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명 세 서

청구범위

청구항 1 

인간 노텀 펙틴아세틸에스터라제(NOTUM)에 결합되고, 시험관내 트라이소듐 8-옥타노일옥시파이렌-1,3,6-트라이

설포네이트(OPTS) 분석에서 인간 NOTUM 활성을 감소시키는 단클론성 항체로서, 환자에서의 뼈 손실을 특징으로

하는 질병 또는 장애의 치료 또는 예방 방법에서 사용되는 단클론성 항체.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 상기 질병 또는 장애가 골다공증, 골감소증 및 파제트병으로 이루어지는 군에서 선택되는 단

클론성 항체.

청구항 3 

제 2 항에 있어서, 상기 골다공증이 폐경 후 골다공증, 스테로이드- 또는 글루코코르티코이드-유발 골다공증,

남성 골다공증 및 특발성 골다공증으로 이루어지는 군에서 선택되는 단클론성 항체.

청구항 4 

제 1 항 내지 제 3 항 중 어느 한 항에 있어서, 피험체에 투여 시, 상기 항체는 생체내 혈청 PINP 수준을 증가

시키고, 생체내 뼈 무기염 밀도를 증가시키며, 생체내 골간 대퇴골 피질 두께를 증가시키고, 생체내 골간 대퇴

골 뼈 면적을 증가시키며, 생체내 골간 상완골 피질 두께를 증가시키고, 생체내 내부피질(endocortical) 뼈 형

성을 증가시키며, 생체내 LV5 척추체에서 피질 뼈 용적의 비율을 증가시키고/시키거나 생체내 대퇴경부 전체 용

적에 대한 대퇴경부 뼈 용적의 비율을 증가시키는 것인 단클론성 항체.

청구항 5 

제 1 항 내지 제 4 항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항체는 50nM 미만의, 바람직하게는 20nM 미만의, 더욱 바

람직하게는 10nM 미만의 KD를 갖는 서열번호 1의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 결합되는 것인 단클론성

항체.

청구항 6 

제 1 항 내지 제 5 항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항체는 하기로부터 선택된 적어도 하나의 결합 특징을 갖

는 것인 단클론성 항체:

a) 서열번호 84의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 대한 상기 항체의 결합 친화도보다 적어도 5-배 더 강

한 결합 친화도로 서열번호 83의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 결합함;

b) 서열번호 86의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 대한 상기 항체의 결합 친화도보다 적어도 5-배 더 강

한 결합 친화도로 서열번호 85의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 결합함;

c) 서열번호 94의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 대한 상기 항체의 결합 친화도보다 적어도 5-배 더 강

한 결합 친화도로 서열번호 1의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 결합함;

d) 서열번호 99의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 대한 상기 항체의 결합 친화도보다 적어도 5-배 더 강

한 결합 친화도로 서열번호 1의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 결합함;

e) 서열번호 15의 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변 영역 및 서열번호 16의 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변 영

역을 포함하는 항체와 NOTUM에 대한 결합을 위해 경쟁함;

f) 서열번호 23의 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변 영역 및 서열번호 24의 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변 영

역을 포함하는 항체와 NOTUM에 대한 결합을 위해 경쟁함;

g) 서열번호 31의 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변 영역 및 서열번호 32의 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변 영
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역을 포함하는 항체와 NOTUM에 대한 결합을 위해 경쟁함;

h) 서열번호 39의 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변 영역 및 서열번호 40의 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변 영

역을 포함하는 항체와 NOTUM에 대한 결합을 위해 경쟁함; 

i) 서열번호 55의 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변 영역 및 서열번호 56의 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변 영

역을 포함하는 항체와 NOTUM에 대한 결합을 위해 경쟁함.

청구항 7 

제 1 항 내지 제 6 항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항체는 마우스 항체, 키메라 항체, 인간화된 항체 및 인간

항체로부터 선택되는 것인 단클론성 항체.

청구항 8 

제 1 항 내지 제 7 항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항체는 중쇄 가변 영역 및 경쇄 가변 영역을 포함하되:

a)  상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 17의 아미노산 서열을 갖는 CDR1,  서열번호 18의 아미노산 서열을 갖는

CDR2 및 서열번호 19의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 상기 경쇄 가변 영역은 서열번호 20의 아미노산

서열을 갖는 CDR1, 서열번호 21의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 22의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을

포함하거나; 또는

b)  상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 25의 아미노산 서열을 갖는 CDR1,  서열번호 26의 아미노산 서열을 갖는

CDR2 및 서열번호 27의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 상기 경쇄 가변 영역은 서열번호 28의 아미노산

서열을 갖는 CDR1, 서열번호 29의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 30의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을

포함하거나; 또는

c)  상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 33의 아미노산 서열을 갖는 CDR1,  서열번호 34의 아미노산 서열을 갖는

CDR2 및 서열번호 35의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 상기 경쇄 가변 영역은 서열번호 36의 아미노산

서열을 갖는 CDR1, 서열번호 37의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 38의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을

포함하거나; 또는

d)  상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 41의 아미노산 서열을 갖는 CDR1,  서열번호 42의 아미노산 서열을 갖는

CDR2 및 서열번호 43의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 상기 경쇄 가변 영역은 서열번호 44의 아미노산

서열을 갖는 CDR1, 서열번호 45의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 46의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을

포함하거나; 또는 

e)  상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 57의 아미노산 서열을 갖는 CDR1,  서열번호 58의 아미노산 서열을 갖는

CDR2 및 서열번호 59의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 상기 경쇄 가변 영역은 서열번호 60의 아미노산

서열을 갖는 CDR1, 서열번호 61의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 62의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을

포함하는 것인 단클론성 항체.

