.
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표 2

[0088]

[0089]

또 다른 실시태양에서, 상기 항체 또는 항원 결합 단백질은, 서열번호: 54의 아미노산 서열을 포함하고 HLA-[0090]

A0201과 함께 아미노산 서열 RMFPNAPYL(서열번호: 1)을 갖는 펩타이드에 특이적으로 결합하는 항원 결합 영역을
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갖는 항-WT1 scFv 또는 그의 항원 결합 단편이다.  다른 실시태양에서, 상기 항-WT-1 항체는 표 3 중에서 선택

된 VH 및 VL 영역 또는 CDR을 갖는 scFv-Fc 융합 단백질 또는 완전 길이 인간 IgG이다.

표 3

[0091]

[0092]
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또 다른 실시태양에서, 상기 항체 또는 항원 결합 단백질은, 서열번호: 72의 아미노산 서열을 포함하고 HLA-[0093]

A0201과 함께 아미노산 서열 RMFPNAPYL(서열번호: 1)을 갖는 펩타이드에 특이적으로 결합하는 항원 결합 영역을

갖는 항-WT1 scFv 항체 또는 그의 항원 결합 단편이다.  다른 실시태양에서, 상기 항-WT-1 항체는 표 4에서 선

택된 VH 및 VL 영역 또는 CDR을 갖는 scFv-Fc 융합 단백질 또는 완전 길이 인간 IgG이다.

표 4

[0094]
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[0095]

또 다른 실시태양에서, 상기 항체 또는 항원 결합 단백질은, 서열번호: 90의 아미노산 서열을 포함하고 HLA-[0096]

A0201과 함께 아미노산 RMFPNAPYL(서열번호: 1)을 갖는 펩타이드에 특이적으로 결합하는 항-WT1 scFv 항체 또는

그의 항원 결합 단편이다.  다른 실시태양에서, 상기 항-WT-1 항체는 표 5 중에서 선택된 VH 및 VL 영역 또는

CDR을 갖는 scFv-Fc 융합 단백질 또는 완전 길이 인간 IgG이다.

표 5

[0097]

공개특허 10-2014-0033029

- 20 -



[0098]

또 다른 실시태양에서, 상기 항체 또는 항원 결합 단백질은, 서열번호: 108의 아미노산 서열을 포함하고 HLA-[0099]

A0201과 함께 아미노산 RMFPNAPYL(서열번호: 1)을 갖는 펩타이드에 특이적으로 결합하는 항-WT1 scFv 항체 또는

그의 항원 결합 단편이다.  다른 실시태양에서, 상기 항-WT-1 항체는 표 6 중에서 선택된 VH 및 VL 영역 또는

CDR을 갖는 scFv-Fc 융합 단백질 또는 완전 길이 인간 IgG이다.
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표 6

[0100]
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[0101]

상기 개시된 항체 및 항원 결합 단백질의 다른 실시태양들은, 예를 들어 표 7(중쇄), 8(경쇄) 및 9(불변 영역)[0102]

에 나타낸 바와 같은 경쇄 및 중쇄 고도가변 영역 및 불변 영역을 포함하는 것들을 포함한다.

표 7

[0103]
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[0104]

표 8

[0105]
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[0106]

공개특허 10-2014-0033029

- 25 -



[0107]
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표 9

[0108]

본 발명은 세포내 단백질로부터 유래한 펩타이드/단백질 단편 및 MHC 부류 I 분자의 복합체의 에피토프를, 예를[0109]

들어 상기 복합체가 항원 제공동안 세포 표면에서 나타날 수도 있기 때문에, 특이적으로 인식하는 재조합 항원-

결합 단백질, 항체 및 그의 항원 결합 단편에 관한 것이다.  본 발명 항체의 중쇄 및 경쇄는 완전 길이이거나

(예를 들어 항체가 하나 이상, 및 바람직하게는 2 개의 완전한 중쇄, 및 하나 이상, 및 바람직하게는 2 개의 완

전한 경쇄를 포함할 수 있다), 또는 항원-결합 부분(Fab, F(ab')2, Fv 또는 단일 쇄 Fv 단편("scFv"))을 포함할

수 있다.  다른 실시태양에서, 상기 항체 중쇄 불변 영역을 예를 들어 IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1,

IgA2, IgD, 및 IgE로부터 선택하고, 특히 IgG1, IgG2, IgG3, 및 IgG4, 보다 특히 IgG1(예를 들어 인간 IgG1)으

로부터  선택한다.   또  다른  실시태양에서,  상기  항체  경쇄  불변  영역을  예를  들어 카파 (kappa)  및  람다

(lambda), 특히 카파로부터 선택한다.

본 발명의 항체 및 항원 결합 단백질은 이중특이성 항체, 예를 들어 이중특이성 T-세포 유인 항체, 즉 2 개의[0110]

별도의 항원과 결합할 수 있는 단일 폴리펩타이드 쇄 상의 2 개의 항체 가변 도메인을 포함하는 항체를 포함하

고자 한다.  이중특이성 항체의 제 1 부분이 예를 들어 종양 세포상의 항원에 결합하고 이중특이성 항체의 제 2

부분이 인간 면역 효과기 세포의 표면상의 항원을 인식하는 경우, 상기 항체는 상기 인간 면역 효과기 세포상의

효과기 항원에 특이적으로 결합함으로써 상기 효과기 세포의 활성을 보충할 수 있다.  따라서 일부 실시태양에

서, 이중특이성 항체는 효과기 세포들 사이, 예를 들어 T 세포와 종양 세포 사이에 결합을 형성하여 효과기 작

용을 증대시킬 수 있다.

하나의 실시태양에서, 상기 불변 영역/프레임워크 영역을 예를 들어 아미노산 치환에 의해 변경시켜 항체의 성[0111]

질을 변형(예를 들어 하기 중 하나 이상의 증가 또는 감소: 항원 결합 친화성, Fc 수용체 결합, 항체 탄수화물,

예를 들어 글리코실화, 퓨코실화 등, 시스테인 잔기의 수, 효과기 세포 작용, 효과기 세포 작용, 보체 작용 또

는 접합 부위의 도입)시킨다.  더욱 또한, 약물, 독소, 방사성동위원소, 사이토카인, 염증성 펩타이드 또는 세

포독성제에의 항체의 접합이 또한 고려된다.

하나의 실시태양에서, 상기 항체는 항-WT1/A2 항체이고 표 9에 나타낸 인간 IgG1 불변 영역과 Fc 도메인을 포함[0112]
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한다.  하나의 실시태양에서, 상기 항-WT1/A2 항체는 표 9에 열거한 서열들을 갖는 인간 카파 서열 또는 인간

람다 서열을 포함한다.  본 발명 항체의 일부 상보성 결정 영역(CDR)에 대한 아미노산 서열을 표 1 내지 8에 나

타낸다.

본 발명은 다양한 항원-결합 단백질을 생성시킬 수 있는 항원-특이성 결합 서열의 동정을 기본으로 한다.  항원[0113]

처리 및 T-세포에의 상기 단백질의 제공에 따라 T-세포 수용체에 의해 전형적으로 인식되는 것과 유사한 단백질

단편(펩타이드)/HLA 복합체를 나타내는 항원 특이성 항체 이외에, 상기 항체의 제조를 위해 본 발명에 개시된

바와 같은 아미노산 및 핵산 서열의 확인을 또한, 상기 단백질 단편(펩타이드)/HLA 복합체에 대한 특이성과 함

께 사용하여 키메릭 항원 수용체(CAR)를 포함한 다른 항원-결합 분자를 생성시킬 수 있다.  이들을 세포에 통합

시켜 상기 항원 발현 세포에 특이적으로 세포독성으로 만들 수 있다.

본 발명은, 세포 표면상에서 발현되지 않기 때문에 접근할 수 없는 단백질들을 포함한 임의의 단백질에 대한 치[0114]

료 항체를 수득하기 위한 신규의 접근법을 사용한다.  거의 모든 세포질내 또는 핵내 단백질(세포 표면 단백질

외에)은 본 발명에 개시된 접근법에 잠재적인 표적이다.  여기에는 비제한적으로 발암성 단백질, 전사 인자, 효

소 등이 포함된다.

세포내 또는 핵 단백질로부터 유래한 종양 항원을 표적화하기 위해서, 통상적이지 않은 접근법인 치료 항체의[0115]

개발이 필요하였다.  이 접근법은 T-세포 수용체(TCR)와 동일한 특이성을 갖는, 세포 표면상에서 발현된 펩타이

드/MHC 복합체를 인식하는 재조합 mAb를 생성시키는 것이다.  상기와 같은 mAb는 표적 인식에 관하여 TCR과 작

용성 동족체 (homology)를 공유하지만, 더 높은 친화성, 및 항체가 특징으로 하는 효능 있는 세포독성제로 무장

하는 능력을 제공한다.  기술적으로, TCR-유사 mAb는 당해 분야의 숙련가들에게 공지된 통상적인 하이브리도마

기법에 의해 생성되어 인간, 인간화된 또는 키메릭 항체를 생성시킬 수 있다.

더욱 또한, 쥐 항체는 인간에게 투여될 때 HAMA(인간 항-마우스 항체) 반응으로서 공지된(24,25) 면역원성 반응[0116]

을 야기하여 아나필락시스 및 과민성 반응을 포함한 심한 부작용을 야기하므로 완전-인간 mAb가 인간에 치료학

적으로 사용하기에 바람직하다.  이러한 면역원성 반응은 천연 인간 항체와 약간 상이한 아미노산 서열들로 인

해 상기 쥐 항체를 외부물질로서 인식하는 인간 면역계에 의해 촉발된다.  당해 분야에 공지된 인간화 방법

(26,27)을 사용하여 쥐-유래된 항체의 면역원성을 감소시킬 수 있다(28).

최근에, 파지 디스플레이 라이브러리의 사용은 매우 한정된 에피토프에 대해 독특하고 드문 Ab에 대한 다수의[0117]

Ab 레퍼토리를 선택할 수 있게 하였다(파지 디스플레이에 대한 보다 상세한 내용에 대해서 문헌[McCafferty et

al., Phage antibodies: filamentous phage displaying antibody variable domains. Nature, 348: 552-554]을

참조하시오).  따라서 종양 항원-유래한 펩타이드-MHC 복합체 분자에 대해 매우 특이적인 인간 Fab 또는 단일

쇄 Fv(ScFv) 단편의 신속한 확인이 가능해졌다(19-22).  보다 최근에, 슈도모나스 내독소의 절두된 형태에, 흑

색종 Ag MART-1 26-35/A2 또는 gp100 280-288/A2에 특이적인 TCR-유사 Fab를 융합시킴으로써 생성시킨 면역-독

소가 시험관 내 및 생체 내 모두에서 인간 흑색종 성장을 억제하는 것으로 나타났다(23).  또한, 상기 Fab 단편

을 사용하여 완전 길이 mAb를 조작함으로써, 치료학적 인간 mAb를 직접 생성시켜, 치료학적 mAb의 개발에 통상

적으로 필요한 수 개월의 시간 소모적인 연구를 우회하는 것이 가능하다.  본 발명은 암 치료를 위한, 예를 들

어 WT1 펩타이드/HLA-A2 복합체(RMFPNAPYL, 서열번호: 1)를 인식하는 TCR-유사 완전 인간 mAb의 개발을 포함한

다.

TCR-유사 특이성을 갖는 재조합 항체는 종양 면역학 및 면역요법에 있어서 신규의 귀중한 연구 도구 및 치료 용[0118]

도를 나타낸다.  WT1은 마커, 예측 인자 및 치료 표적으로서 전 세계적으로 연구된 잘-확립되고 확인된 종양 항

원이다.  이는 최근에 NCI 태스크 포스에 의해 최우선 종양 항원으로서 우선 순위 매김되었다(29).

HLA 분자에 고도로 예측 가능한 결합을 갖는 펩타이드의 확인[0119]

하나의 실시태양에서, 본 발명은 펩타이드/MHC 복합체의 부분으로서 제공될 때 특이적인 세포독성 T-세포 반응[0120]

을 이끌어낼 수 있는 HLA-제한된 펩타이드에 특이적으로 결합하는 항체의 생성 방법에 관한 것이다.  HLA 부류

I 분자는 약 8 내지 12 아미노산 길이의 내부적으로 유래한 펩타이드를 CD8
+
 세포독성 T 림프구에 제공한다.

본 발명의 방법에 사용되는 펩타이드는 일반적으로 약 6 내지 22 아미노산 길이, 및 일부 실시태양에서, 약 9

내지 20개의 아미노산을 가지며, 관심 단백질, 예를 들어 인간 WT1 단백질(진뱅크 수납 번호 P19544) 또는 그의
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유사체로부터 유래한 아미노산 서열을 포함한다.

본 발명의 방법에 따라 항체의 생성에 사용하기에 적합한 펩타이드를 당해 분야의 숙련가들에게 공지된 컴퓨터[0121]

예측 모델을 사용하여 HLA-A0201-결합 동기 및 프로테아솜 및 면역-프로테아솜에 대한 절단 부위의 존재를 근거

로 결정할 수 있다.  MHC 부류 I 결합 부위의 예측을 위해서, 상기와 같은 모델은 비제한적으로 ProPred1(문헌

[Singh and Raghava, ProPred: prediction of HLA-DR binding sites. BIOINFORMATICS 17(12):1236-1237 200

1]에 보다 상세히 개시되어 있다), 및 SYFPEITHI(문헌[Schuler et al. SYFPEITHI, Database for Searching and

T-Cell Epitope Prediction. in Immunoinformatics Methods in Molecular Biology, vol 409(1): 75-93 2007]

을 참조하시오)을 포함한다.

HLA-A
*
0201은 전체 백인의 39 내지 46%에서 발현되며, 따라서 본 방법에 사용하기 위한 MHC 항원의 적합한 선택[0122]

을 나타낸다.  WT1 펩타이드 항원의 하나의 실시태양의 제조를 위해서, HLA-A0201 분자에 대한 추정적인 CD84
+

에피토프의 아미노산 서열 및 예측되는 결합을 SYFPEITHI 데이터 베이스의 예측 연산을 사용하여 확인하였다(문

헌[Schuler  et  al.  SYFPEITHI,  Database  for  Searching  and  T-Cell  Epitope  Prediction.  in

Immunoinformatics Methods in Molecular Biology, vol 409(1): 75-93 2007]을 참조하시오).

일단 적합한 펩타이드가 확인되었으면, 펩타이드 합성을 당해 분야의 숙련가들에게 널리 공지된 프로토콜에 따[0123]

라 수행할 수 있다.  본 발명의 펩타이드를 그의 비교적 작은 크기로 인해 통상적인 펩타이드 합성 기법에 따라

용액 중에서 또는 고체 지지체 상에서 직접 합성할 수 있다.  다양한 자동 합성기를 상업적으로 입수할 수 있으

며 공지된 프로토콜에 따라 사용할 수 있다.  용액 상 펩타이드 합성은 대규모 합성 펩타이드 생산에 대해 잘-

확립된 과정이 되었으며 그 자체가 본 발명의 펩타이드에 적합한 또 다른 제조 방법이다(예를 들어 문헌[Solid

Phase  Peptide  Synthesis  by  John  Morrow  Stewart  and  Martin  et  al.  Application  of  Almez-mediated

Amidation Reactions to Solution Phase Peptide Synthesis, Tetrahedron Letters Vol. 39, pages 1517-1520

1998]을 참조하시오).