청구항 9 

제 8 항에 있어서,

a) 제 8 항의 (a) 에 기재된 항체에서, 상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 15의 아미노산 서열을 포함하고, 상기

경쇄 가변 영역은 서열번호 16의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 71의 아미

노산 서열을 포함하고, 상기 경쇄 가변 영역은 서열번호 73의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 상기 중쇄는

서열번호 72의 아미노산 서열을 포함하고, 상기 경쇄는 서열번호 74의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는

b) 제 8 항의 (b) 에 기재된 항체에서, 상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 23의 아미노산 서열을 포함하고, 상기

경쇄 가변 영역은 서열번호 24의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 75의 아미

노산 서열을 포함하고, 상기 경쇄 가변 영역은 서열번호 77의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 상기 중쇄는

서열번호 76의 아미노산 서열을 포함하고, 상기 경쇄는 서열번호 78의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는

c) 제 8 항의 (c) 에 기재된 항체에서, 상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 31의 아미노산 서열을 포함하고, 상기

경쇄 가변 영역은 서열번호 32의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 79의 아미

노산 서열을 포함하고, 상기 경쇄 가변 영역은 서열번호 81의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 상기 중쇄는
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서열번호 80의 아미노산 서열을 포함하고, 상기 경쇄는 서열번호 82의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는

d) 제 8 항의 (d) 에 기재된 항체에서, 상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 39의 아미노산 서열을 포함하고, 상기

경쇄 가변 영역은 서열번호 40의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 67의 아미

노산 서열을 포함하고, 상기 경쇄 가변 영역은 서열번호 69의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 상기 중쇄는

서열번호 68의 아미노산 서열을 포함하고, 상기 경쇄는 서열번호 70의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는

e) 제 8 항의 (e) 에 기재된 항체에서, 상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 55의 아미노산 서열을 포함하고, 상기

경쇄 가변 영역은 서열번호 56의 아미노산 서열을 포함하는 것인 단클론성 항체.

청구항 10 

인간 노텀 펙틴아세틸에스터라제(NOTUM)에 결합되고, NOTUM 중 적어도 하나의 활성을 중화시키는 단클론성 항체

로서, 상기 항체는 중쇄 가변 영역 및 경쇄 가변 영역을 포함하되:

a)  상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 41의 아미노산 서열을 갖는 CDR1,  서열번호 42의 아미노산 서열을 갖는

CDR2 및 서열번호 43의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 상기 경쇄 가변 영역은 서열번호 44의 아미노산

서열을 갖는 CDR1, 서열번호 45의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 46의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을

포함하거나; 또는 

b)  상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 57의 아미노산 서열을 갖는 CDR1,  서열번호 58의 아미노산 서열을 갖는

CDR2 및 서열번호 59의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 상기 경쇄 가변 영역은 서열번호 60의 아미노산

서열을 갖는 CDR1, 서열번호 61의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 62의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을

포함하는 것인 단클론성 항체.

청구항 11 

제 10 항에 있어서,

a) 제 10 항의 (a) 에 기재된 항체에서, 상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 39의 아미노산 서열을 포함하고, 상기

경쇄 가변 영역은 서열번호 40의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 67의 아미

노산 서열을 포함하고, 상기 경쇄 가변 영역은 서열번호 69의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 상기 중쇄는

서열번호 68의 아미노산 서열을 포함하고, 상기 경쇄는 서열번호 70의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는

b) 제 10 항의 (b) 에 기재된 항체에서, 상기 중쇄 가변 영역은 서열번호 55의 아미노산 서열을 포함하고, 상기

경쇄 가변 영역은 서열번호 56의 아미노산 서열을 포함하는 것인 단클론성 항체.

청구항 12 

제 10 항 또는 제 11 항에 따른 항체를 포함하는, 약제학적 조성물.

청구항 13 

제 10 항 또는 제 11 항에 따른 항체의 중쇄 또는 경쇄 각각을 암호화하는 제1 및 제2 폴리뉴클레오타이드 서열

을 포함하는 핵산 분자.

청구항 14 

제 13 항에 따른 핵산 분자를 포함하는 숙주 세포.

청구항 15 

상기 항체를 발현시키기에 충분한 조건 하에 제 14 항에 따른 숙주 세포를 인큐베이션시키는 단계를 포함하는,

제 10 항 또는 제 11 항에 따른 항체를 생성하는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 출원은 2010년 11월 24일 출원된 미국가특허 출원 제61/416,927호의 우선권을 주장하며, 이 기초출원은 본[0001]
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명세서에 임의의 목적을 위하여 전문이 참조로서 포함된다.

본 발명의 기술분야[0002]

본 발명은 노텀 펙틴아세틸에스터라제(Notum Pectinacetylesterase)의 항체 억제제, 그것을 포함하는 조성물 및[0003]

그것의 사용방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

뼈 건강은 뼈 형성 골아세포 및 뼈 흡수 파골세포의 공동 작용 활동에 의존한다. "골 전환(Bone turnover)은 이[0004]

들 동화 작용과 이화 세포 작용 사이의 균형에 영향을 미치며, 성숙 골격이 손상되었을 때 그 자체를 보수할 수

있고, 칼슘 및 인과 같은 무기염의 순환으로 방출에 의해 그것의 내분비 기능을 지탱할 수 있다는 것을 보장한

다" 문헌[Allen, J.G. et al., J. Med. Chem., 53 (June 10, 2010), pp. 4332-4353, 4332]. 다수의 질병 상태

는 증가되거나 또는 감소된 뼈 질량 또는 뼈 품질의 변화에서 초래되는 이 균형을 변경한다. 뼈 무기염 밀도의

점진적 손실은 골감소증으로서 알려져 있으며; 중증의 뼈 손실은 골다공증으로서 알려져 있다. 상기와 동일한

문헌 참조.

골다공증의 치료 및 예방을 위한 치료의 현재 표준은 경구, 소분자 골흡수 억제제의 비스포스포네이트를 이용한[0005]

다. 상기와 동일한 문헌 4333에서, 졸레드론산, 랄록시펜, 칼슘 및 비타민 D 보충물은 또한 골다공증 치료에서

전형적으로 사용된다. 상기 문헌과 동일. 골흡수 억제제가 뼈 손실을 방지할 수 있지만, 동화 작용제(agent)는

"더 큰 정도로 뼈 질량을 증가시킬 수 있고, 또한 뼈 품질을 개선시키는 능력을 가지며, 뼈 강도를 증가시킨

다." 문헌[Guo, H., et al., J. Med. Chem., 53 (February 25, 2010), pp. 1819-1829, 1819]. 미국에서, 인간

PTH는 유일한 FDA-승인된 동화작용제이다. 상기와 동일한 문헌; Allen의 4333을 참조한다. "골다공증 치료를 위

하여 이용가능한 동화작용제의 결핍 때문에, 비독성이며, 비용-효과적이고 투여가 용이한 질병을 치료하기 위한

소분자 화합물을 개발하는 것에 긴급한 필요가 있다. 상기와 동일한 문헌 Guo의 1819 참조.

"골흡수억제 치료와 비교하여 뼈 형성을 자극하는 약리학적 작용제의 개발은 덜 진전되었지만, 골아세포 작용을[0006]

가능하게 하는 것으로 알려진 몇몇 경로가 있다" Allen의 4338을 참조. 이들 경로는 뼈 형태형성 단백질, 형질

전환성장인자  β,  부갑상선  호르몬,  인슐린-유사  성장  인자,  섬유아세포  증식인자  및  날개가  없는  유형

(wingless-type)의 MMTV 통합 부위(WNT) 신호처리를 포함한다. 상기와 동일한 문헌에서, Guo 및 공동연구자는

최근에 이들 경로 중 첫 번째에 관한 결과를 보고하였다. Guo, 상기 참조. 특히, 그들은 특정 치환된 벤조티오

펜 및 벤조푸란 화합물이 마우스 및 래트에서 뼈 형태형성 단백질 2 발현을 향상시킨다는 것을 보고하였다. 전

하는 바에 의하면 2가지의 화합물은 생체내 뼈 형성 및 소주(trabecular) 연결성 복원을 자극한다. 상기와 동일

한 문헌의 1819 참조.

다른 이들 경로는 WNT 경로인데, 이는 다양한 발달 및 재생 과정에 연루된다. Allen에서 4340. 그러나 경로는[0007]

복합적이며, 그것에 대해서와 그것의 성분이 뼈에 영향을 미치는 것에 대해서는 불명확하게 남아있다. 예를 들

어, LRP-5(이것의 돌연변이는 인간에서 증가된 뼈 질량과 관련됨) 및 β-카테닌(이것의 정규 WNT 신호처리가 발

생하는 것을 통해)은 "뼈 질량의 제어에 대해 WNT 신호처리를 통해 직접 연결되지 않을 수 있다"는 것이 시사되

었다. 상기와 동일한 문헌 참조.

유전자  발현  데이터의  최근의  분석은  WNT  신호처리의  새로운  표적의  확인을  유발하였다.  예를  들어,  문헌[0008]

[Torisu, Y., et al., Cancer Sci., 99(6):1139-1146, 1143 (2008)]을 참조한다. 하나의 이러한 표적은 노텀

펙틴아세틸에스터라제이며, 또한 NOTUM 및 LOC174111로서 공지되어 있다.

발명의 내용

일부 실시형태에서, 인간 노텀 펙틴아세틸에스터라제(NOTUM)에 결합하고, NOTUM 중 적어도 하나의 활성을 중화[0009]

시키는 단클론성 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, 항체는 마우스 NOTUM, 기니아 피그 NOTUM, 사이노몰구스

원숭이(cynomolgus  monkey)  NOTUM  및  붉은털원숭이  NOTUM으로부터  선택된  NOTUM에  결합된다.  일부

실시형태에서,  항체는  시험관내  트라이소듐  8-옥타노일옥시파이렌-1,3,6-트라이설포네이트(OPTS)  분석에서

NOTUM 활성을 감소시키고, 시험관내 Wnt 신호처리 분석에서 NOTUM 활성을 감소시키는 것으로부터 선택된 적어도

하나의 활성을 가진다. 일부 실시형태에서, 항체는 생체내 혈청 PINP 수준을 증가시키고, 생체내 뼈 무기염 밀

도를 증가시키며, 생체내 골간 대퇴골 피질 두께를 증가시키고, 생체내 골간 대퇴골 뼈 면적을 증가시키며, 생

체내 골간 상완골 피질 두께를 증가시키고, 생체내 내부피질(endocortical) 뼈 형성을 증가시키며, 생체내 LV5

척추체에서 피질 뼈 용적의 비율을 증가시키고, 생체내 대퇴경부 전체 용적에 대한 대퇴경부 뼈 용적의 비율을
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증가시키는 것으로부터 선택된 적어도 하나의 활성을 가진다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 결합하는 항체는 50

nM 미만, 20 nM 미만 또는 10 nM 미만의 KD를 갖는 서열번호 1의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 결합된

다.

일부 실시형태에서, 항체는 하기로부터 선택된 적어도 하나의 결합 특징을 가진다: a) 서열번호 84의 아미노산[0010]

서열을 갖는 폴리펩타이드에 대한 항체의 결합 친화도보다 적어도 5-배 더 강한 결합 친화도로 서열번호 83의

아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 결합함; b) 서열번호 86의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 대한 항

체의 결합 친화도보다 적어도 5-배 더 강한 결합 친화도로 서열번호 85의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에

결합함; c) 서열번호 94의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 대한 항체의 결합 친화도보다 적어도 5-배 더

강한 결합 친화도로 서열번호 1의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 결합함; d) 서열번호 99의 아미노산 서

열을 갖는 폴리펩타이드에 대한 항체의 결합 친화도보다 적어도 5-배 더 강한 결합 친화도로 서열번호 1의 아미

노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 결합함; e) 서열번호 2의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 대한 항체의

결합 친화도보다 적어도 5-배 더 강한 결합 친화도로 서열번호 95의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드에 결합

함; f) 서열번호 7의 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변 영역 및 서열번호 8의 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변

영역을 포함하는 항체와 NOTUM에 대한 결합을 위해 경쟁함; g) 서열번호 15의 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변

영역 및 서열번호 16의 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변 영역을 포함하는 항체와 NOTUM에 대한 결합을 위해 경

쟁함; h) 서열번호 23의 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변 영역 및 서열번호 24의 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가

변 영역을 포함하는 항체와 NOTUM에 대한 결합을 위해 경쟁함; i) 서열번호 31의 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가

변 영역 및 서열번호 32의 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변 영역을 포함하는 항체와 NOTUM에 대한 결합을 위해

경쟁함; j) 서열번호 39의 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변 영역 및 서열번호 40의 아미노산 서열을 갖는 경쇄

가변 영역을 포함하는 항체와 NOTUM에 대한 결합을 위해 경쟁함; k) 서열번호 47의 아미노산 서열을 갖는 중쇄

가변 영역 및 서열번호 48의 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변 영역을 포함하는 항체와 NOTUM에 대한 결합을 위

해 경쟁함; 및 l) 서열번호 55의 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변 영역 및 서열번호 56의 아미노산 서열을 갖는

경쇄 가변 영역을 포함하는 항체와 NOTUM에 대한 결합을 위해 경쟁함.