본 발명에 개시된 프로토콜에 사용되는 펩타이드들을 각각 구입하고 플루오레닐메톡시카보닐 화학 및 고상 합성[0124]

을 사용하여 진메드 신세시스 인코포레이티드(Genemed Synthesis, Inc.)(미국 텍사스주 샌안토니오 소재)에 의

해 합성하고 고압 액체 크로마토그래피에 의해 정제하였다.  상기 펩타이드의 품질을 고성능 액체 크로마토그래

피  분석에  의해  평가하였으며,  예상  분자량을  매트릭스-보조  레이저  탈착  질량  분광측정을  사용하여

관찰하였다.  펩타이드는 멸균성이고 70% 내지 90% 순수하였다.  상기 펩타이드를 DMSO에 용해시키고 PBS(pH

7.4) 또는 염수 중에 5 ㎎/㎖로 희석하고 -80 ℃에서 보관하였다.

펩타이드 선택에 이어서, 선택된 펩타이드의 결합 활성을 항원-처리-결함 T2 세포주(상기는 항원-제공 홈 중에[0125]

서 펩타이드에 의해 안정화될 때 HLA-A의 발현을 증가시킨다)를 사용하여 시험한다.  간단히, T2 세포를 HLA-A

발현을 유도하기에 충분한 시간 동안 펩타이드로 펄스화한다.  이어서 T2 세포의 HLA-A 발현을 HLA-A에 특이적

인 형광 표지된 단클론 항체(예를 들어 BB7.2)에 의한 면역염색 및 유식 세포측정에 의해 측정한다.  형광 지수

(FI)를 식 FI = (MFI[펩타이드를 갖는 T2 세포]/MFI[펩타이드가 없는 T2 세포] - 1을 사용하여, 형광-활성화된

세포 분류 분석에 의해 측정된 바와 같은 T2 세포 상의 HLA-A0201의 평균 형광 강도(MFI)로서 계산한다.

윌름스 종양 발암유전자 단백질(WT1)에 대한 완전 인간 T-세포 수용체(TCR)-유사 항체를 본 발명에 개시된 방법[0126]

을 사용하여 생성시켰다.  파지 디스플레이 기술에 의해 생성된 TCR-유사 항-WT1 항체는 HLA-제한된 세포독성

CD8 T-세포를 유도하는 것과 유사한 WT1 펩타이드/HLA 복합체에 특이성이다.

상기 WT1 단백질 서열을 상기 SYFPEITHI 연산 (algorithm)을 사용하여 선별하고, WT1 펩타이드(예를 들어 428,[0127]

328 및 122로 나타낸 펩타이드)가 백인 집단에서 고도로 발현되는 다중 HLA 분자에 대해, 예측된 고-친화성 결

합을 갖음을 확인하였다.  펩타이드 428은 WT1 아미노산 428-459에 걸쳐 있고, 펩타이드 328은 WT1 아미노산

328-349에 걸쳐 있으며, 펩타이드 122는 WT1 아미노산 122-140에 걸쳐 있다(도 1 참조).

불규칙한 (heteroclitic) 펩타이드를 또한 상기 예측 연산에 의해 예측되는 바와 같이, MHC 부류 1 대립유전자[0128]

에 대한 친화성을 증대시키는 것으로 예상되는 MHC-결합  잔기의 보존적인 아미노산 치환에 의해 설계할 수

있다.  WT1 펩타이드 122는 내부에 공지된 CD8
+
 에피토프를 포함한다(126-134).  따라서, 하나의 실시태양에서,

WT1 아미노산 잔기 126-134에 걸쳐 있고 여러 위치에 변형된 아미노산을 함유하는 상기 펩타이드의 변형된 펩타

이드를 사용할 수 있다.  WT1A(달리 RFM으로 나타낸다)의 알라닌 돌연변이에 사용된 펩타이드를 상기 치환이 이

루어진 위치를 근거로 명명하였다.  사용될 수 있는 WT1 펩타이드의 예를 관련 없는 펩타이드, RHAMM-R3 및 EW
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와 함께 표 10에 나타낸다.

표 10

[0129]

일단 적합한 펩타이드가 확인되었으면, 파지 디스플레이 라이브러리 선별에 사용되는 표적 항원, 즉 펩타이드[0130]

/HLA 복합체(예를 들어 WT1 펩타이드/HLA-A0201)를, 상기 펩타이드 및 조직적합 항원을 함께 용액 중에 가져가

복합체를 형성시킴으로써 제조한다.

WT1 펩타이드에 대한 고 친화성 ScFv의 선택[0131]

다음 단계는 결합하지 않거나 보다 낮은 친화성으로 결합하는 인간 파지 디스플레이 라이브러리 중의 파지로부[0132]

터, 높은 친화성을 갖는 관심 표적 항원에 결합하는 파지를 선택하는 것이다.  이를 고체 지지체, 예를 들어 비

드 또는 포유동물 세포에 결합된 항원에 파지를 반복적으로 결합시킨 다음 결합되지 않은 파지를 제거하고 특이

적으로 결합된 파지를 용출시킴으로써 수행한다.  하나의 실시태양에서, 항원을 먼저 예를 들어 스트렙트아비딘

-접합된 다이나비즈(Dynabeads) M-280에의 고정화를 위해 비오틴화시킨다.  상기 파지 라이브러리를 세포, 비드

또는 다른 고체 지지체와 함께 배양하고 비 결합 파지를 세척에 의해 제거한다.  결합하는 클론들을 선택하고

시험한다.

일단 선택하였으면, 양성 scFv 클론을 간접 유식 세포측정에 의해 살아있는 T2 세포 표면상의 HLA-A2/펩타이드[0133]

복합체에 대한 그의 결합에 대해 시험한다.  간단히, 파지 클론을 Wt1-A 펩타이드 또는 관련없는 펩타이드(대조

용)에 의해 펄스화한 T 세포와 함께 배양한다.  상기 세포를 세척하고 이어서 마우스 항-M13으로 단백질 mAb를

코팅한다.  세포를 다시 세척하고 유식 세포측정 전에 FITC-염소(Fab)2 항-마우스 Ig로 표지한다.

다른 실시태양에서, 상기 항-WT1/A 항체는 단백질 안정성, 항체 결합, 발현 수준을 개선하거나 또는 치료제의[0134]

접합을 위한 부위를 도입하도록 설계된 하나 이상의 프레임워크 영역 아미노산 치환을 포함할 수 있다.  이어서

이들 scFv를 사용하여 당해 분야의 숙련가들에게 공지된 방법에 따라 재조합 인간 단클론 Ig를 생성시킨다.

백혈병 세포를 본 발명의 WT1 항체와 접촉시킴을 포함하는, 백혈병 세포의 증식을 감소시키기 위한 방법을 또한[0135]

포함한다.  관련된 태양에서, 본 발명의 항체를 백혈병의 예방 및 치료에 사용할 수 있다.  치료 항체의 투여는

당해 분야에 공지되어 있다.

항체를 항암제와 접합시킨다[0136]

단클론 항체는, 세포독소, 방사성핵종 또는 면역조절 사이토킨의 항체-기재 전달을 포함하여, 생물활성제의 암[0137]

부위로의 표적화된 전달에 바람직한 비히클을 나타낸다.  본 발명의 항체와 치료제, 예를 들어 비제한적으로 약
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물(예를 들어 칼레케아미신, 아우레아스타틴, 독소루비신), 또는 독소(예를 들어 리신, 디프테리아, 젤로닌) 또

는 알파 또는 베타 입자를 방출하는 방사성 동위원소(예를 들어 
90
Y, 

131
I, 

225
Ac, 

213
Bi, 

223
Ra 및 

227
Th), 염증성

펩타이드(예를 들어 IL2, TNF, IFN-γ)와의 접합체가 본 발명에 포함된다.

약학 조성물 및 치료 방법[0138]

본 발명의 WT1 항체를 치료학적 치료를 위해 종양 또는 WT1-관련된 병리 상태를 앓고 있는 환자에게 상기 종양[0139]

또는 병리 상태의 진행을 예방, 억제 또는 감소시키기에 충분한 양으로 투여할 수 있다.  진행은 예를 들어 상

기 종양 또는 병리 상태의 성장, 침습, 전이 및/또는 재발을 포함한다.  상기 용도에 유효한 양은 상기 질병의

중증도 및 환자 자신의 면역계의 일반적인 상태에 따라 변할 것이다.  투여 스케줄도 또한 상기 질병 상태 및

환자의 상태에 따라 변할 것이며, 전형적으로는 단일의 일시 주사 투여 또는 연속적인 주입에서부터 하루에 다

중 투여(예를 들어 매 4 내지 6 시간마다)의 범위이거나 또는 치료 의사 및 환자의 상태가 가리키는 바에 따를

것이다.

본 발명의 WT1 항체에 의해 치료 가능한 질병의 확인은 당해 분야의 숙련가의 능력 및 지식 내에 있다.  예를[0140]

들어, 임상적으로 의미있는 백혈병을 앓거나 또는 임상적으로 의미있는 증후군이 발생할 위험이 있는 인간 개인

이 본 발명의 WT1 항체의 투여에 적합하다.  당해 분야의 숙련된 임상의는 예를 들어 임상 시험, 신체 검사 및

병력/가족력에 의해 개인이 상기와 같은 치료의 후보인지를 쉽게 결정할 수 있다.

WT1 발현을 특징으로 하는 병리 상태의 비제한적인 예는 만성 골수구 백혈병, 급성 림프아구성 백혈병(ALL), 급[0141]

성 골수양성(myeloid)/골수성(myelogenous) 백혈병(AML) 및 골수이형성 증후군(MDS)을 포함한다.  또한, 일반적

으로 고형 종양, 및 특히 중피종, 난소암, 위장암, 유방암, 전립선암 및 교아세포종과 관련된 종양이 WT1 항체

를 사용하여 치료될 수 있다.

따라서, 또 다른 실시태양에서, 본 발명은 본 발명의 WT1 항체를 하나 이상의 다른 작용제와 함께 투여함으로써[0142]

질병을 치료하는 방법을 제공한다.  예를 들어, 본 발명의 하나의 실시태양은 본 발명의 WT1 항체를 항종양제

또는 혈관형성 억제제와 함께 투여함으로써 질병을 치료하는 방법을 제공한다.  상기 WT1 항체를 항종양제 및

혈관형성 억제제 중 하나 이상과 화학적으로 또는 생합성적으로 결합시킬 수 있다.

임의의 적합한 방법 또는 경로를 사용하여 본 발명의 WT1 항체를 투여하고, 임의로 항종양제 및/또는 다른 수용[0143]

체의 길항물질을 함께 투여할 수 있다.  투여 경로는 예를 들어 경구, 정맥내, 복강내, 피하, 또는 근육내 투여

를 포함한다.  그러나, 본 발명을 임의의 특정한 투여 방법 또는 경로로 제한하지 않음을 강조해야 한다.

본  발명의  WT1  항체를,  수용체에  특이적으로  결합하여  리간드-독소  내면화에  따라  독성의  치사  유상하중[0144]

(payload)을 전달하는 접합체로서 투여할 수 있음이 주목된다.

본 발명의 WT1 항체는 약학적으로 허용 가능한 담체를 추가로 포함하는 조성물의 형태로 투여될 것이라 생각된[0145]

다.   적합한  약학적으로  허용  가능한  담체는  예를  들어  물,  염수,  포스페이트  완충  염수,  덱스트로스,

글리세롤, 에탄올 등뿐만 아니라 이들의 조합 중 하나 이상을 포함한다.  약학적으로 허용 가능한 담체는 소량

의 보조 물질, 예를 들어 상기 결합 단백질의 저장 수명 또는 유효성을 향상시키는 습윤 또는 유화제, 보존제

또는 완충제를 추가로 포함할 수 있다.  상기 주사 조성물을, 당해 분야에 널리 공지된 바와 같이, 포유동물에

게 투여 후 활성 성분의 신속한, 지속된 또는 지연된 방출을 제공하도록 제형화할 수도 있다.

본 발명의 다른 태양은 비제한적으로 WT1 관련된 질병의 치료, 진단 및 예측 용도를 위한 항체 및 이를 암호화[0146]

하는 핵산의 용도 뿐만 아니라 세포 및 조직에서 WT1의 검출을 위한 연구 도구로서의 용도를 포함한다.  상기

개시된 항체 및 핵산을 포함하는 약학 조성물이 본 발명에 포함된다.  벡터 매개된 면역요법에 의한 항체-기재

치료를 위한 본 발명의 핵산을 포함하는 벡터가 또한 본 발명에 의해 고려된다.  벡터는 항체의 발현 및 분비를

가능하게 하는 발현 벡터뿐만 아니라 항원 결합 단백질, 예를 들어 키메릭 항원 수용체의 세포 표면 발현에 관

한 벡터를 포함한다.

상기 핵산을 포함하는 세포, 예를 들어 본 발명의 벡터에 의해 형질감염된 세포가 또한 본 명세에 포함된다.[0147]

진단 및 연구 용도에 사용하기 위해서, 본 발명의 WT1 항체 또는 핵산, 분석 시약, 완충제 등을 함유하는 키트[0148]

를 또한 제공한다.
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이제 본 발명의 방법을 전형적인 실시태양들에 관하여 보다 상세히 개시할 것이다.[0149]

물질[0150]

세포 샘플, 세포주 및 항체.  메모리얼 슬로안-케터링(Memorial Sloan-Kettering) 암센터 기관 감사 위원회 승[0151]

인된 프로토콜에 대한 사전 동의 후, HLA-타입의 건강한 공여자 및 환자로부터 말초 혈액 단핵세포(PBMC)를 피

콜(Ficoll) 밀도 원심분리에 의해 수득하였다.  인간 중피종 세포주를 수득하기 위한 공급원은 앞서 개시되어

있다(29).  상기 세포주는 하기를 포함한다: H-Meso1A, JMN , VAMT, H2452 , H2373, H28, MSTO, Meso 11, Meso

34, Meso 37, Meso 47, 및 Meso 56.  모든 세포는 메모리얼 슬로안-케터링 암센터의 세포 면역부에 의해 HLA

분류되었다.  백혈병 세포주 LAMA81,  BV173  및 697(WT1+,  A0201+)이 친절하게도 에이치 제이 스타우스 박사

(Dr.  H.J.  Stauss)(영국  런던  소재  런던  대학)에  의해  제공되었다.   흑색종  세포주  MeWo(WT1-,  A201+),

SKLY16(B-세포 림프종; WT1-, A0201+); K562, RwLeu4, 및 HL60, 모든 WT1+ 백혈병 및 TAP-결함 T2 세포주를 아

메리칸 타입 컬쳐 콜렉션으로부터 수득하였다.  상기 세포주들을 5% FCS, 페니실린, 스트렙토마이신, 2 밀리몰/

ℓ 글루타민, 및 2-머캅토에탄올이 보충된 RPMI 1640에서 37 ℃/5% CO2에서 배양하였다.

FITC 또는 APC, 및 그의 아이소타입 대조용 마우스 IgG2b/FITC 또는 APC, 인간 또는 마우스 CD3, CD19, CD56,[0152]

CD33, CD34(BD 바이오사이언스, 미국 샌디에고 소재)에 접합된 인간 HLA-A2에 대한 단클론 Ab(클론 BB7.2), PE

또는 FITC와 접합된 염소 F(ab)2 항-인간 IgG 및 형광 접합된 염소 F(ab)2 항-마우스 Ig(인 비트로젠, 시티(In

Vitrogen, City))를 구입하였다.  HLA-부류 I(W6/32)에 대한 마우스 mAb를 MSKCC 단클론 항체 코어 시설로부터

수득하였다.