일부 실시형태에서, 항체는 마우스 항체, 키메라 항체, 인간화된 항체 및 인간 항체로부터 선택된다.[0011]

일부 실시형태에서, NOTUM에 결합되는 항체는 중쇄 및 경쇄를 포함하되, 해당 중쇄는 하기로부터 선택되는 적어[0012]

도 하나의 CDR을 포함한다: a) 서열번호 9, 17, 25, 33, 41, 49 및 90으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하

는 CDR1; b) 서열번호 10, 18, 26, 34, 42 및 50으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 CDR2; 및 c) 서열

번호 11, 19, 27, 35, 43, 51 및 91로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 CDR3. 일부 실시형태에서, 중쇄는

CDR1, CDR2 및 CDR3을 포함하는 세트를 포함하되, 해당 세트는 하기로부터 선택된다: a) 서열번호 9의 아미노산

서열을 갖는 CDR1, 서열번호 10의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 11의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을

포함하는 세트; b) 서열번호 90의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 18의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서

열번호 91의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 세트; c) 서열번호 17의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열

번호 18의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 19의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 세트; d) 서열

번호 90의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 26의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 27의 아미노산

서열을 갖는 CDR3을 포함하는 세트; e) 서열번호 25의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 26의 아미노산 서

열을 갖는 CDR2 및 서열번호 27의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 세트; f) 서열번호 90의 아미노산 서

열을 갖는 CDR1, 서열번호 34의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 91의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포

함하는 세트; g) 서열번호 33의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 34의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열

번호 35의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 세트; h) 서열번호 41의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번

호 42의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 43의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 세트; i) 서열번

호 49의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 50의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 51의 아미노산 서

열을 갖는 CDR3을 포함하는 세트; 및 j) 서열번호 57의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 58의 아미노산 서

열을 갖는 CDR2 및 서열번호 59의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 세트. 일부 실시형태에서, 중쇄는 서

열번호 7, 15, 23, 31, 39, 47, 63, 67, 71, 75 및 79로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 영역

을 포함한다.

일부 실시형태에서, NOTUM에 결합되는 항체는 중쇄 및 경쇄를 포함하되, 경쇄는 하기로부터 선택되는 적어도 하[0013]

나의 CDR을 포함한다: a)  서열번호 12,  20,  28,  36,  44,  52  및 92로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는

CDR1; b) 서열번호 13, 21, 29, 37, 45, 53, 61 및 93로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 CDR2; 및 c) 서

열번호 14, 22, 30, 38, 46, 54 및 62로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 CDR3. 일부 실시형태에서, 경쇄
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는 CDR1, CDR2 및 CDR3를 포함하는 세트를 포함하되, 해당 세트는 하기로부터 선택된다: a) 서열번호 12의 아미

노산 서열을 갖는 CDR1,  서열번호 13의 아미노산 서열을 갖는 CDR2  및 서열번호 14의 아미노산 서열을 갖는

CDR3을 포함하는 세트; b)  서열번호 92의 아미노산 서열을 갖는 CDR1,  서열번호 93의 아미노산 서열을 갖는

CDR2 및 서열번호 22의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 세트; c) 서열번호 20의 아미노산 서열을 갖는

CDR1,  서열번호 21의 아미노산 서열을 갖는 CDR2  및 서열번호 22의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는

세트; d) 서열번호 92의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 93의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 30

의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 세트; e) 서열번호 28의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 29의

아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 30의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 세트; f) 서열번호 92의

아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 93의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 38의 아미노산 서열을 갖는

CDR3을 포함하는 세트; g)  서열번호 36의 아미노산 서열을 갖는 CDR1,  서열번호 37의 아미노산 서열을 갖는

CDR2 및 서열번호 38의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 세트; h) 서열번호 44의 아미노산 서열을 갖는

CDR1,  서열번호 45의 아미노산 서열을 갖는 CDR2  및 서열번호 46의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는

세트; i) 서열번호 52의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 53의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 54

의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 세트; 및 j) 서열번호 60의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 61

의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 62의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 세트. 일부 실시형태에

서, 경쇄는 서열번호 8, 16, 24, 32, 40, 48, 56, 65, 69, 73, 77 및 81로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하

는 경쇄 가변 영역을 포함한다.

일부 실시형태에서, NOTUM에 결합되는 항체는 중쇄 가변 영역 및 경쇄 가변 영역을 포함하되: a) 중쇄 가변 영[0014]

역은 서열번호 9의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 10의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 11의 아

미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 경쇄 가변 영역은 서열번호 12의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호

13의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 14의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하거나; 또는 b) 중쇄 가

변 영역은 서열번호 90의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 18의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호

91의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 경쇄 가변 영역은 서열번호 92의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서

열번호 93의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 22의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하거나; 또는 c)

중쇄 가변 영역은 서열번호 17의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 18의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서

열번호 19의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 경쇄 가변 영역은 서열번호 20의 아미노산 서열을 갖는

CDR1, 서열번호 21의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 22의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하거나;

또는 d)  중쇄 가변 영역은 서열번호 90의 아미노산 서열을 갖는 CDR1,  서열번호 26의 아미노산 서열을 갖는

CDR2 및 서열번호 27의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 경쇄 가변 영역은 서열번호 92의 아미노산 서열

을 갖는 CDR1, 서열번호 93의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 30의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함

하거나; 또는 e) 중쇄 가변 영역은 서열번호 25의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 26의 아미노산 서열을

갖는 CDR2 및 서열번호 27의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 경쇄 가변 영역은 서열번호 28의 아미노산

서열을 갖는 CDR1, 서열번호 29의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 30의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을

포함하거나; 또는 f) 중쇄 가변 영역은 서열번호 90의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 34의 아미노산 서

열을 갖는 CDR2 및 서열번호 91의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 경쇄 가변 영역은 서열번호 92의 아

미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 93의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 38의 아미노산 서열을 갖는

CDR3을 포함하거나; 또는 g) 중쇄 가변 영역은 서열번호 33의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 34의 아미

노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 35의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 경쇄 가변 영역은 서열번호

36의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 37의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 38의 아미노산 서열을

갖는 CDR3을 포함하거나; 또는 h) 중쇄 가변 영역은 서열번호 41의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 42의

아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 43의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 경쇄 가변 영역은 서열번

호 44의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 45의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 46의 아미노산 서

열을 갖는 CDR3을 포함하거나; 또는 i) 중쇄 가변 영역은 서열번호 49의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호

50의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 51의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 경쇄 가변 영역은

서열번호 52의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 53의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 54의 아미노

산 서열을 갖는 CDR3을 포함하거나; 또는 j) 중쇄 가변 영역은 서열번호 57의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열

번호 58의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 59의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하며, 경쇄 가변 영

역은 서열번호 60의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 61의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 62의

아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함한다.

일부 실시형태에서, NOTUM에 결합되는 항체는 중쇄 가변 영역 및 경쇄 가변 영역을 포함하되, a) 중쇄 가변 영[0015]
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역은 서열번호 7의 아미노산 서열을 포함하고, 경쇄 가변 영역은 서열번호 8의 아미노산 서열을 포함하거나; 또

는 b) 중쇄 가변 영역은 서열번호 15의 아미노산 서열을 포함하고, 경쇄 가변 영역은 서열번호 16의 아미노산

서열을 포함하거나; 또는 c) 중쇄 가변 영역은 서열번호 71의 아미노산 서열을 포함하고, 경쇄 가변 영역은 서

열번호 73의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 d) 중쇄 가변 영역은 서열번호 72의 아미노산 서열을 포함하고,

경쇄 가변 영역은 서열번호 74의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 e) 중쇄 가변 영역은 서열번호 23의 아미노

산 서열을 포함하고, 경쇄 가변 영역은 서열번호 24의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 f) 중쇄 가변 영역은

서열번호 75의 아미노산 서열을 포함하고, 경쇄 가변 영역은 서열번호 77의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는

g) 중쇄 가변 영역은 서열번호 76의 아미노산 서열을 포함하고, 경쇄 가변 영역은 서열번호 78의 아미노산 서열

을 포함하거나; 또는 h) 중쇄 가변 영역은 서열번호 31의 아미노산 서열을 포함하고, 경쇄 가변 영역은 서열번

호 32의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 i) 중쇄 가변 영역은 서열번호 79의 아미노산 서열을 포함하고, 경

쇄 가변 영역은 서열번호 81의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 j) 중쇄 가변 영역은 서열번호 80의 아미노산

서열을 포함하고, 경쇄 가변 영역은 서열번호 82의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 k) 중쇄 가변 영역은 서

열번호 39의 아미노산 서열을 포함하고, 경쇄 가변 영역은 서열번호 40의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 l)

중쇄 가변 영역은 서열번호 67의 아미노산 서열을 포함하고, 경쇄 가변 영역은 서열번호 69의 아미노산 서열을

포함하거나; 또는 m) 중쇄 가변 영역은 서열번호 68의 아미노산 서열을 포함하고, 경쇄 가변 영역은 서열번호

70의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 n) 중쇄 가변 영역은 서열번호 47의 아미노산 서열을 포함하고, 경쇄

가변 영역은 서열번호 48의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 o) 중쇄 가변 영역은 서열번호 55의 아미노산 서

열을 포함하고, 경쇄 가변 영역은 서열번호 56의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 p) 중쇄 가변 영역은 서열

번호 63의 아미노산 서열을 포함하고, 경쇄 가변 영역은 서열번호 65의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는 q)

중쇄 가변 영역은 서열번호 64의 아미노산 서열을 포함하고, 경쇄 가변 영역은 서열번호 66의 아미노산 서열을

포함한다.

일부 실시형태에서, NOTUM에 결합되고, NOTUM 중 적어도 하나의 활성을 중화시키는 항체의 중쇄 또는 경쇄를 암[0016]

호화하는 폴리뉴클레오타이드 서열을 포함하는 핵산 분자가 제공된다. 일부 실시형태에서, 핵산 분자는 중쇄를

암호화하는 제1 폴리뉴클레오타이드 서열, 및 경쇄를 암호화하는 제2 폴리뉴클레오타이드 서열을 포함한다. 일

부 실시형태에서, 핵산 분자는 벡터이다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 결합되고 NOTUM의 적어도 하나의 활성을

중화시키는 항체의 중쇄 또는 경쇄를 암호화하는 폴리뉴클레오타이드 서열을 포함하는 핵산 분자를 포함하는 숙

주 세포가 제공된다. 일부 실시형태에서, 중쇄를 암호화하는 제1 폴리뉴클레오타이드 서열 및 경쇄를 암호화하

는 제2 폴리뉴클레오타이드 서열을 포함하는 핵산 분자를 포함하는 숙주 세포가 제공된다. 일부 실시형태에서,

숙주 세포는 중쇄를 암호화하는 폴리뉴클레오타이드를 포함하는 제1 핵산 분자 및 경쇄를 암호화하는 폴리뉴클

레오타이드 서열을 포함하는 제2 핵산 분자를 포함한다. 일부 실시형태에서, 항체를 발현시키기에 충분한 조건

하에서 숙주 세포를 인큐베이션하는 단계를 포함하는, NOTUM에 결합되고, NOTUM의 적어도 하나의 활성을 중화시

키는 항체의 생성방법이 제공된다.