펩타이드.  모든 펩타이드를 구입하고 진메드 신세시스 인코포레이티드(미국 텍사스 샌안토니오 소재)에 의해[0153]

합성하였다.  펩타이드는 >90% 순수하였다(표 1).  상기 펩타이드를 DMSO에 용해시키고 염수 중에서 5 ㎎/㎖로

희석하고  180  C에서  동결시켰다.   비오틴화된  단일  쇄  WT1  펩타이드/HLA-A0201  및  RHAMM-3/HLA-A0201

복합체를, MSKCC의 테트라머(Tetramer) 시설에서 상기 펩타이드를 재조합 HLA-A2 및 베타2 마이크로글로불렌(β

2M)과 함께 리폴딩함으로써 합성하였다.

동물.   NOD scid 감마(NSG)로서 공지된 8 내지 10 주된 NOD.Cg-Prkdc scid IL2rgtm1Wjl/SzJ 마우스를 잭슨[0154]

(Jackson) 실험실(미국 메인주 바하버 소재)로부터 구입하거나 또는 MSKCC 동물 사육 시설로부터 입수하였다.

방법[0155]

유식 세포측정 분석.   세포 표면 염색을 위해서, 세포를 얼음 상에서 30 분간 적합한 mAb와 함께 배양하고, 세[0156]

척하고, 필요에 따라 2차 항체 시약과 함께 배양하였다.  유식 세포측정 데이터를 FACS Calibur(벡톤 디킨슨

(Becton Dickinson)) 상에서 수집하고 플로우조(FlowJo) V8.7.1 및 9.4.8 소프트웨어로 분석하였다.

WT1 펩타이드/HLA-A0201 복합체에 특이적인 scFv의 선택 및 특성화.   인간 scFv 항체 파지 디스플레이 라이브[0157]

러리를 mAb 클론의 선택을 위해 사용하였다.  플라스틱 표면상에서의 고정화에 의해 도입된 MHC1 복합체의 형태

적  변화를  감소시키기  위해서,  용액  패닝(panning)  방법을  통상적인  플레이트  패닝  대신에  사용하였다.

간단히, 비오틴화된 항원을 먼저 인간 scFv 파지 라이브러리와 혼합하고, 이어서 상기 항원-scFv 항체 복합체를

자석 랙을 통해 스트렙트아비딘-접합된 다이나비즈 M-280에 의해 허물었다.  이어서 결합된 클론들을 용출시키

고 이를 사용하여 이 콜라이 XL1-블루(E.Coli XL1-Blue)를 감염시켰다.  상기 세균에서 발현된 scFv 파지 클론

을 정제하였다(35,36).   패닝을 3  내지 4  주기 동안 수행하여 HLA-A0201/WT1  복합체에 특이적으로 결합하는

scFv 파지 클론을 농축시켰다.  비오틴화된 단일 쇄 HLA-A0201/WT1 펩타이드 복합체에 대한 양성 클론을 표준

ELISA 방법에 의해 측정하였다.  양성 클론을 TAP-결함, HLA-A0201+ 세포주, T2를 사용하여, 유식 세포측정에

공개특허 10-2014-0033029

- 32 -



의해 살아있는 세포 표면상의 HLA-A2/펩타이드 복합체에 대한 그의 결합에 대해 추가로 시험하였다.  T2 세포를

20 ㎍/㎖ β2 M ON의 존재 하에 무혈청 RPMI 1640 배지에서 펩타이드(50 ug/㎖)에 의해 펄스화하였다.  상기 세

포를 세척하고, 하기의 단계로 염색을 수행하였다.

상기 세포를 먼저 정제된 scFv 파지 클론으로 염색한 다음 마우스 항-M13 mAb로 염색하고, 최종적으로 FITC에[0158]

대한 상기 염소 F(ab)2 항-마우스 Ig의 접합물로 염색하였다.  상기 염색의 각 단계를 얼음 상에서 30 내지 60

분간 수행하였으며 상기 세포를 각각의 염색 단계 사이에서 2 회 세척하였다.

상기 선택된 ScFv 단편을 사용하는 완전 길이 mAb의 조작.   상기 선택된 파지 클론의 완전 길이 인간 IgG1을[0159]

개시된 바와 같이(37) HEK293 및 중국 햄스터 난소(CHO) 세포주에서 생성시켰다.  간단히, 항체 가변 영역들을,

합치하는 인간 람다 또는 카파 경쇄 불변 영역 및 인간 IgG1 불변 영역 서열과 함께 포유동물 발현 벡터 내로

서브클로닝하였다.  상기 정제된 완전 길이 IgG 항체의 분자량을 전기영동에 의해 환원 및 비환원 모두의 조건

하에서 측정하였다.

키메릭 항원 수용체 및 면역 효과기 세포의 조작.   본 발명에서 확인된 항체 및 항원 결합 단백질을 암호화하[0160]

는 핵산을 사용하여 재조합 면역 효과기 세포를 조작할 수 있다.  예를 들어 유전자 변형된 T-세포를 생성시키

기  위한  방법  및  벡터가  당해  분야에  공지되어  있다(문헌[Brentjens  et  al.,  Safety  and  persistence  of

adoptively  transferred  autologous  CD19-targeted  T  cells  in  patients  with  relapsed  or  chemotherapy

refractory B-cell leukemias in Blood  118(18):4817-4828, November 2011]을 참조하시오).

WT1p/A2 복합체에 대한 완전 길이 인간 IgG1의 특성화.   먼저, 상기 WT1펩타이드/A2 복합체에 대한 완전 길이[0161]

IgG1 mAb의 특이성을, RMF 또는 RHAMM-R3 대조용 펩타이드에 의해 펄스화되었거나 펄스화되지 않은 T2 세포를

염색한 다음, PE 또는 FITC에 대한 2차 염소 F(ab)2 항-인간 IgG mAb 접합체를 염색함으로써 측정하였다.  상기

형광 강도를 유식 세포측정에 의해 측정하였다.  같은 방법을 사용하여 상기 mAb의 새로운 종양 세포 및 세포주

에 대한 결합을 측정하였다.

방사성면역분석.   WT1 ab1을 클로라민-T 방법(38)을 사용하여 125-I(퍼킨엘머)로 표지하였다.  100 ㎍ 항체를[0162]

1 mCi 125-I 및 20 ㎍ 클로라민-T와 반응시키고, 200 ㎍ Na 메타바이설파이트로 반응종료 (quench)시키고, 이어

서 PBS 중의 2% 소 혈청 알부민으로 평형화시킨 10DG 컬럼(회사)을 사용하여 유리 125-I로부터 분리시켰다.  생

성물의 비활성은 7 내지 8 mCi/㎎의 범위였다.

조혈 세포주, 부착성 세포주(비-효소 세포 스트리퍼(명칭)로 수확함), 정상 공여자 및 AML 환자로부터의 PBMC를[0163]

개시한 바와 같이 수득하였다.  세포를 PBS로 1 회 세척하고 PBS 중의 2% 인간 혈청 중에 10
7
 세포/㎖로 0

0
에서

재현탁하였다.  세포(중복하여 10
6
 튜브)를 얼음 상에서 45 분간 125-I-표지된 WT1 AB1(1 ㎍/㎖)과 함께 배양하

고,  이어서  PBS  중의  1%  소  혈청  알부민으로  0
0
에서  광범위하게  세척하였다.   특이적인  결합을  측정하기

위해서, 한 쌍의 세포를 얼음 상에서 20 분 동안 50배 과잉의 표지되지 않은 WT1 AB1의 존재 하에서 예비-배양

후에 분석하였다.  결합된 방사성을 감마 계수기에 의해 측정하고, 특이적인 결합을 측정하고, 세포당 결합된

항체의 수를 비방사능 (specific activity)으로부터 계산하였다.

항체-의존적인 세포 세포독성(ADCC).   ADCC에 사용된 표적 세포는 WT1 또는 RHAAM-3 펩타이드에 의해 또는 상[0164]

기 펩타이드 없이 펄스화된 T2 세포, 및 펩타이드 펄스화가 없는 종양 세포주였다.  다양한 농도의 WT1 ab1 또

는 그의 아이소타입 대조용 인간 IgG1을 16 시간 동안 상이한 효과기:표적(E:T) 비에서 표적 세포 및 새로운

PBMC와 함께 배양하였다.  상등액을 수확하고 세포독성을, 사이토톡스(Cytotox)  96  비-방사성 키트(프로메가

(Promega))를 설명에 따라 사용하여 LDH 방출 분석에 의해 측정하였다.  세포독성을 또한 표준 4 시간 51Cr-방

출 분석에 의해 측정한다.
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루시페라제/GFP 양성 세포의 형질도입 및 선택.   BV173 및 JMN 세포를, luc/GFP(39)를 암호화하는 플라스미드[0165]

를  함유하는  렌티바이러스  벡터를  사용하여,  높은  수준의  GFP-루시페라제  융합  단백질을  발현하도록

조작하였다.  단세포 클로닝을 사용하여, 오직 높은 수준의 GFP 발현을 나타내는 세포만을 유식 세포측정 분석

에 의해 선택하고 유지시키고 동물 연구에 사용하였다.

인간 백혈병 이종이식 NSG 모델에서 WT1 ab1의 치료학적 시험.   200만 개의 BV173 인간 백혈병 세포를 NSG 마[0166]

우스에 IV 주사하였다.  5일째에, 처리해야 하는 모든 마우스에서 개똥벌레 루시페라제 이미징에 의해 종양 이

식을 확인하였으며; 이어서 마우스를 상이한 처리 그룹들로 무작위 분할하였다.  6일 및 10일째에, mAb WT1 ab1

또는 아이소타입 대조용 mAb를 IV 주사하였다.  mAb와 함께 또는 mAb 없이 인간 효과기 세포를 또한 수용한 동

물들에, 세포(CD34 및 CD3-고갈된 건강한 공여 인간 PBMC)를 mAb 주사 전 4 시간째에 마우스에게 IV 주사하였다

(10
7
 세포/마우스).  종양 성장을 1주일에 1 회 내지 2 회 발광 이미징에 의해 평가하고, 임상 활성을 매일 평

가하였다.

WT1 펩타이드/HLA-A0201 복합체에 특이적인 scFv의 선택 및 특성화.   WT1-특이성 scFv의 선택을 WT1의 아미노[0167]

산 126-134(RMFPNAPYL, 서열번호: 1)를 포함하는 9-머 WT1-유래한 펩타이드를 사용하여 성취한다.  상기 펩타이

드는 HLA-A0201에 의해, WT1-양성 종양 세포를 살해할 수 있는 세포독성 CD8
+
 T 세포를 유도하도록 처리되고 제

공되는 것으로 나타났다.

WT1 RMF 펩타이드로 6 회 백신화 후 AML 환자로부터의 전형적인 데이터를, 상기 WT1 펩타이드가 인간에서 면역[0168]

원성이라는  증거로서  도  2에  도시한다.   CD3  T  세포를  WT1-A  펩타이드(아미노산  126-134)로  자극하고,

697(A0201
+
 WT1

+
) 또는 SKLY-16(A0201

+
 WT1

-
) 세포주에 대한 세포독성을 표준 

51
Cr 방출 분석을 사용하여 측정하

였다.  WT1-A 또는 관련없는 펩타이드 EW에 의해 펄스화된 SKLY-16 세포를 상기 살해의 특이성에 대한 양성 및

음성 대조군으로서 사용하였다.  효과기:표적(E:T) 비를 X-축 상에 나타낸다.  데이터는 T 세포가 HLA-A0201-제

한된 방식으로 WT1
+
 종양 세포를 살해하였음을 입증한다.

당해 분야의 숙련가들에게 공지된 잘 확립된 파지 디스플레이 라이브러리 및 선별 방법을 사용하여 WT1-A 펩타[0169]

이드/HLA-A2 복합체에 매우 특이적인 scFv 단편을 선택하였다.  하나의 실시태양에서, 인간 scFv 항체 파지 디

스플레이 라이브러리(7 x 10
10
 클론)를 mAb 클론의 선택에 사용하였다.  플라스틱 표면상으로의 고정화에 의해

도입된 MHC1 복합체의 형태 변화를 감소시키기 위해서, 용액 패닝 방법을 통상적인 플레이트 패닝 대신에 사용

하였다.  간단히, 비오틴화된 항원을 먼저 인간 scFv 파지 라이브러리와 혼합하고, 이어서 항원-scFv 파지 항체

복합체를 자석 랙을 통해 스트렙트아비딘-접합된 다이나비즈 M-280에 의해 허물었다.  

이어서 결합된 클론들을 용출시키고 이를 사용하여 이 콜라이 XL1-블루를 감염시켰다.  상기 세균에서 발현된[0170]

scFv 파지 클론을 정제하였다(35,36).  패닝을 3 내지 4 주기 동안 수행하여 HLA-A0201/WT1 복합체에 특이적으

로 결합하는 scFv 파지 클론을 농축(enrich) 시켰다.  비오틴화된 단일 쇄 HLA-A0201/WT1 펩타이드 복합체에 대

한 양성 클론을 표준 ELISA 방법에 의해 측정하였다(도 3).  양성 클론을 TAP-결함, HLA-A0201+ 세포주, T2를

사용하여, 유식 세포측정에 의해 살아있는 세포 표면상의 HLA-A2/펩타이드 복합체에 대한 그의 결합에 대해 추

가로 시험하였다.  T2 세포를 20 ㎍/㎖ β2 M의 존재 하에서 밤새 무혈청 RPMI 1640 배지에서 펩타이드(50 ug/

㎖)에 의해 펄스화하였다.  상기 세포를 세척하고, 하기의 단계로 염색을 수행하였다.

상기 세포를 먼저 정제된 scFv 파지 클론으로 염색한 다음 마우스 항-M13 mAb로 염색하고, 최종적으로 FITC에[0171]

접합된 염소 F(ab)2 항-마우스 Ig로 염색하였다.  상기 염색의 각 단계를 얼음 상에서 30 내지 60 분간 수행하

였다.  상기 세포를 각각의 염색 단계 사이에서 2 회 세척하였다.  결과를 도 4에 도시한다.  WT1 ab1의 파지

클론은 오직 WT1-A 펩타이드(RMFPNAPYL: 이후부터 RMF로서 약기한다)에 의해 펄스화된 T2 세포에만 결합하였고,

T2 세포 단독, 대조용 EW 펩타이드 또는 불규칙한 펩타이드 WT1-A에 의해 펄스화된 T2 세포에는 결합하지 않은

것으로 나타났다.

상기 펩타이드/A0201 복합체에 대한 WT1 ab1의 완전 길이 IgG1의 결합 친화성을 지시된 농도들에서의 WT1 ab1의[0172]

역가에 의해 시험하였다.  T2 세포를 50 ㎍/㎖ 또는 10 ㎍/㎖로 펄스화한 다음, 2차 염소 F(ab) 항-인간 IgG/PE

로 펄스화하였다.  결과를 도 5에 도시한다.
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도 6은 WT1 ab에 의해 인식된 펩타이드/HLA-A0201 복합체의 밀도를 도시한다.  T2 세포를 지시된 농도의 RMF(상[0173]

부 패널) 또는 RHAMM-R3(하부 패널)에 의해 밤새(ON) 펄스화하고, 1 ㎍/㎖의 농도에서 WT1 ab1, WT1 ab3 및

WT1 ab5의 결합을 유식 세포측정에 의해 분석하였다.