일부 실시형태에서, NOTUM에 결합되고, NOTUM의 적어도 하나의 활성을 중화시키는 항체를 포함하는 약제학적 조[0017]

성물이 제공된다. 일부 실시형태에서, 약제학적 조성물의 유효량을 투여하는 단계를 포함하는, 환자에서 내부피

질 뼈 형성을 자극하기 위한 방법이 제공된다. 일부 실시형태에서, 약제학적 조성물의 유효량을 투여하는 단계

를 포함하는, 환자에서 뼈 손실을 특징으로 하는 질병 또는 장애를 치료하고, 관리하거나 또는 예방하는 방법이

제공된다. 일부 실시형태에서, 질병 또는 장애는 골다공증이다. 일부 실시형태에서, 약제학적 조성물을 포함하

는 단위 투약형태가 제공된다.

도면의 간단한 설명

도 1은 NOTUM 동형 접합적 녹아웃 마우스(NOTUM homozygous knockout mice, "HOM")에서 다양한 뼈 부위의 피질[0018]

두께와 그것의 야생형 한배새끼("WT")에서 다양한 뼈 부위의 피질 두께 간의 차이의 그래프 표현을 제공하는 도

면;

도 2는 NOTUM 동형 접합적 녹아웃 마우스와 이형 접합적(heterozygous, "HET") 녹아웃 마우스 둘 다에서 그것의

야생형 한배새끼와 비교하여 관찰된 피질 뼈 두께 증가의 그래프 표현을 제공하는 도면;

도 3은 수컷 NOTUM 동형 접합적 녹아웃 마우스와 이형 접합적 녹아웃 마우스 및 그것의 야생형 한배새끼의 뼈

상에서 수행된 대퇴골 파괴 강도 및 척추 압박 시험으로부터 얻은 결과의 그래프 표현을 제공하는 도면;

도 4는 암컷 NOTUM 동형 접합적 녹아웃 마우스와 이형 접합적 녹아웃 마우스 및 그것의 야생형 한배새끼의 뼈
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상에서 수행된 대퇴골 파괴 강도 및 척추 압박 시험으로부터 얻은 결과의 그래프 표현을 제공하는 도면;

도 5는 특정 인간/마우스 키메라 단백질의 그래프 표현을 제공하는 도면으로, 이는 실시예 6.7에 기재되는 바와

같이, Bin 1의 NOTUM 중화 항체의 결합에 수반되는 것으로 나타난 영역을 표시함;

도 6은 실시예 6.9.1에 기재되는 바와 같이 MAb 2.1029 또는 MAb 2.78의 투여 8주 후 마우스에서 얻은 골간 대

퇴골 피질 두께 측정의 그래프 표현을 제공하는 도면;

도 7은 실시예 6.9.2에 기재되는 바와 같이 MAb 2.1029의 다양한 투약량의 투여 4주 후, 마우스에서 얻은 골간

대퇴골 피질 두께 측정의 그래프 표현을 제공하는 도면;

도 8은 실시예 6.9.3에 기재되는 바와 같이 MAb 2.78b의 다양한 투약량의 투여 4주 후, 마우스에서 얻은 골간

대퇴골 피질 두께 측정의 그래프 표현을 제공하는 도면으로, 도 8A는 MAb 2.78b의 3㎎/㎏, 10㎎/㎏ 및 30㎎/㎏

투약량을 나타내고, 도 8B는 MAb 2.78b의 0.3㎎/㎏, 1㎎/㎏ 및 3㎎/㎏ 투약량을 나타냄;

도 9는 실시예 6.9.4에 기재되는 바와 같이, 졸레드로네이트의 사전처리와 함께 및 사전처리 없이 MAb 2.78b의

투여 4주 후 마우스에서 얻은 골간 대퇴골 피질 두께 측정(A) 및 혈청 PINP 수준 (B)의 그래프 표현을 제공하는

도면;

도 10은 실시예 6.9.5에 기재되는 바와 같이, MAb 2.78a의 투여 4주 후 마우스에서 얻은 골간 대퇴골 피질 두께

측정의 그래프 표현을 제공하는 도면;

도 11은 실시예 6.9.6에 기재되는 바와 같이, MAb 2.78a의 투여 12주 후 마우스에서 얻은 골간 대퇴골 피질 두

께 측정 (A) 및 골간 상완골 피질 두께 측정 (B)의 그래프 표현을 제공하는 도면;

도 12는 실시예 6.9.6에 기재되는 바와 같이, MAb 2.78a의 투여 24주 후 마우스에서 얻은 골간 대퇴골 피질 두

께 측정 (a), 골간 상완골 피질 두께 측정 (b) 및 9번째 갈비뼈 피질 두께 (c)의 그래프 표현을 제공하는 도면;

도 13은 실시예 6.10.3에 기재되는 바와 같이, 항체 2.78b 또는 대조군 항체를 중화시키는 NOTUM가 투여된 가짜

수술에서 및 난소절제된 마우스에서 골간 대퇴골 피질 두께 (A) 및 골간 대퇴골 석화된 뼈 면적 (B)의 그래프

표현을 제공하는 도면;

도 14는 실시예 6.10.3에 기재되는 바와 같이, 항체 2.78b 또는 대조군 항체를 중화시키는 NOTUM가 투여된 가짜

수술에서 및 난소절제된 마우스에서 전체 용적에 대한 뼈 용적의 LV5 척추체의 비율 (A), 전체 용적에 대한 피

질 뼈 용적의 LV5 척추체의 비율 (B), 전체 용적에 대한 소주 뼈 용적의 LV5 척추체의 비율 (C)의 그래프 표현

을 제공하는 도면;

도 15는 실시예 6.10.3에 기재되는 바와 같이, 항체 2.78b 또는 대조군 항체를 중화시키는 NOTUM가 투여된 가짜

수술에서 및 난소절제된 마우스에서 전체 용적에 대한 대퇴경부 뼈 용적 비율의 그래프 표현을 제공하는 도면;

도 16는 실시예 6.10.4에 기재되는 바와 같이, 항체 2.78b 또는 대조군 항체를 중화시키는 NOTUM가 투여된 가짜

수술에서 및 난소절제된 마우스에서 칼세인, 알리자린 및 테트라사이클린으로 표지한 골간 대퇴골 횡단면의 내

부피질 표면의 백분율의 그래프 표현을 제공하는 도면;

도 17은 실시예 6.10.4에 기재되는 바와 같이, 항체 2.78b 또는 대조군 항체를 중화시키는 NOTUM가 투여된 가짜

수술에서 및 난소절제된 마우스에서 무기염 부가율 (A) 및 용적-관련 뼈 형성률(B)의 그래프 표현을 제공하는

도면.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 NOTUM의 억제가 내부피질 뼈 형성에 영향을 미칠 수 있다는 발견에 부분적으로 기반한다. 본 발명의[0019]

특정 양태는 NOTUM을 억제하는 항체의 발생에서 기능적 NOTUM 유전자("녹아웃 마우스")가 결여된 마우스의 연구

에 기반하며, 이러한 항체가 마우스 및 래트에서 피질 뼈 형성을 자극하기 위하여 사용될 수 있다는 발견에 기

반한다.

본 명세서에 사용된 표제 부분은 단지 조직적 목적을 위한 것이며, 기재된 대상을 제한하는 것으로 해석되어서[0020]

는 안 된다. 특허, 특허출원, 기사, 교재 및 논문을 포함하는 본 출원에 인용된 모든 문헌 또는 문헌의 부분은

임의의 목적을 위해 본 명세서에 그것의 전문이 참조로서 명확하게 포함된다. 포함된 문헌 및 유사한 자료 중

하나 이상이 본 출원의 용어 정의와 모순되는 경우에는, 본 출원에 따른다.
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5.1.정의[0021]

본 명세서에서 사용되는 용어 "항체"는 무결함 항체 또는 항원 결합을 위한 무결함 항체와 경쟁하는 항체의 단[0022]

편을 지칭한다. 항체 단편은, 이에 제한되는 것은 아니지만, Fab, Fab', F(ab')2, Fv, scFv, Fd, 다이아바디 및

무결함 항체의 가변 영역의 적어도 일부를 보유하는 다른 항체 단편을 포함한다. 예를 들어, 문헌[Hudson et

al. (2003) Nat. Med. 9:129-134]을 참조한다. 일부 실시형태에서, 항체 단편은 무결함 항체의 효소 또는 화학

적 절단에 의해 생성된다. 일부 실시형태에서, 항체 단편은 재조합 DNA 기법에 의해 생성된다.

용어 "항원-결합 부위"는 특이적으로 항원과 결합할 수 있는 항체의 부분을 지칭한다. 일부 실시형태에서, 항원[0023]

결합 부위는 하나 이상의 항체 가변 영역에 의해 제공된다.

용어  "결합  친화도"는  항체가  항원과  결합하는  강도의  정성적  또는  정량적  결정을  지칭한다.  일부[0024]

실시형태에서, 결합 친화도는 항원에 대한 항체의 해리 상수(KD)이다. 일부 실시형태에서, 항원에 대한 항체의

결합 친화도는 예컨대 항원에 대한 상이한 항체의 결합 친화도에 대해, 또는 상이한 항원에 대해 동일한 항체의

결합 친화도에 대해(예컨대 그것의 아미노산 서열에서 하나 이상의 변화를 갖는 항원) 정성적으로 결정된다. 제

1 항원에 대한 항체의 결합 친화도는, 예를 들어 제1 항원에 대한 항체의 KD가 제2 항원에 대한 항체의 KD보다

더 낮을 때, 제2 항원에 대한 그것의 친화도보다 "더 강한" 것으로 고려된다. 일부 실시형태에서, 제1항원에 대

한 항체의 KD가 제2 항원에 대한 항체의 KD보다 적어도 1.5-배, 적어도 2-배, 적어도 3-배, 적어도 5-배 또는 적

어도 10-배일 때, 제1 항원에 대한 항체의 결합 친화도는 "더 강한" 것으로 고려된다. 반대로, 예를 들어 제1

항원에 대한 항체의 KD가 제2 항원에 대한 항체의 KD보다 더 클 때, 제1 항원에 대한 항체의 결합 친화도는 제2

항원에 대한 그것의 친화도보다 "더 약한" 것으로 고려된다. 일부 실시형태에서, 제1 항원에 대한 항체의 KD가

제2 항원에 대한 항체의 KD보다 적어도 1.5-배, 적어도 2-배, 적어도 3-배, 적어도 5-배 또는 적어도 10-배일

때, 제1 항원에 대한 항체의 결합 친화도는 "더 약한" 것으로 고려된다.

"키메라" 항체는 적어도 2개의 상이한 공급원으로부터 성분으로 만들어진 항체를 지칭한다. 일부 실시형태에서,[0025]

키메라 항체는 다른 분자, 예를 들어 제2 종으로부터 유래된 항체의 일부에 융합된 제1 종으로부터 유래된 항체

의 일부를 포함한다. 일부 이러한 실시형태에서, 키메라 항체는 인간으로부터 유래된 항체의 일부에 융합된 비-

인간 동물로부터 유래된 항체의 일부를 포함한다. 일부 이러한 실시형태에서, 키메라 항체는 인간으로부터 유래

된 항체의 불변 영역에 융합된 비-인간 동물로부터 유래된 항체의 가변 영역의 모두 또는 일부를 포함한다.

용어 "에피토프"는 면역글로뷸린 또는 T-세포 수용체에 특이적으로 결합할 수 있는 임의의 폴리펩타이드 결정소[0026]

를 지칭한다. 일부 실시형태에서, 에피토프는 항체에 의해 특이적으로 결합되는 항원의 영역이다. 일부 실시형

태에서, 에피토프는 아미노산, 당 측쇄, 포스포릴 또는 설포닐 기와 같은 분자의 화학적으로 활성인 표면 기를

포함할 수 있다. 일부 실시형태에서, 에피토프는 특이적 3차원 구조 특징(예를 들어, "입체구조적" 에피토프)

및/또는 특이적 전하 특징을 가질 수 있다.

에피토프는 특정 항체가 양 에피토프에 특이적으로 결합한다면, 다른 에피토프와 "동일한" 것으로 정의된다. 일[0027]

부 실시형태에서, 상이한 1차 아미노산 서열을 갖는 폴리펩타이드는 동일한 에피토프를 포함할 수 있다. 상이한

항체는 그것들이 에피토프와 특이적 결합을 위해 경쟁한다면 동일한 에피토프에 결합하는 것으로 언급된다.