표 11

[0174]

양성 scFv 클론을 하기 상에서 간접 유식 세포측정에 의해 살아있는 세포 표면상의 HLA-A2/펩타이드 복합체에[0175]

대한 그의 결합에 대해 시험하였다: (i) WT1 펩타이드 또는 관련없는 펩타이드에 의해 펄스화된 TAP 결함 HLA-

A0201
+
 T2 세포; (ii) 상기 펩타이드에 의한 펄스화 없이, WT1 + HLA-A0201

+
 세포 주, 예를 들어 BV173, U266

및 대조용 WT1
-
 HLA-A0201

+
 세포주 SKLY-16, 또는 WT1

+
 HLA-A0201

-
 세포주, K562.  후자는 종양 세포상의 천연

처리된 WT1p/A2 복합체에 대한 scFv의 인식 및 결합 친화성을 결정한다.

총 28 개의 파지 클론을 WT1-A 펩타이드/A2 복합체에 대한 mAb 특이성을 생성시키는 그의 능력에 대해 선별하였[0176]

다.   살아있는  세포상의  상기  WT1p/A2  복합체의  인식을  WT1-A  펩타이드  및  다른  HLA-A2-결합  펩타이드(50

㎍/㎖)에 의해 펄스화된 T2 세포에 대한 파지 scFv의 결합에 의해 측정하였다.  여기에는 T2 세포 단독; WT1-A

펩타이드에 의해 펄스화된 T2 세포; 불규칙한 펩타이드 WT1-A1에 의해 펄스화된 T2 세포; 관련없는 EW 펩타이드

(HLA-A0201-결합 9-머 펩타이드, 유잉 육종으로부터 유래함) 또는 RHAMM-R3에 의해 펄스화된 T2 세포가 포함된

다(도 4).
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표 12

[0177]

선택된 ScFv 단편을 사용하는 완전 길이 mAb 조작.[0178]

파지 디스플레이 기술은 항원-특이성 scFv 및 Fab 단편의 신속한 선택 및 생산을 허용하며, 이는 그 자체가 저[0179]

절로 유용하거나, 또는 완전 항체, 항원 결합 단백질 또는 그의 항원 결합 단편을 제공하도록 추가로 개발될 수

있다.  Fc 도메인을 갖는 완전 mAb는 상기 scFv 및 Fab 항체보다 다수의 이점을 갖는다.  먼저, 오직 완전 길이

Ab만이 Fc 도메인을 통해 CDC 및 ADCC와 같은 면역학적 작용을 발휘한다.  두 번째로, 2가 mAb는 단량체성 Fab

Ab보다 더 강한 항원-결합 친화성을 제공한다.  세 번째로, 혈장 반감기 및 신장 제거가 상기 Fab 및 2가 mAb와

다를 것이다.  각각의 특정한 특징 및 이점은 상기 계획된 효과기 전략에 부합될 수 있다.  네 번째로, 2가 mAb

는 scFv 및 Fab와 상이한 비율로 내면화되어, 면역 작용 또는 담체 작용을 변경시킬 수도 있다.  예를 들어 알

파 방출제가 표적 살해를 위해 내면화될 필요가 있는 것이 아니라, 다수의 약물 및 독소가 상기 면역 복합체의

내면화로부터 이로울 것이다.  따라서, 하나의 실시태양에서, 일단 WT1p/A2에 특이성인 scFv 클론이 파지 디스
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플레이 라이브러리로부터 수득되었으면, 상기 scFv 단편을 사용하여 완전 길이 IgG mAb를 생성시켰다.

중국 햄스터 난소(CHO) 세포에서 재조합 인간 단클론 IgG를 생성시키기 위해서, 완전 길이 IgG mAb를 당해 분야[0180]

의 숙련가들에게 공지된 방법을 기본으로 조작하였다(문헌[Tomomatsu et al., Production of human monoclonal

antibodies  against  FceRIa  by  a  method  combining  in  vitro  immunization  with  phage  display.  Biosci

Biotechnol Biochem 73(7): 1465-1469 2009]).  간단히, 항체 가변 영역을, 합치하는 람다 또는 카파 경쇄 불

변 서열 및 IgG1 하위부류 Fc와 함께, 포유동물 발현 벡터(도 7) 내로 서브클로닝하였다(예를 들어 표 9를 참조

하시오)(33,34).  정제된 완전 길이 IgG 항체는 환원 및 비환원 조건 모두 하에서 예상된 분자량을 나타내었다

(도 8).  동역학적 결합 분석(35)은 나노몰 범위의 KD와 함께, WT1/A2에 대한 완전 길이 IgG의 특이적인 결합을

입증하였다(도 9 및 10).

실시예 1[0181]

완전 인간 파지 디스플레이 라이브러리를 사용하는 WT1p/A2 복합체에 특이적인 ScFv의 선택.[0182]

HLA-A0201/WT1 펩타이드 복합체에 대한 파지 디스플레이를 3-4 회의 패닝 라운드 동안 수행하여 HLA-A0201/WT1[0183]

펩타이드 복합체에 특이적으로 결합하는 scFv 파지 클론을 농축시켰다.  상기 WT1 펩타이드/A2 복합체에 대해

양성인 개별적인 scFv 파지 클론을 ELISA에 의해 측정하고 독특한 DNA 암호화 서열을 갖는 클론들을 추가로 특

성화하였다.  상기 ScFv가 살아있는 세포상의 WT1p/A2 복합체에 결합되었는지를 시험하기 위해서, 양성 파지 클

론을 TAP 결함, HLA-A0201-양성 세포주, T2에 대한 결합에 대해 시험하였다.  T2 세포는 오직 외부 펩타이드를

제공할 수 있으며 따라서 HLA-A2 분자에 의해 제공된 특정한 에피토프들의 검출에 광범위하게 사용되었다.  총

35 개의 파지 클론을 T2 세포상에서 선별하였으며 15 개의 클론이 오직 WT1 RMF 펩타이드에 의해 펄스화된 T2

세포에 대해 특이적인 결합을 나타내었으나, T2 세포 단독 또는 대조용 RHAMM-3 펩타이드에 의해 펄스화된 경우

에 대해서는 결합을 나타내지 않았다(도 4).  상기 scFv 파지 클론은 WT1- 및 HLA-A2 양성인 몇몇의 종양 세포

주들에 대해 결합할 수 없었으며, 이는 상기 ScFv의 친화성이 완전 길이 2가 mAb에 비해 약함을 암시한다.

실시예 2[0184]

완전 길이 인간 IgG1의 생성.[0185]

면역학적 작용, 예를 들어 CDC 및 ADCC는 2가 IgG의 Fc 도메인에 좌우된다. 또한, 2가 mAb는 단량체성 scFv Ab[0186]

보다 더 강한 항원-결합 친화력 (avidity)을 제공한다.  따라서, 15 개의 양성 파지 클론 중 6 개의 ScFv 파지

클론을 선택하여 HEK293 및 중국 햄스터 난소(CHO) 세포 중에 완전 길이 인간 단클론 IgG1을 생성시켰다.  간단

히, 상기 mAb의 가변 영역을, 합치하는 람다 또는 카파 경쇄 불변 영역 및 인간 IgG1 불변 영역 서열과 함께,

포유동물 발현 벡터 내로 서브클로닝하였다.  정제된 완전 길이 IgG 항체는 환원 및 비환원 조건 모두 하에서

예상된 분자량을 나타내었다(도 8).  5 개의 클론이 인간 IgG1으로 성공적으로 조작되었다.

실시예 3[0187]

IgG1 mAb의 특이성 및 결합 활성[0188]

인간 세포주에의 결합.[0189]

RMF 또는 RHAMM-3 펩타이드에 의해 또는 상기 펩타이드 없이 펄스화된 T2 세포를 먼저 상기 mAb의 결합 특이성[0190]

을 측정하기 위해 사용하였다.  WT1 ab1을 포함하여 5 개의 인간 IgG1 중 3 개가, 오직 WT1 펩타이드에 의해서

만 펄스화된 T2 세포에 대해 특이적인 결합을 나타내었으나, T2 단독 또는 대조용 펩타이드 RHAMM-R3에 의해 펄

스화된 T2에 대해서는 그렇지 않았다.  상기 mAb의 결합 활성이 그의 모 scFv 파지 클론에 비해 실질적으로 증

대되었다(50 내지 100 배).  상기 5 개 중 2 개의 mAb는 T2 세포 단독 또는 대조용 펩타이드 RHAMM-R3에 의해

펄스화된 T2 세포에 대해 결합을 나타내었지만, 상기 결합은 상기 세포를 RMF 펩타이드에 의해 펄스화함으로써

크게 증대되었다.  이는 이들 2 개의 mAb가 또한 상기 HLA-A2 분자 단독 상의 에피토프에 대해서 높은 결합 활

성을 가짐을 암시하였으며 따라서 추가적인 조사로부터 제외하였다.  이는, 상기가 펩타이드/MHC 복합체에 대한

상기와 같은 mAb를 생성시키는데 통상적인 문제였기 때문에, 상기 복합체 내에 MHC 부류 I 분자 에피토프의 우

세성이 제공된다면 예기치 못한 것은 아니었다.  상기는 또한 상기 복합체에 대한 mAb의 정확한 특이성을, 상기
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2가 IgG1 mAb에 비해 보다 낮은 친화성으로 인해, scFv 단계에서 쉽게 측정하지 못할 수도 있음을 암시한다.

상기 WT1p/A2 복합체에 대해 특이적인 3 개의 나머지 mAb의 결합 친화성을 먼저 상기 mAb의 역가 (titration)에[0191]

의해, RMF 및 대조용 RHAMM-R3 펩타이드(50 ug/㎖)에 의해 또는 상기 없이 펄스화된 T2 세포상에서 조사하였다.

Mab WT1 ab1은 0.01 ug/㎖의 농도에 이르기까지, 가장 강한 결합을 나타내었다.  아이소타입 대조용 인간 IgG1

은 시험된 임의의 농도에서 결합을 나타내지 않았다(도 5).  WT1 ab1 이외에, 2 개의 다른 mAb, WT1 ab3 및 WT1

ab5는 사용된 <1 ug/㎖의 mAb 농도의 범위에서 특이적인 결합을 나타내었다.  상기 mAb의 특정한 인식은 또한

상기 세포 표면상의 항원 밀도에 따라 변하였다.  T2 세포를 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13 및 1.6 ug/㎖에서 RMF

또는 R3 펩타이드에 의해 펄스화하였으며; 상기 시험 mAb를 T2 결합 분석을 위해 1 ug/㎖로 사용하였다.  WT1

ab1은 1.6 ug/㎖ 정도로 낮은 농도에서 농도-의존적인 방식으로 T2 세포 상의 RMF 펩타이드/A2 복합체를 검출할

수 있었으며, 다른 두 mAb보다 현저하게 더 높은 형광 강도를 가졌다(도 6).  이러한 결과는 상기 WT1 ab1이 상

기 RMFp/A0201 복합체에 대해 가장 높은 결합 활성을 가짐을 추가로 입증하였다.

실시예 4[0192]

에피토프 지도화.[0193]

상기 에피토프를 WT1 ab1 인식에 대해 더욱 정확하게 조사하기 위해서, RMF 펩타이드를 1, 3, 4, 5, 6, 7 및 8[0194]

번 위치에서 알라닌으로 치환시키고 T2 세포 상에서 펄스화하고 WT1 ab1의 결합에 대해 시험하였다.  상기 RMF

의 2 및 9 번 위치는, 이들이 상기 HLA-A0201 분자에 대한 펩타이드 결합의 고정 잔기이므로, 완전하게 그대로

두었다.  1 번 위치를 제외하고, 다른 위치들에서의 알라닌 치환은 고유 RMF 펩타이드에 비해, 상기 WT1 ab1의

결합에 그다지 영향을 미치지 않았다(도 19).  그러나, 알라닌(WT1-A1-B) 또는 타이로신(WT1-A1)에 의한 1 번

위치의 치환은 WT1 ab1의 결합을 완전히 없앴다.  상기 결합의 상실은, 상기 두 펩타이드가 모두 HLA-A2 분자,

클론 BB7에 대해 특이적인 mAb를 사용하는 T2 안정화 분석에서 가장 강한 결합을 나타내었으므로, 상기 HLA-A2

분자에 대한 펩타이드 결합 친화성의 감소에 기인하지 않았다(도 20).  이러한 결과는 상기 RMF 펩타이드의 1

번 위치의 아르기닌이 상기 WT1 ab1 인식에 가장 중요한 것들 중 하나임을 나타낸다.  2 번 및 9 번 위치에서의

상기 잔기들의 역할은 평가할 수 없었다.

다음으로 중요한 문제는 WT1 ab1이 세포 표면상의 HLA-A0201 분자에 의해 제공된 천연 처리된 WT1 에피토프 RMF[0195]

를 인식할 수 있는 지의 여부였다.  하나의 세포주 패널을 WT1 mRNA의 발현 및 HLA 유전형을 기준으로 선택하였

다(표 13).
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표 13

[0196]

WT1 mRNA 발현 수준을 정량적인 RT-PCR에 의해, 선행 연구(Rena)에 따라 평가하였다.[0197]

HLA-A0201과 WT1 mRNA 모두에 대해 양성인 7 개의 인간 중피종 세포주 중에서, WT1 ab1은 7 개의 세포주 중 6[0198]

개에 결합하였으나,  HLA-A0201  음성(MSTO  및 VAMT)  또는 WT1  mRNA  음성인 세포, 예를 들어 흑색종 세포주,

Mewo에 대해서는 결합하지 않았다(도 21).

유사하게, 시험된 9 개의 백혈병 세포주 중에서, WT1 ab1은 WT1 mRNA와 HLA-A0201 모두에 대해 양성인 3 개의[0199]

세포주 BV173(도 22), BA25 및 ALL-3에 결합하였으나, 다수의 연구에서 높은 수준의 WT1 전사물을 발현하는 것

으로 입증된 HLA-A2-음성 세포주 HL60 및 K562에는 결합하지 않았다.

예상된 바와 같이, 상기 WT1 AB1의 결합 강도가 또한 중피종 세포 H2373, 백혈병 세포주 697 및 LAMA, 및 골수[0200]

종 세포주 U266에서 입증된 바와 같이, HLA-A0201 분자의 발현 수준과 직접적으로 관련되는 것으로 보였다.  이

들 세포주는 WT1 전사물 및 HLA-A2 모두에 대해 양성이었지만, 상기 HLA-A2의 발현 수준은 낮았고(표 13) 상기

mAb는 결합을 나타내지 않았다.  다른 한편으로, T2 세포에 의해 획득된 결과는 T2 세포가 높은 수준의 HLA-A2
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분자를 발현하였으므로 WT1 ab1이 HLA-A0201 단독에 결합할 가능성을 반박한다.  현저하게도, WT1 ab1은 T2 세

포 단독 또는 R3 및 다른 HLA-A0201-결합 펩타이드에 의해, 예를 들어 상기 RMF 펩타이드에 대한 불규칙한 펩타

이드 WT1-A1에 의해 또는 유잉 육종-유래된(EW) 펩타이드에 의해 펄스화된 T2 세포에 결합하지 않았으며; 이들

두 펩타이드는 T2 안정화 분석에서 상기 HLA-A0201 분자에 대해 더 높은 친화성을 나타내었다(28).  이러한 결

과는 WT1 ab1 인식이, 상기 RMF 펩타이드 및 A0201 분자가 복합체로 함께 구성된 에피토프에 특이적이라는 강한

증거를 제공하였다.  다른 두 mAb, WT1 ab3 및 WT1 ab5의 BV173 및 JMN 세포에의 결합도 또한 WT1 ab1보다 약

하였다.

실시예 5[0201]

세포 상의 WT1 ab1 결합 부위의 정량분석.[0202]

125I-표지된 WT1 ab1을 사용하는 방사성면역분석을 사용하여 WT1
+
 HLA-A0201

+
 세포주에 대한 항체의 특이성을[0203]

확인하고, 친화성 상수를 측정하고, 세포주 패널 상의 세포당 항체 결합 부위의 수를 평가하였다.  JMN 세포에

대한 결합에 근거한 스캐차드 분석은 약 0.2 nM의 결합 활성 상수를 나타내었다(도 23).  이 수는 포르테 바이

오(Forte Bio) 장치를 사용하는 간섭 측정 (interferometry)에 의해 확인되었다.  125-I-표지된 WT1 ab1을 사

용하여 WT1
+
 HLA-A0201

+
 세포주에 대한 항체의 특이성을 확인하고, 세포주 패널 상의 항체 결합 부위의 수를 평

가하였다(도 24).  우리는 상기 2가 mAb가 상기 표면상의 1 또는 2 개의 복합체에 결합하는 지의 여부를 측정할

수 없기 때문에, 세포당 전체 에피토프는 mAb 결합 부위 수의 두배 정도로 높을 수 있었다.  다시, WT1 ab1은

HLA-A0201 및 WT1 mRNA 모두에 대해 양성인 JMN, ALL-3, BA25, BV173에 결합하였지만, HLA-A0201 음성(HL60)

또는 WT1 mRNA 음성(SKLY-16) 세포에는 결합하지 않았다.  WT1 ab1은, HLA-A0201 및 WT1 모두 양성이나 낮은

수준의 HLA-A0201을 함유하는(표 13) 697 세포에는 결합하지 않았으며, 이는 WT1 ab1 결합에 충분한 WT1 펩타이

드를 제공하기 위해서는 일정 수준의 전체 MHC 복합체가 필요함을 입증한다.  RMF에 의해 펄스화된 T2는 가장

많은 수의 mAb(50,000/세포)에 결합하였고, 이어서 JMN 세포가 세포당 약 6 x 10
3
의 WT1 ab1 분자에 결합하였으

며, 이는 세포당 6 x 10
3
 내지 1.2 x 10

4
 RMF 펩타이드/A2 복합체로 번역되고, 이는 각각 1가 또는 2가 항체 결

합으로 추정된다.  3 개의 양성 백혈병 세포주는 1 x 10
3
 내지 2 x 10

3
 WT1 ab1 분자, 또는 2 x 10

3
 내지 4 x

10
3
 결합 부위에 결합하였다(도 24).  이들 결과는 정량적인 유식 세포측정에 의해 확인되었다.

실시예 6[0204]

백혈병 환자 샘플에의 WT1 ab1 결합.[0205]

이어서  우리는  WT1  ab1이  1차  AML  세포상의  RMF  에피토프를  검출할  수  있는지를  조사하였다.[0206]

방사성면역분석은, HLA-A2 양성이고 WT1 mRNA
+
인 환자 1의 AML 아세포에 대한 WT1 AB1의 현저한 결합을 입증하

였다.  WT1 ab1은 전체 세포 집단의 83%를 초과하여 차지하는 CD33
+
 및 CD34

+
 이중 양성 세포에 결합하였다(도

25).  WT1 ab1은, HLA-A2 양성이나 mRNA 음성 또는 HLA-A2 음성인 3 명의 다른 환자의 세포에는 결합하지 않았

다.  WT1 ab1은 HLA-A2 양성 또는 음성의 건강한 공여자로부터의 PBMC에 결합하지 않았다.  상기 결과를 유식

세포측정 분석에 의해 확인하였다.  WT1 AB1은 A0201 음성인 환자들로부터의 아세포에는 현저한 결합을 보이지

않았다(도 26).  상기 결과는 상기 세포의 mRNA 발현에 의해 획득한 결과와 일치하였다.  이들 데이터는 백혈병

세포의 표면상의 RMFp/HLA-A0201의 수준이 WT1 ab1과의 반응성을 허용하기에 적합하며 WT1 음성의 건강한 세포

상의 수준은 유의수준이 아님을 입증한다.

실시예 7[0207]

WT1 AB1은 종양 세포에 대한 ADCC를 매개한다.[0208]

ADCC는 인간에서 치료학적 mAb의 주요 효과기 기전들 중 하나인 것으로 생각된다.  인간 PBMC의 존재 하에서,[0209]

WT1 ab1은 RMF 펩타이드가 실린 T2 세포에 대해서 용량-의존적인 PBMC ADCC를 매개하였지만, T2 세포 단독 또는

대조용 R3 펩타이드에 의해 펄스화된 T2 세포는 그렇지 않았다(도 27).  중요하게도, WT1 ab1은 종양 세포, 예
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를 들어 중피종 세포주, JMN(도 33) 및 백혈병 세포주 BV173(도 34) 상의 HLA-A0201 분자에 의해 천연으로 제공

된 RMF 에피토프에 대해서는 ADCC를 매개하였으나, HLA-A2 음성 세포 MSTO(도 28) 또는 HL-60(도 29)의 경우는

그렇지 않았다.  상기 살해는 다수의 건강한 공여자로부터의 효과기 세포로서 PBMC를 사용하여 1 ㎍/㎖ 이하의

WT1 ab1에서 일관되게 관찰되었다.  중요하게도, WT1 ab1은 또한 WT1 ab1 결합에 대해 양성인 1차 A0201-양성

AML 아세포는 살해하였으나, HLA-A0201 음성인 아세포는 그렇지 않았다(도 30).  이들 결과는 WT1 ab1이 세포주

뿐만 아니라 생리학적 수준에서 RMF 및 HLA-A0201 복합체를 천연으로 발현하는 세포에 대해 특정한 ADCC를 매개

함을 입증하였다.

실시예 8[0210]

NSG 마우스에서 WT1 AB1은 인간 백혈병 세포를 제거한다.[0211]

생체 내에서 WT1 ab1의 효능을, 앞서 BV173 bcr/abl 양성 급성 림프구성 백혈병을 6일간 정맥내 이종이식한 NOD[0212]

SCID 감마(NSG) 마우스에서 시험하였다.  처리 시에, 마우스는 간, 비장 및 BM에서 루시페라제 이미징에 의해

백혈병을 볼 수 있었다.  NSG 마우스는 성숙한 B-, T- 및 NK-세포가 없으며, 우리는 WT1 ab1 처리와 함께 인간

효과기 세포(CD3
-
, CD34

-
, PBMC)의 도입이 시험관 내에서 관찰된 ADCC-매개된 항-종양 효과를 생체 내에서 재현

할 것임을 가정하였다.  2 개의 100 ㎍ 용량의 WT1 ab1과 함께 효과기의 주사는 대조군에 비해 종양 성장을 거

의 제거하였다(도 31).  상기 효과는 실험 기간 동안 지속될 수 있었다(도 32).  흥미롭게도, 상기 시험의 초기

에, 효과기 세포 단독 또는 대조용 IgG와 결합된 상기 세포는 백혈병만을 주사한 마우스에 비해 백혈병의 보다

빠른 성장을 촉진하는 것으로 나타났으며, 이는 상기 항-종양 효과가 상기 효과기 혼자서는 관련되지 않음을 입

증한다.  효과기를 제공한(대조용 mAb와 함께 또는 없이) 마우스 중 여러 마리가 BV173의 대량 침윤으로 상기

실험에서 조기 사망하였다.

놀랍게도, 대략 30일 동안 인간 효과기 없는 WT1 ab1 처리뿐만 아니라 효과기와 결합된 WT1 ab1은, 비록 결국[0213]

상기 WT1 ab1 단독 그룹이 효과기 그룹과 결합된 WT1 ab1에 비해 훨신 더  빠르게 종양이 재발하였지만(도 32),

종양 부담을 대단히 감소시켰다(도 32).  우리는 WT1 ab1 단독의 효과를 확인하였으며 효능을 평가하기 위해서

상기 투여량을 적정 (titration)하였다.  WT1 ab1은 단독으로, 시험된 모든 용량(25 내지 100 ㎍ x 2 회 용

량)에서 초기 시점들에서 종양 부담을 현저하게 감소시켰다.  모든 처리 그룹들에서 종양은 항체 요법 중단 후

서서히 재발하였으며; 23일까지(최종 항체 주사 후 13일째), 100 ㎍ 용량 그룹에 비해 25 ㎍ 그룹에서 현저하게

더 많은 종양 재발이 관찰될 수 있었고, 이는 WT1 ab1 요법에 대한 용량-반응을 가리킨다(도 33).  처리 전에,

마우스는 간에서 가장 큰 종양 부담을 나타내었으며, 이는 WT1 ab1에 의해 빠르게 제거되었다.  재발 시, 가장

높은 용량 그룹의 종양은 주로 골수에서 발생하는 것으로 나타난 반면, 최저 용량으로 처리된 마우스에서는 종

양이 간으로 보다 빠르게 재발하였다.

실시예 9[0214]

세포독성 능력을 증대시키기 위한 항체 조작.[0215]

인간 IgG1 Fc와 함께 개시된 바와 같이(43,44) 면역 T 세포 상의 WT1/A2 복합체 및 CD3 모두를 인식하는 이중특[0216]

이성 항체를 제작한다.  이중특이성 항체는 생체 내에서 Fc 효과기 작용 및 긴 반감기를 유지하면서 WT1/A2 양

성 암세포에 대해 세포독성 T 세포를 보충하고 표적화하는 것으로 여겨진다.  하기 3 가지 기전이 이중특이성

항체에 의해 매개되는 암세포의 특정한 살해에 관여한다: i) 활성화된 T 세포에 의한 살해; ii)  ADCC  활성;

iii) CDC 활성.  이중특이성 항체의 다른 포맷, 예를 들어 이중 scFv 분자(taFv), 다이아바디(Db), 또는 단일

쇄 다이아바디(scDb), 및 인간 혈청 알부민과의 융합 단백질(45,46,47,48)을 제작할 수 있지만, 이들은 독특한

약동학 프로파일을 갖는 Fc 효과기 작용이 없다.

WT1/A2 표적 특이성-ADCC 활성을 미국 특허 제 8,025,879; 8,080,415; 및 8,084,022 호에 개시된 바와 같이 글[0217]

리콜-조작된 CHO 세포에서 항체를 재조합에 의해 발현시킴으로써 증대시킨다.  Asn297 상의 변형된 올리고사카

라이드 N-글리칸은 효과기 작용을 하기와 같이 변경시킨다: 1) 인간 천연 살해 세포에 의해 매개된 개선된 ADCC

활성을 위한 CD16/FcRIIIa에의 보다 높은 친화성 결합; 2) 호중구와 같은 효과기 세포 및 대식세포 및 DC 세포

에 의한 항원 제공에 의해 매개된 개선된 ADCC 활성을 위한, 다중 유형의 면역 세포(NK 세포 제외)에서 발현된

억제 수용체 CD32b/FcRIIb에 대한 감소된 결합 친화성(50,51,52).  증대된 항체는 생체 내 암치료에 보다 양호
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한 효능을 성취하는 것으로 예상된다.

IgG Fc의 글리코실화(구체적으로 퓨코실화) 변체를 미국 특허 제 8,025,879; 8,080,415; 및 8,084,022 호에 개[0218]

시된 숙주 발현 세포 및 방법을 사용하여 생성시킬 수 있으며, 상기 특허의 내용은 본 발명에 참고로 인용된다.

간단히, 본 발명에 개시된 항체의 중쇄 또는 경쇄를 암호화하는 전령 RNA(mRNA)를 RNA 단리 정제 및 임의로 크

기 기준 단리의 표준 기법들을 사용함으로써 수득한다.  이어서 중쇄 또는 경쇄를 암호화하는 mRNA에 상응하는

cDNA를 생성시키고 당해 분야에 공지된 기법, 예를 들어 cDNA 라이브러리 제작, 파지 라이브러리 제작 및 특정

한 관련 프라이머를 사용하는 선별 또는 RT-PCR을 사용하여 단리한다.  일부 실시태양에서, 상기 cDNA 서열은

특정한 목적하는 cDNA를 생성시키기 위해서 공지된 시험관 내 DNA 조작 기법을 사용하여 전적으로 또는 부분적

으로 제작된 것일 수 있다.  이어서 상기 cDNA 서열을, 상기 유전자를 갖는 판독 프레임 중에 프로모터를 함유

하고 낮은 퓨코스-변형된 숙주 세포와 양립할 수 있는 벡터 중에 위치시킬 수 있다.

적합한 프로모터, 대조용 서열, 리보솜 결합 부위, 및 전사 종결 부위, 및 임의로 편리한 마커를 함유하는 다수[0219]

의  플라스미드가  당해  분야에  공지되어  있으며,  여기에는  비제한적으로  미국  특허  제  4,663,283  호  및

4,456,748 호에 개시된 벡터가 포함된다.  하나의 실시태양에서, 경쇄를 암호화하는 cDNA 및 중쇄를 암호화하는

cDNA를 별도의 발현 플라스미드 내에 삽입할 수도 있다.  또 다른 실시태양에서, 상기 경쇄를 암호화하는 cDNA

및 중쇄를 암호화하는 cDNA를, 각각이 적합한 프로모터 및 번역 조절 하에 있는 한, 동일한 플라스미드 중에 함

께 삽입할 수도 있다.  결과를 도 34에 도시한다.
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<160>  238   

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  1

Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu 

1               5                   

<210>  2

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  2

Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Ile Ser 

1               5                   10  

<210>  3

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  3

Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  4

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  4

Arg Ile Pro Pro Tyr Tyr Gly Met Asp Val 

1               5                   10  

<210>  5
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<211>  30

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  5

ggaggcacct tcagcagcta tgctatcagc                                        30

<210>  6

<211>  51

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  6

gggatcatcc ctatctttgg tacagcaaac tacgcacaga agttccaggg c                51

<210>  7

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  7

cggattcccc cgtactacgg tatggacgtc                                        30

<210>  8

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  8

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Tyr Val Tyr 

1               5                   10              

<210>  9

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  9

Arg Ser Asn Gln Arg Pro Ser 

1               5           

<210>  10

<211>  11

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  10

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Val Val 

1               5                   10      

<210>  11

<211>  39

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  11

tctggaagca gctccaacat cggaagtaat tatgtatac                              39

<210>  12

<211>

  21

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  12

aggagtaatc agcggccctc a                                                 21

<210>  13

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  13

gcagcatggg atgacagcct gaatggtgtg gta                                    33

<210>  14

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  14

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser 

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              
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Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Arg Ile Pro Pro Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  15

<211>  357

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  15

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc       60

tcctgcaagg cttctggagg caccttcagc agctatgcta tcagctgggt gcgacaggcc      120

cctggacaag ggcttgagtg gatgggaggg atcatcccta tctttggtac agcaaactac      180

gcacagaagt tccagggcag agtcacgatt accgcggacg aatccacgag cacagcctac      240

atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccgtgt attactgtgc gagacggatt      300

cccccgtact acggtatgga cgtctggggc caagggacca cggtcaccgt ctcctca         357

<210>  16

<211>  111

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  16

Gln Thr Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn 

            20                  25                  30          

Tyr Val Tyr Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu 

        35                  40                  45              
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Ile Tyr Arg Ser Asn Gln Arg Pro Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Pro Arg 

65                  70                  75                  80  

Ser Val Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu 

                85                  90                  95      

Asn Gly Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 110     

<210>  17

<211>  333

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  17

cagactgtgg tgactcagcc accctcagcg tctgggaccc ccgggcagag ggtcaccatc       60

tcttgttctg gaagcagctc caacatcgga agtaattatg tatactggta ccaacagctc      120

ccaggaacgg cccccaaact cctcatctat aggagtaatc agcggccctc aggggtccct      180

gaccgattct ctggctccaa gtctggcacc tcagcctccc tggccatcag tgggccccgg      240

tccgtggatg aggctgatta ttactgtgca gcatgggatg acagcctgaa tggtgtggta      300

ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta ggt                                   333

<210>  18

<211>  250

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  18

Gln Thr Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn 

            20                  25                  30          

Tyr Val Tyr Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  
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Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Pro Arg 

65                  70                  75                  80  

Ser Val Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu 

                85                  90                  95      

Asn Gly Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ser 

            100                 105                 110         

Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Leu 

        115                 120                 125             

Glu Met Ala Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys 

    130                 135                 140                 

Pro Gly Ser Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe 

145                 150                 155                 160 

Ser Ser Tyr Ala Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu 

                165                 170                 175     

Glu Trp Met Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala 

            180                 185                 190         

Gln Lys Phe Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser 

        195                 200                 205             

Thr Ala Tyr Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val 

    210                 215                 220                 

Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Ile Pro Pro Tyr Tyr Gly Met Asp Val Trp 

225                 230                 235                 240 

Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

                245                 250 

<210>  19

<211>  750

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  19

cagactgtgg tgactcagcc accctcagcg tctgggaccc ccgggcagag ggtcaccatc       60

tcttgttctg gaagcagctc caacatcgga agtaattatg tatactggta ccaacagctc      120

ccaggaacgg cccccaaact cctcatctat aggagtaatc agcggccctc aggggtccct      180
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gaccgattct ctggctccaa gtctggcacc tcagcctccc tggccatcag tgggccccgg      240

tccgtggatg aggctgatta ttactgtgca gcatgggatg acagcctgaa tggtgtggta      300

ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta ggttctagag gtggtggtgg tagcggcggc      360

ggcggctctg gtggtggatc cctcgagatg gcccaggtgc agctggtgca gtctggggct      420

gaggtgaaga agcctgggtc ctcggtgaag gtctcctgca aggcttctgg aggcaccttc      480

agcagctatg ctatcagctg ggtgcgacag gcccctggac aagggcttga gtggatggga      540

gggatcatcc ctatctttgg tacagcaaac tacgcacaga agttccaggg cagagtcacg      600

attaccgcgg acgaatccac gagcacagcc tacatggagc tgagcagcct gagatctgag      660

gacacggccg tgtattactg tgcgagacgg attcccccgt actacggtat ggacgtctgg      720

ggccaaggga ccacggtcac cgtctcctca                                       750

<210>  20

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  20

Gly Asp Ser Val Ser Ser Asn Ser Ala Ala Trp Asn 

1               5                   10          

<210>  21

<211>  18

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  21

Arg Thr Tyr Tyr Gly Ser Lys Trp Tyr Asn Asp Tyr Ala Val Ser Val 

1               5                   10                  15      

Lys Ser 

        

<210>  22

<211>  9

<212>  PRT

<213

>  Homo sapiens

<400>  22

Gly Arg Leu Gly Asp Ala Phe Asp Ile 
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1               5                   

<210>  23

<211>  36

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  23

ggggacagtg tctctagcaa cagtgctgct tggaac                                 36

<210>  24

<211>  54

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  24

aggacatact acgggtccaa gtggtataat gattatgcag tatctgtgaa aagt             54

<210>  25

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  25

ggtcgcttag gggatgcttt tgatatc                                           27

<210>  26

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  26

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Asn 

1               5                   10      

<210>  27

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  27

Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser 

1               5           

<210>  28
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<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  28

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Leu Thr 

1               5                   

<210>  29

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  29

cgggcaagtc agagcattag cagctattta aat                                    33

<210>  30

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  30

gctgcatcca gtttgcaaag t                                                 21

<210>  31

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  31

caacagagtt acagtacccc tctcact                                           27

<210>  32

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  32

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          
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Ser Ala Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Ser Pro Ser Arg Gly Leu Glu 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Arg Leu Gly Asp Ala Phe Asp Ile Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  33

<211>  363

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  33

caggtacagc tgcagcagtc aggtccagga ctggtgaagc cctcgcagac cctctcactc       60

acctgtgcca tctccgggga cagtgtctct agcaacagtg ctgcttggaa ctggatcagg      120

cagtccccat cgagaggcct tgagtggctg ggaaggacat actacgggtc caagtggtat      180

aatgattatg cagtatctgt gaaaagtcga ataaccatca acccagacac atccaagaac      240

cagttctccc tgcagctgaa ctctgtgact cccgaggaca cggctgtgta ttactgtgca      300

agaggtcgct taggggatgc ttttgatatc tggggccaag ggacaatggt caccgtctct      360

tca                                                                    363

<210>  34

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  34

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

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr 

공개특허 10-2014-0033029

- 77 -



            20                  25                  30          

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Leu 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys Arg 

            100                 105             

<210>  35

<211>  324

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  35

gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc       60

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agctatttaa attggtatca gcagaaacca      120

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca      180

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct      240

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctctcac tttcggcgga      300

gggaccaaag tggatatcaa acgt                                             324

<210>  36

<211>  250

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  36

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

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile 
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        35                  40                  45              

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Leu 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Leu Glu Met 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

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

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

Glu Trp Leu Gly Arg Thr Tyr Tyr Gly Ser Lys Trp Tyr Asn Asp Tyr 

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Arg Leu Gly Asp Ala Phe Asp Ile Trp 

225                 230                 235                 240 

Gly Gln Gly Thr Met Val Thr Val Ser Ser 

                245                 250 

<210>  37

<211>  750

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  37

공개특허 10-2014-0033029

- 79 -



gacatccaga tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc       60

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agctatttaa attggtatca gcagaaacca      120

gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccagtt tgcaaagtgg ggtcccatca      180

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag tctgcaacct      240

gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctctcac tttcggcgga      300

gggaccaaag tggatatcaa acgttctaga ggtggtggtg gtagcggcgg cggcggctct      360

ggtggtggtg gatccctcga gatggcccag gtacagctgc agcagtcagg tccaggactg      420

gtgaagccct cgcagaccct ctcactcacc tgtgccatct ccggggacag tgtctctagc      480

aacagtgctg cttggaactg gatcaggcag tccccatcga gaggccttga gtggctggga      540

aggacatact acgggtccaa gtggtataat gattatgcag tatctgtgaa aagtcgaata      600

accatcaacc cagacacatc caagaaccag ttctccctgc agctgaactc tgtgactccc      660

gaggacacgg ctgtgtatta ctgtgcaaga ggtcgcttag gggatgcttt tgatatctgg      720

ggccaaggga caatggtcac cgtctcttca                                       750

<210>  38

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  38

Gly Tyr Ser Phe Thr Asn Phe Trp Ile Ser 

1               5                   10  

<210>  39

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  39

Arg Val Asp Pro Gly Tyr Ser Tyr Ser Thr Tyr Ser Pro Ser Phe Gln 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  40

<211>  12

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  40

Val Gln Tyr Ser Gly Tyr Tyr Asp Trp Phe Asp Pro 

1               5                   10          

<210>  41

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  41

ggatacagct tcaccaactt ctggatcagc                                        30

<210>  42

<211>  51

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  42

agggttgatc ctggctactc ttatagcacc tacagcccgt ccttccaagg c                51

<210>  43

<211>  36

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  43

gtacaatata gtggctacta tgactggttc gacccc                                 36

<210>  44

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  44

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Thr Val Asn 

1               5                   10              

<210>  45

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  45
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Ser Asn Asn Gln Arg Pro Ser 

1               5           

<210>  46

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  46

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Trp Val 

1               5                   10      

<210>  47

<211>  39

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  47

tctggaagca gctccaacat cggaagtaat actgtaaac                              39

<210>  48

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  48

agtaataatc agcggccctc a                                                 21

<210>  49

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  49

gcagcatggg atgacagcct gaatggttgg gtg                                    33

<210>  50

<211>  121

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  50

Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Glu Pro Gly Glu 
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1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Asn Phe 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Gly Arg Val Asp Pro Gly Tyr Ser Tyr Ser Thr Tyr Ser Pro Ser Phe 

    50                  55                  60                  

Gln Gly His Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Trp Asn Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Val Gln Tyr Ser Gly Tyr Tyr Asp Trp Phe Asp Pro Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  51

<211>  363

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  51

cagatgcagc tggtgcagtc cggagcagag gtgaaagagc ccggggagtc tctgaggatc       60

tcctgtaagg gttctggata cagcttcacc aacttctgga tcagctgggt gcgccagatg      120

cccgggaaag gcctggagtg gatggggagg gttgatcctg gctactctta tagcacctac      180

agcccgtcct tccaaggcca cgtcaccatc tcagctgaca agtctaccag cactgcctac      240

ctgcagtgga acagcctgaa ggcctcggac accgccatgt attactgtgc gagagtacaa      300

tatagtggct actatgactg gttcgacccc tggggccagg gaaccctggt caccgtctcc      360

tca                                                                    363

<210>  52

<211>  111

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  52
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Gln Ala Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn 

            20                  25                  30          

Thr Val Asn Trp Tyr Gln Gln Val Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu Gln 

65                  70                  75                  80  

Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu 

                85                  90                  95      

Asn Gly Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 110     

<210>  53

<211>  333

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  53

caggctgtgg tgactcagcc accctcagcg tctgggaccc ccgggcagag ggtcaccatc       60

tcttgttctg gaagcagctc caacatcgga agtaatactg taaactggta ccagcaggtc      120

ccaggaacgg cccccaaact cctcatctat agtaataatc agcggccctc aggggtccct      180

gaccgattct ctggctccaa gtctggcacc tcagcctccc tggccatcag tgggctccag      240

tctgaggatg aggctgatta ttactgtgca gcatgggatg acagcctgaa tggttgggtg      300

ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta ggt                                   333

<210>  54

<211>  253

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  54

Gln Ala Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      
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Arg Val Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn 

            20                  25                  30          

Thr Val Asn Trp Tyr Gln Gln Val Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu Gln 

65                  70                  75                  80  

Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu 

                85                  90                  95      

Asn Gly Trp Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ser 

            100                 105                 110         

Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 

        115                 120                 125             

Leu Glu Met Ala Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys 

    130                 135                 140                 

Glu Pro Gly Glu Ser Leu Arg Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Ser 

145                 150                 155                 160 

Phe Thr Asn Phe Trp Ile Ser Trp Val Arg Gln Met Pro Gly Lys Gly 

                165                 170                 175     

Leu Glu Trp Met Gly Arg Val Asp Pro Gly Tyr Ser Tyr Ser Thr Tyr 

            180                 185                 190         

Ser Pro Ser Phe Gln Gly His Val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Thr 

        195                 200                 205             

Ser Thr Ala Tyr Leu Gln Trp Asn Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala 

    210                 215                 220                 

Met Tyr Tyr Cys Ala Arg Val Gln Tyr Ser Gly Tyr Tyr Asp Trp Phe 

225                 230                 235                 240 

Asp Pro Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

                245                 250             

<210>  55
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<211>  759

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  55

caggctgtgg tgactcagcc accctcagcg tctgggaccc ccgggcagag ggtcaccatc       60

tcttgttctg gaagcagctc caacatcgga agtaatactg taaactggta ccagcaggtc      120

ccaggaacgg cccccaaact cctcatctat agtaataatc agcggccctc aggggtccct      180

gaccgattct ctggctccaa gtctggcacc tcagcctccc tggccatcag tgggctccag      240

tctgaggatg aggctgatta ttactgtgca gcatgggatg acagcctgaa tggttgggtg      300

ttcggcggag ggaccaagct gaccgtccta ggttctagag gtggtggtgg tagcggcggc      360

ggcggctctg gtggtggtgg atccctcgag atggcccaga tgcagctggt gcagtccgga      420

gcagaggtga aagagcccgg ggagtctctg aggatctcct gtaagggttc tggatacagc      480

ttcaccaact tctggatcag ctgggtgcgc cagatgcccg ggaaaggcct ggagtggatg      540

gggagggttg atcctggcta ctcttatagc acctacagcc cgtccttcca aggccacgtc      600

accatctcag ctgacaagtc taccagcact gcctacctgc agtggaacag cctgaaggcc      660

tcggacaccg ccatgtatta ctgtgcgaga gtacaatata gtggctacta tgactggttc      720

gacccctggg gccagggaac cctggtcacc gtctcctca                             759

<210>  56

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  56

Gly Tyr Asn Phe Ser Asn Lys Trp Ile Gly 

1               5                   10  

<210>  57

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  57

Ile Ile Tyr Pro Gly Tyr Ser Asp Ile Thr Tyr Ser Pro Ser Phe Gln 

1               5                   10                  15      

Gly 
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<210>  58

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>

  58

His Thr Ala Leu Ala Gly Phe Asp Tyr 

1               5                   

<210>  59

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  59

ggctacaact ttagcaacaa gtggatcggc                                        30

<210>  60

<211>  51

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  60

atcatctatc ccggttactc ggacatcacc tacagcccgt ccttccaagg c                51

<210>  61

<211>  27

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  61

cacacagctt tggccggctt tgactac                                           27

<210>  62

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  62

Arg Ala Ser Gln Asn Ile Asn Lys Trp Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  63
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<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  63

Lys Ala Ser Ser Leu Glu Ser 

1               5           

<210>  64

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  64

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ala Thr 

1               5               

<210>  65

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  65

cgggccagtc agaatatcaa taagtggctg gcc                                    33

<210>  66

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  66

aaggcgtcta gtttagaaag t                                                 21

<210>  67

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  67

caacaatata atagttatgc gacg                                              24

<210>  68

<211>  118

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  68

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Asn Phe Ser Asn Lys 

            20                  25                  30          

Trp Ile Gly Trp Val Arg Gln Leu Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Ala Ile Ile Tyr Pro Gly Tyr Ser Asp Ile Thr Tyr Ser Pro Ser Phe 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu His Trp His Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  69

<211>  354

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  69

caggtgcagc tggtgcagtc tggagcagag gtgaaaaagc ccggagagtc tctgaagatc       60

tcctgtaagg gttctggcta caactttagc aacaagtgga tcggctgggt gcgccaattg      120

cccgggagag gcctggagtg gatagcaatc atctatcccg gttactcgga catcacctac      180

agcccgtcct tccaaggccg cgtcaccatc tccgccgaca cgtccattaa caccgcctac      240

ctgcactggc acagcctgaa ggcctcggac accgccatgt attattgtgt gcgacacaca      300

gctttggccg gctttgacta ctggggcctg ggcaccctgg tcaccgtctc ctca            354

<210>  70

<211>  107

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  70

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

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asn Ile Asn Lys Trp 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ala Pro Gln Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Lys Ala Ser Ser Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ala Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg 

            100                 105         

<210>  71

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  71

gacatccaga tgacccagtc tccttccacc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcaca       60

atcacttgcc gggccagtca gaatatcaat aagtggctgg cctggtatca gcagagacca      120

gggaaagccc ctcagctcct gatctataag gcgtctagtt tagaaagtgg ggtcccatct      180

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa tacactctca ccatcagcag cctgcagcct      240

gatgattttg caacttatta ctgccaacaa tataatagtt atgcgacgtt cggccaaggg      300

accaaggtgg aaatcaaacg t                                                321

<210>  72

<211>  246

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  72
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Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asn Ile Asn Lys Trp 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Arg Pro Gly Lys Ala Pro Gln Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Lys Ala Ser Ser Leu Glu Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Ala Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Ser Arg Gly Gly Gly 

            100                 105                 110         

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Leu Glu Met Ala 

        115                 120                 125             

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu 

    130                 135                 140                 

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Asn Phe Ser Asn Lys 

145                 150                 155                 160 

Trp Ile Gly Trp Val Arg Gln Leu Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 

                165                 170                 175     

Ala Ile Ile Tyr Pro Gly Tyr Ser Asp Ile Thr Tyr Ser Pro Ser Phe 

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

Leu His Trp His Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys 

    210                 215                 220                 

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

225                 230                 235                 240 

Leu Val Thr Val Ser Ser 
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                245     

<210>  73

<211>  738

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  73

gacatccaga tgacccagtc tccttccacc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcaca       60

atcacttgcc gggccagtca gaatatcaat aagtggctgg cctggtatca gcagagacca      120

gggaaagccc ctcagctcct gatctataag gcgtctagtt tagaaagtgg ggtcccatct      180

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagaa tacactctca ccatcagcag cctgcagcct      240

gatgattttg caacttatta ctgccaacaa tataatagtt atgcgacgtt cggccaaggg      300

accaaggtgg aaatcaaacg ttctagaggt ggtggtggta gcggcggcgg cggctctggt      360

ggtggtggat ccctcgagat ggcccaggtg cagctggtgc agtctggagc agaggtgaaa      420

aagcccggag agtctctgaa gatctcctgt aagggttctg gctacaactt tagcaacaag      480

tggatcggct gggtgcgcca attgcccggg agaggcctgg agtggatagc aatcatctat      540

cccggttact cggacatcac ctacagcccg tccttccaag gccgcgtcac catctccgcc      600

gacacgtcca ttaacaccgc ctacctgcac tggcacagcc tgaaggcctc ggacaccgcc      660

atgtattatt gtgtgcgaca cacagctttg gccggctttg actactgggg cctgggcacc      720

ctggtcaccg tctcctca                                                    738

<210>  74

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  74

Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Gly Met Ser 

1               5                   10  

<210>  75

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  75

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

1               5                   10                  15      
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Gly 

    

<210>  76

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  76

Glu Arg Gly Tyr Gly Tyr His Asp Pro His Asp Tyr 

1               5                   10          

<210>  77

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  77

gggttcacct ttgatgatta tggcatgagc                                        30

<210>  78

<211>  51

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  78

ggtattaatt ggaatggtgg tagcacaggt tatgcagact ctgtgagggg c                51

<210>  79

<211>  36

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  79

gagcgtggct acgggtacca tgatccccat gactac                                 36

<210>  80

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  80

Gly Arg Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val His 
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1               5                   10      

<210>  81

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  81

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser 

1               5           

<210>  82

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  82

Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His Val Val 

1               5                   10      

<210>  83

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  83

gggagaaaca acattggaag taaaagtgtg cac                                    33

<210>  84

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  84

gatgatagcg accggccctc a                                                 21

<210>  85

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  85

caggtgtggg atagtagtag tgatcatgtg gta                                    33

<210>  86
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<211>  121

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  86

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Val Val Arg Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ser Gly Ile Asn Trp Asn Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Glu Arg Gly Tyr Gly Tyr His Asp Pro His Asp Tyr Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120     

<210>  87

<211>  363

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  87

gaagtgcagc tggtgcagtc tgggggaggt gtggtacggc ctggggggtc cctgagactc       60

tcctgtgcag cctctgggtt cacctttgat gattatggca tgagctgggt ccgccaagct      120

ccagggaagg ggctggagtg ggtctctggt attaattgga atggtggtag cacaggttat      180

gcagactctg tgaggggccg attcaccatc tccagagaca acgccaagaa ctccctgtat      240

ctgcaaatga acagtctgag agccgaggac acggccttgt attactgtgc gagagagcgt      300

ggctacgggt accatgatcc ccatgactac tggggccaag gcaccctggt gaccgtctcc      360

tca                                                                    363
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<210>  88

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  88

Gln Ser Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Lys 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Arg Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 

<210>  89

<211>  327

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  89

cagtctgtcg tgacgcagcc gccctcggtg tcagtggccc caggaaagac ggccaggatt       60

acctgtggga gaaacaacat tggaagtaaa agtgtgcact ggtaccagca gaagccaggc      120

caggcccctg tgctggtcgt ctatgatgat agcgaccggc cctcagggat ccctgagcga      180

ttctctggct ccaactctgg gaacacggcc accctgacca tcagcagggt cgaagccggg      240

gatgaggccg actattactg tcaggtgtgg gatagtagta gtgatcatgt ggtattcggc      300

ggagggacca agctgaccgt cctaggt                                          327

<210>  90

<211>  249
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  90

Gln Ser Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Lys 

1               5                   10                  15      

Thr Ala Arg Ile Thr Cys Gly Arg Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Gly 

65                  70                  75                  80  

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His 

                85                  90                  95      

Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly Ser Arg Gly 

            100                 105                 110         

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Ser Leu Glu Met Ala 

        115                 120                 125             

Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Val Val Arg Pro Gly Gly 

    130                 135                 140                 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr 

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

Ser Gly Ile Asn Trp Asn Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Ala Asp Ser Val 

            180                 185                 190         

Arg Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 
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Ala Arg Glu Arg Gly Tyr Gly Tyr His Asp Pro His Asp Tyr Trp Gly 

225                 230                 235                 240 

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

                245                 

<210>  91

<211>  747

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  91

cagtctgtcg tgacgcagcc gccctcggtg tcagtggccc caggaaagac ggccaggatt       60

acctgtggga gaaacaacat tggaagtaaa agtgtgcact ggtaccagca gaagccaggc      120

caggcccctg tgctggtcgt ctatgatgat agcgaccggc cctcagggat ccctgagcga      180

ttctctggct ccaactctgg gaacacggcc accctgacca tcagcagggt cgaagccggg      240

gatgaggccg actattactg tcaggtgtgg gatagtagta gtgatcatgt ggtattcggc      300

ggagggacca agctgaccgt cctaggttct agaggtggtg gtggtagcgg cggcggcggc      360

tctggtggat ccctcgagat ggccgaagtg cagctggtgc agtctggggg aggtgtggta      420

cggcctgggg ggtccctgag actctcctgt gcagcctctg ggttcacctt tgatgattat      480

ggcatgagct gggtccgcca agctccaggg aaggggctgg agtgggtctc tggtattaat      540

tggaatggtg gtagcacagg ttatgcagac tctgtgaggg gccgattcac catctccaga      600

gacaacgcca agaactccct gtatctgcaa atgaacagtc tgagagccga ggacacggcc      660

ttgtattact gtgcgagaga gcgtggctac gggtaccatg atccccatga ctactggggc      720

caaggcaccc tggtgaccgt ctcctca                                          747

<210>  92

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  92

Gly Phe Ser Val Ser Gly Thr Tyr Met Gly 

1               5                   10  

<210>  93

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  93

Leu Leu Tyr Ser Gly Gly Gly Thr Tyr His Pro Ala Ser Leu Gln Gly 

1               5                   10                  15      

<210>  94

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  94

Gly Gly Ala Gly Gly Gly His Phe Asp Ser 

1               5                   10  

<210>  95

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  95

gggttctccg tcagtggcac ctacatgggc                                        30

<210>  96

<211>  48

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  96

cttctttata gtggtggcgg cacataccac ccagcgtccc tgcagggc                    48

<210>  97

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400

>  97

ggaggggcag gaggtggcca ctttgactcc                                        30

<210>  98

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  98
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Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp Val His 

1               5                   10                  

<210>  99

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  99

Gly Asn Ser Asn Arg Pro Ser 

1               5           

<210>  100

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  100

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Tyr Val 

1               5                   10      

<210>  101

<211>  42

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  101

actgggagca gctccaacat cggggcaggt tatgatgtac ac                          42

<210>  102

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  102

ggtaacagca atcggccctc a                                                 21

<210>  103

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  103

gcagcatggg atgacagcct gaatggttat gtc                                    33
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<210>  104

<211

>  118

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  104

Glu Val Gln Leu Val Glu Thr Gly Gly Gly Leu Leu Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Val Ser Gly Thr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ala Leu Leu Tyr Ser Gly Gly Gly Thr Tyr His Pro Ala Ser Leu Gln 

    50                  55                  60                  

Gly Arg Phe Ile Val Ser Arg Asp Ser Ser Lys Asn Met Val Tyr Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Met Asn Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Lys Gly Gly Ala Gly Gly Gly His Phe Asp Ser Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         

Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210>  105

<211>  354

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  105

gaggtgcagc tggtggagac cggaggaggc ttgctccagc cgggggggtc cctcagactc       60

tcctgtgcag cctctgggtt ctccgtcagt ggcacctaca tgggctgggt ccgccaggct      120

ccagggaagg gactggagtg ggtcgcactt ctttatagtg gtggcggcac ataccaccca      180

gcgtccctgc agggccgatt catcgtctcc agagacagct ccaagaatat ggtctatctt      240

caaatgaata gcctgaaagc cgaggacacg gccgtctatt actgtgcgaa aggaggggca      300
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ggaggtggcc actttgactc ctggggccaa ggcaccctgg tgaccgtctc ctca            354

<210>  106

<211>  112

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  106

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser 

                85                  90                  95      

Leu Asn Gly Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

<210>  107

<211>  336

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  107

cagtctgtgt tgacgcagcc gccctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc       60

tcctgcactg ggagcagctc caacatcggg gcaggttatg atgtacactg gtaccagcag      120

cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatggtaaca gcaatcggcc ctcaggggtc      180

cctgaccgat tctctggctc caagtctggc acctcagcct ccctggccat cagtgggctc      240

cagtctgagg atgaggctga ttattactgt gcagcatggg atgacagcct gaatggttat      300

gtcttcggaa ctgggaccaa gctgaccgtc ctaggt                                336

<210>  108
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<211>  251

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  108

Gln Ser Val Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Gly Ala Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly 

            20                  25                  30          

Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Ser Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Ala Trp Asp Asp Ser 

                85                  90                  95      

Leu Asn Gly Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu Gly 

            100                 105                 110         

Ser Arg Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly 

        115                 120                 125             

Ser Leu Glu Met Ala Glu Val Gln Leu Val Glu Thr Gly Gly Gly Leu 

    130                 135                 140                 

Leu Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe 

145                 150                 155                 160 

Ser Val Ser Gly Thr Tyr Met Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys 

                165                 170                 175     

Gly Leu Glu Trp Val Ala Leu Leu Tyr Ser Gly Gly Gly Thr Tyr His 

            180                 185                 190         

Pro Ala Ser Leu Gln Gly Arg Phe Ile Val Ser Arg Asp Ser Ser Lys 

        195                 200                 205             

Asn Met Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Ala Glu Asp Thr Ala 
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    210                 215                 220                 

Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Gly Gly Ala Gly Gly Gly His Phe Asp Ser 

225                 230                 235                 240 

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

                245                 250     

<210>  109

<211>  753

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  109

cagtctgtgt tgacgcagcc gccctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc       60

tcctgcactg ggagcagctc caacatcggg gcaggttatg atgtacactg gtaccagcag      120

cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatggtaaca gcaatcggcc ctcaggggtc      180

cctgaccgat tctctggctc caagtctggc acctcagcct ccctggccat cagtgggctc      240

cagtctgagg atgaggctga ttattactgt gcagcatggg atgacagcct gaatggttat      300

gtcttcggaa ctgggaccaa gctgaccgtc ctaggttcta gaggtggtgg tggtagcggc      360

ggcggcggct ctggtggtgg tggatccctc gagatggccg aggtgcagct ggtggagacc      420

ggaggaggct tgctccagcc gggggggtcc ctcagactct cctgtgcagc ctctgggttc      480

tccgtcagtg gcacctacat gggctgggtc cgccaggctc cagggaaggg actggagtgg      540

gtcgcacttc tttatagtgg tggcggcaca taccacccag cgtccctgca gggccgattc      600

atcgtctcca gagacagctc caagaatatg gtctatcttc aaatgaatag cctgaaagcc      660

gaggacacgg ccgtctatta ctgtgcgaaa ggaggggcag gaggtggcca ctttgactcc      720

tggggccaag gcaccctggt gaccgtctcc tca                                   753

<210>  110

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  110

Ala Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu 

1               5                   

<210>  111

<211>  9
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  111

Arg Met Ala Pro Asn Ala Pro Tyr Leu 

1               5                   

<210>  112

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  112

Arg Met Phe Ala Asn Ala Pro Tyr Leu 

1               5                   

<210>  113

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  113

Arg Met Phe Pro Ala Ala Pro Tyr Leu 

1               5                   

<210>  114

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  114

Arg Met Phe Pro Asn Ala Ala Tyr Leu 

1               5                   

<210>  115

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  115

Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Ala Leu 

1               5                   

<210>  116
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<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  116

Ile Leu Ser Leu Glu Leu Met Lys Leu 

1               5                   

<210>  117

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  117

Gln Leu Gln Asn Pro Ser Tyr Asp Lys 

1               5                   

<210>  118

<211>  449

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  118

Met Gly Ser Asp Val Arg Asp Leu Asn Ala Leu Leu Pro Ala Val Pro 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Gly Gly Gly Gly Gly Cys Ala Leu Pro Val Ser Gly Ala Ala 

            20                  25                  30          

Gln Trp Ala Pro Val Leu Asp Phe Ala Pro Pro Gly Ala Ser Ala Tyr 

        35                  40                  45              

Gly Ser Leu Gly Gly Pro Ala Pro Pro Pro Ala Pro Pro Pro Pro Pro 

    50                  55                  60                  

Pro Pro Pro Pro His Ser Phe Ile Lys Gln Glu Pro Ser Trp Gly Gly 

65                  70                  75                  80  

Ala Glu Pro His Glu Glu Gln Cys Leu Ser Ala Phe Thr Val His Phe 

                85                  90                  95      

Ser Gly Gln Phe Thr Gly Thr Ala Gly Ala Cys Arg Tyr Gly Pro Phe 

            100                 105                 110         
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Gly Pro Pro Pro Pro Ser Gln Ala Ser Ser Gly Gln Ala Arg Met Phe 

        115                 120                 125             

Pro Asn Ala Pro Tyr Leu Pro Ser Cys Leu Glu Ser Gln Pro Ala Ile 

    130                 135                 140                 

Arg Asn Gln Gly Tyr Ser Thr Val Thr Phe Asp Gly Thr Pro Ser Tyr 

145                 150                 155                 160 

Gly His Thr Pro Ser His His Ala Ala Gln Phe Pro Asn His Ser Phe 

                165                 170                 175     

Lys His Glu Asp Pro Met Gly Gln Gln Gly Ser Leu Gly Glu Gln Gln 

            180                 185                 190         

Tyr Ser Val Pro Pro Pro Val Tyr Gly Cys His Thr Pro Thr Asp Ser 

        195                 200                 205             

Cys Thr Gly Ser Gln Ala Leu Leu Leu Arg Thr Pro Tyr Ser Ser Asp 

    210                 215                 220                 

Asn Leu Tyr Gln Met Thr Ser Gln Leu Glu Cys Met Thr Trp Asn Gln 

225                 230                 235                 240 

Met Asn Leu Gly Ala Thr Leu Lys Gly Val Ala Ala Gly Ser Ser Ser 

                245                 250                 255     

Ser Val Lys Trp Thr Glu Gly Gln Ser Asn His Ser Thr Gly Tyr Glu 

            260                 265                 270         

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

        275                 280                 285             

His Thr His Gly Val Phe Arg Gly Ile Gln Asp Val Arg Arg Val Pro 

    290                 295                 300                 

Gly Val Ala Pro Thr Leu Val Arg Ser Ala Ser Glu Thr Ser Glu Lys 

305                 310                 315                 320 

Arg Pro Phe Met Cys Ala Tyr Pro Gly Cys Asn Lys Arg Tyr Phe Lys 

                325                 330                 335     

Leu Ser His Leu Gln Met His Ser Arg Lys His Thr Gly Glu Lys Pro 

            340                 345                 350         

Tyr Gln Cys Asp Phe Lys Asp Cys Glu Arg Arg Phe Ser Arg Ser Asp 
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        355                 360                 365             

Gln Leu Lys Arg His Gln Arg Arg His Thr Gly Val Lys Pro Phe Gln 

    370                 375                 380                 

Cys Lys Thr Cys Gln Arg Lys Phe Ser Arg Ser Asp His Leu Lys Thr 

385                 390                 395                 400 

His Thr Arg Thr His Thr Gly Lys Thr Ser Glu Lys Pro Phe Ser Cys 

                405                 410                 415     

Arg Trp Pro Ser Cys Gln Lys Lys Phe Ala Arg Ser Asp Glu Leu Val 

            420                 425                 430         

Arg His His Asn Met His Gln Arg Asn Met Thr Lys Leu Gln Leu Ala 

        435                 440                 445             

Leu 

    

<210>  119

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  119

Ser Asn Ala Val Ala Trp Asn 

1               5           

<210>  120

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  120

Arg Thr Tyr Arg Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Leu Ser Val 

1               5                   10              

<210>  121

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  121
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Gly Ser Asn Ser Ala Phe Asp Phe 

1               5               

<210>  122

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  122

Ser Asn Ser Ala Ala Trp Asn 

1               5           

<210>  123

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  123

Arg Thr Tyr Tyr Gly Ser Lys Trp Tyr Asn Asp Tyr Ala Val Ser Val 

1               5                   10                  15      

<210>  124

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  124

Gly Arg Leu Gly Asp Ala Phe Asp Ile 

1               5                   

<210>  125

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  125

Ser Asp Gly Ala Ala Trp Asn 

1               5           

<210>  126

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  126

Arg Thr Tyr Tyr Arg Ser Lys Trp Tyr Asn Asp Tyr Ala Val Ser Val 

1               5                   10                  15      

<210>  127

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  127

Gly Asp Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp Val 

1               5                   

<210>  128

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  128

Ser Asn Ala Ala Ala Trp Asn 

1               5           

<210>  129

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  129

Arg Thr Tyr Tyr Gly Ser Lys Trp Tyr Asn Asp Tyr Ala Val Ser Val 

1               5                   10                  15      

<210>  130

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  130

Gly Ala Phe Asp Ile 

1               5   

<210>  131

<211>  5

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  131

Ser Tyr Trp Ile Ser 

1               5   

<210>  132

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  132

Arg Ile Asp Pro Ser Asp Ser Tyr Thr Asn Tyr Ser Pro Ser Phe Gln 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  133

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  133

Gly Asp Tyr Asp Phe Tyr Leu Asp Pro 

1               5                   

<210>  134

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  134

Ser Tyr Gly Ile Ser 

1               5   

<210>  135

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  135

Trp Ile Ser Ala Tyr Asn Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Leu Gln 
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1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  136

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  136

Asp Leu Tyr Ser Ser Gly Trp Tyr Glu Ser Tyr Tyr Tyr Gly Met Asp 

1               5                   10                  15      

Val 

    

<210>  137

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  137

Ser Tyr Ala Ile Ser 

1               5   

<210>  138

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  138

Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  139

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  139

Arg Ile Pro Pro Tyr Tyr Gly Met Asp Val 
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1               5                   10  

<210>  140

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  140

Trp Ile Ser Ala His Asn Gly Asn Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Leu Gln 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  141

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  141

Asp Arg Val Trp Phe Gly Asp Leu Ser Asp 

1               5                   10  

<210>  142

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  142

Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Glu Gln 

1               5                   10                  15      

Gly 

    

<210>  143

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  143

Asn Tyr Asp Phe Trp Ser Gly Asp Ala Phe Asp Ile 

1               5                   10          
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<210>  144

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  144

Ile Pro Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln Gly 

1               5                   10          

<210>  145

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  145

Phe Tyr Gly Met Asp Val 

1               5       

<210>  146

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  146

Asp Tyr Gly Met Ser 

1               5   

<210>  147

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  147

Gly Ile Asn Trp Asn Gly Gly Ser Thr Gly Tyr Ala Asp Ser Val 

1               5                   10                  15  

<210>  148

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  148

Glu Arg Gly Tyr Gly Tyr His Asp Pro His Asp Tyr 
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1               5                   10          

<210>  149

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  149

Asn Tyr Thr Met Asn 

1               5   

<210>  150

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  150

Ser Ile Ser Leu Ser Gly Ala Tyr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Leu 

1               5                   10                  15  

<210>  151

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  151

Glu Gly Tyr Ser Ser Ser Val Tyr Asp Ala Phe Asp Leu 

1               5                   10              

<210>  152

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  152

Ser Tyr Gly Met His 

1               5   

<210>  153

<211>  15

<212>  PRT

<213

>  Homo sapiens
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<400>  153

Gly Ile Leu Ser Asp Gly Gly Lys Asp Tyr Tyr Val Asp Ser Val 

1               5                   10                  15  

<210>  154

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  154

Cys Ser Ser Asn Tyr Gly Asn Asp Ala Phe Asp Ile 

1               5                   10          

<210>  155

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  155

Thr Tyr Ser Met Asn 

1               5   

<210>  156

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  156

Ser Ile Ser Ser Gly Ala Tyr Ser Ile Phe Tyr Ala Asp Ser Val 

1               5                   10                  15  

<210>  157

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  157

Asp Gln Tyr Tyr Gly Asp Lys Trp Asp Ala Phe Asp Ile 

1               5                   10              

<210>  158

<211>  5

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  158

Ser Tyr Gly Met Asn 

1               5   

<210>  159

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  159

Ser Ile Ser Ser Gly Gly Ser Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

1               5                   10                  

<210>  160

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  160

Glu Tyr Tyr Trp Asp Ala Phe Asp Ile 

1               5                   

<210>  161

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  161

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Thr Val Asn 

1               5                   10                  

<210>  162

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  162

Ser Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly 

1               5               

<210>  163
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<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  163

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Trp Val Phe Gly 

1               5                   10              

<210>  164

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  164

Glu Ala Trp Asp Asp Ser Leu Lys Gly Pro Val Phe Gly 

1               5                   10              

<210>  165

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  165

Cys Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ala Gly Tyr Asp Val His 

1               5                   10                  15  

<210>  166

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  166

Gly Asn Ser Asn Arg Pro Ser Gly 

1               5               

<210>  167

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  167

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Ala Asp Asn Tyr Val Phe Gly 

1               5                   10                  15  
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<210>  168

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  168

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Arg Asn Ile Val Asn 

1               5                   10                  

<210>  169

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  169

Ser Asn Ile Glu Arg Pro Ser Gly 

1               5               

<210>  170

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  170

Ala Ser Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Val Leu Phe Gly 

1               5                   10              

<210>  171

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  171

Cys Ser Gly Ser Arg Ser Asn Ile Ala Ser Asn Gly Val Gly 

1               5                   10                  

<210>  172

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  172
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Lys Asn Asp Gln Arg Pro Ser Gly 

1               5               

<210>  173

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  173

Ser Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asp Gly His Val Val Phe Gly 

1               5                   10                  

<210>  174

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  174

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Tyr Val Phe Gly 

1               5                   10              

<210>  175

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  175

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Ser Thr Val Asn 

1               5                   10                  

<210>  176

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  176

Ser Asn Ser Gln Arg Pro Ser Gly 

1               5               

<210>  177

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  177

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Asn Gly Val Val Phe Gly 

1               5                   10              

<210>  178

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  178

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Tyr Val Tyr 

1               5                   10                  

<210>  179

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  179

Arg Ser Asn Gln Arg Pro Ser Gly 

1               5               

<210>  180

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  180

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Arg Asn Thr Val Asn 

1               5                   10                  

<210>  181

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  181

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Asn Asp Tyr Val Ser 

1               5                   10                  

<210>  182

<211>  8
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<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  182

Asp Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly 

1               5               

<210>  183

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  183

Gly Thr Trp Asp Asn Ser Leu Ser Ala Trp Val Phe Gly 

1               5                   10              

<210>  184

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  184

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Ser Val Tyr 

1               5                   10                  

<210>  185

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  185

Asn Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly 

1               5               

<210>  186

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  186

Ala Thr Trp Asp Asp Ser Leu Ser Gly Trp Val Phe Gly 

1               5                   10              
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<210>  187

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  187

Arg Asn Asn Gln Arg Pro Ser Gly 

1               5               

<210>  188

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  188

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Ser Ala Trp Val Phe Gly 

1               5                   10              

<210>  189

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  189

Cys Ser Gly Ser Thr Ser Asn Ile Gly Ser Tyr Tyr Val Ser 

1               5                   10                  

<210>  190

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  190

Asp Asn Asn Asn Arg Pro Ser Gly 

1               5               

<210>  191

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  191

Gly Thr Trp Asp Ser Ser Leu Ser Ala Trp Val Phe Gly 
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1               5                   10              

<210>  192

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  192

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Asn Asn Tyr Val Ser 

1               5                   10                  

<210>  193

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  193

Cys Ser Gly Ser Asn Ser Asn Ile Gly Thr Asn Thr Val Thr 

1               5                   10                  

<210>  194

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  194

Ser Asn Phe Glu Arg Pro Ser Gly 

1               5               

<210>  195

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  195

Ser Ala Trp Asp Asp Ser Phe Asn Gly Pro Val Phe Gly 

1               5                   10              

<210>  196

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

공개특허 10-2014-0033029

- 124 -



<400>  196

Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Tyr Val Ser 

1               5                   10                  

<210>  197

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  197

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

1               5                   10              

<210>  198

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  198

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Asn 

1               5                   10      

<210>  199

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  199

Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser 

1               5           

<210>  200

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  200

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Thr 

1               5               

<210>  201

<211>  11

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  201

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Asn Tyr Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  202

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  202

Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser 

1               5           

<210>  203

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  203

Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Gly Val Thr 

1               5                   10  

<210>  204

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  204

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Asn Gly Trp Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  205

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  205

Arg Ala Ser Thr Leu Gln Ser 

1               5           

<210>  206

<211>  9
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<

212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  206

Gln Gln Ser Ser Ser Leu Pro Phe Thr 

1               5                   

<210>  207

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  207

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Tyr Tyr Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  208

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  208

Ala Ala Ser Thr Leu Lys Ser 

1               5           

<210>  209

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  209

Gln Gln Leu Asn Ser Tyr Pro Leu Thr 

1               5                   

<210>  210

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  210

Gly Gly Asn Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val His 

1               5                   10      
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<210>  211

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  211

Asp Asp Ser Asp Arg Pro Ser 

1               5           

<210>  212

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  212

Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His Pro Val 

1               5                   10      

<210>  213

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  213

Gln Val Trp Asp Ser Ser Gly Asp His Pro Val 

1               5                   10      

<210>  214

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  214

Tyr Asp Ser Asp Arg Pro Ser 

1               5           

<210>  215

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  215

Gly Gly Thr Asn Ile Gly Ser Arg Phe Val His 
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1               5                   10      

<210>  216

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<

400>  216

Gly Gly Asn Asn Val Glu Ser Lys Ser Val His 

1               5                   10      

<210>  217

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  217

Tyr Asp Arg Asp Arg Pro Ser 

1               5           

<210>  218

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  218

Glu Val Trp Asp Ser Gly Ser Asp His Pro Val 

1               5                   10      

<210>  219

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  219

Gly Gly Lys Asn Ile Gly Ser Lys Ser Val His 

1               5                   10      

<210>  220

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

공개특허 10-2014-0033029

- 129 -



<400>  220

Gln Val Trp Asp Ser Gly Ser Asp His Tyr Val 

1               5                   10      

<210>  221

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  221

Gln Val Trp Ile Ser Ser Gly Asp Arg Val Ile 

1               5                   10      

<210>  222

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  222

Gly Gly Asp Asn Ile Gly Ser Gln Gly Val His 

1               5                   10      

<210>  223

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  223

Tyr Asp Thr Asp Arg Pro Ser 

1               5           

<210>  224

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  224

Gln Val Trp Gly Ala Ser Ser Asp His Pro Val 

1               5                   10      

<210>  225

<211>  14

<212>  PRT
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<213>  Homo sapiens

<400>  225

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Gly Tyr Asn Tyr Val Ser 

1               5                   10                  

<210>  226

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  226

Asp Val Ser Lys Arg Pro Ser 

1               5           

<210>  227

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  227

Gly Ile Tyr Thr Tyr Ser Asp Ser Trp Val 

1               5                   10  

<210>  228

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  228

Asp Val Gly Asn Arg Pro Ser 

1               5           

<210>  229

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  229

Ser Ser Tyr Thr Ser Ser Ser Thr Arg Val 

1               5                   10  

<210>  230
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<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  230

Thr Gly Thr Arg Ser Asp Val Gly Leu Tyr Asn Tyr Val Ala 

1               5                   10                  

<210>  231

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  231

Asp Val Ile Tyr Arg Pro Gly 

1               5           

<210>  232

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  232

Ser Ser Tyr Thr Asn Thr Gly Thr Val Leu 

1               5                   10  

<210>  233

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  233

Thr Gly Thr Ser Ser Asp Phe Gly Asp Tyr Asp Tyr Val Ser 

1               5                   10                  

<210>  234

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  234

Asp Val Ser Asp Arg Pro Ser 

1               5           
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<210>  235

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  235

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser Gly Val 

1               5                   10          

<210>  236

<211

>  330

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  236

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys 

1               5                   10                  15      

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr 

            20                  25                  30          

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser 

        35                  40                  45              

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr 

65                  70                  75                  80  

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys 

                85                  90                  95      

Arg 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 
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Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 

                165                 170                 175     

Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu 

            180                 185                 190         

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 

        195                 200                 205             

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly 

    210                 215                 220                 

Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe 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             

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>  237

<211>  106

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  237

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          
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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 

    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>  238

<211>  105

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  238

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

1               5                   10                  15      

Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala Thr Leu Val Cys Leu Ile Ser Asp Phe 

            20                  25                  30          

Tyr Pro Gly Ala Val Thr Val Ala Trp Lys Ala Asp Gly Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr Lys Pro Ser Lys Gln Ser Asn Asn Lys 

    50                  55                  60                  

Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu Ser Leu Thr Pro Glu Gln Trp Lys Ser 

65                  70                  75                  80  

His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln Val Thr His Glu Gly Ser Thr Val Glu 

                85                  90                  95      

Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu Cys Ser 

            100                 105 
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