기준 폴리펩타이드의 "단편"은 기준 폴리펩타이드의 임의의 부분으로부터 아미노산의 연속적 신장을 지칭한다.[0028]

단편은 기준 폴리펩타이드의 길이 미만인 임의의 길이일 수 있다. 일부 실시형태에서, 단편은 특정 활성을 가지

거나 또는 특정 에피토프를 함유하는 기준 폴리펩타이드의 임의의 부분으로부터 아미노산의 연속적 신장이다.

용어 "인간 항체"는 인간 항체 서열을 함유하고, 비-인간 동물로부터 항체 서열을 함유하지 않는 단클론성 항체[0029]

를 지칭한다. 일부 실시형태에서, 인간 항체는 천연 항체에서 발견되지 않는 합성 서열을 함유할 수 있다. 해당

용어는 항체가 만들어진 방식에 의해 제한되지 않는다. 예를 들어, 다양한 실시형태에서, 인간 항체는 유전자이

식 마우스에서, 파지 디스플레이에 의해, 인간 B-림프구에 의해 또는 재조합 방법에 의해 만들어질 수 있다.

"인간화된" 항체는 변형되어서 그것이 인간항체에 더 가깝게 매치되는(아미노산 서열에서) 비-인간 항체를 지칭[0030]

한다. 따라서 인간화된 항체는 키메라 항체의 유형이다. 일부 실시형태에서, 비-인간 항체의 가변 영역의 항원

결합 잔기 바깥쪽의 아미노산 잔기는 변형된다. 일부 실시형태에서, 인간화된 항체는 인간 항체의 하나 이상의

상보적 결정 영역(complementarity determining region, CDR)의 모두 또는 일부를 원하는 항원 결합 특이성을

갖는 비-인간 항체와 같은 다른 항체로부터 하나 이상의 CDR의 모두 또는 일부로 대체함으로써 구성된다. 일부
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실시형태에서, 인간화된 항체는 가변 영역을 포함하며, CDR의 모두 또는 실질적으로 모두는 비-인간 항체의 CDR

에 대응되고, 프레임워크 영역(framework region, FR)의 모두 또는 실질적으로 모두는 인간 항체의 FR에 대응된

다. 일부 실시형태에서, 비-인간 항체의 하나 이상의 CDR 내에서 하나 이상의 아미노산은, 예를 들어 친화도 성

숙 과정을 통해 인간화된 항체에서 변화된다. 친화도 성숙의 대표적인 방법은 당업계에 공지되어 있다. 일부 이

러한 실시형태에서, 인간화된 항체는 인간 항체의 불변 영역(Fc)을 추가로 포함한다.

달리 표시되지 않는다면, 용어 "포함한다"는 "포함한다, 그러나 제한되지 않는다"와 동일한 의미를 가지며, 용[0031]

어 "포함하는"은 "포함하지만 제한되지 않는"과 동일한 의미를 가진다. 유사하게, 용어 "예컨대"는 용어 "예컨

대 제한되지 않는"과 동일한 의미를 가진다.

달리 표시되지 않는다면, 용어 "관리하다", "관리하는" 및 "관리"는 질병 또는 장애에 이미 걸린 환자에서 구체[0032]

화된 질병 또는 장애의 재발을 방지하는 것 및/또는 질병 또는 장애에 걸린 환자가 회복중인 시간을 연장시키는

것을 포함한다. 용어는 질병 또는 장애의 역치, 발생 및/또는 지속기간을 조절하거나 또는 질병 또는 장애에 환

자가 반응하는 방법을 변화시키는 것을 포함한다.

용어 "단클론성 항체"는 동일 에피토프에 특이적으로 결합되는 항체의 실질적으로 상동성인 집단으로부터 항체[0033]

를 지칭한다. 일부 실시형태에서, 단클론성 항체는 하이브리도마에 의해 분비된다. 일부 이러한 실시형태에서,

하이브리도마는 당업자에게 공지된 일부 방법에 따라서 생성된다. 예를 들어, 문헌[Kohler and Milstein (1975)

Nature 256: 495 499]을 참조한다. 일부 실시형태에서, 단클론성 항체는 재조합 DNA 방법을 사용하여 생성된다

(예를 들어, 미국특허 제4,816,567호를 참조한다). 일부 실시형태에서, 단클론성 항체는 파지 디스플레이 라이

브러리로부터 분리된 항체 단편을 지칭한다. 예를 들어, 문헌[Clackson et al. (1991) Nature 352: 624 628,

및 Marks et al. (1991) J. Mol. Biol. 222: 581 597]을 참조한다. 다양한 다른 단클론성 항체 생성 기법을 위

해,  예를  들어  문헌[Harlow  and  Lane  (1988)  Antibodies:  A  Laboratory  Manual  (Cold  Spring  Harbor

Laboratory, Cold Spring Harbor, NY)]을 참조한다.

용어 "중화 항체" 또는 "중화하는 항체"는 항체가 특이적으로 결합되는 에피토프를 포함하는 폴리펩타이드의 적[0034]

어도 하나의 활성을 감소시키는 항체를 지칭한다. 일부 실시형태에서, 중화 항체는 시험관내 및/또는 생체내 폴

리펩타이드의 활성을 감소시킨다.

용어 "NOTUM"은 달리 특정되지 않는다면, 인간, 소, 닭, 설치류, 마우스, 래트, 돼지, 양, 영장류, 원숭이 및[0035]

기니아 피그를 포함하는 임의의 척추동물 또는 포유류 공급원으로부터의 아미노산 서열을 갖는 노텀 펙틴아세틸

에스터라제를 지칭한다. 해당 용어는 또한 천연 NOTUM의 적어도 하나의 생체내 또는 시험관내 활성을 유지하는

천연 NOTUM의 단편 및 변이체를 지칭한다. 해당 용어는 NOTUM의 전장 미처리 전구체 형태뿐만 아니라 신호 펩타

이드의 번역 후 절단으로부터 초래되는 성숙 형태 및 단백질 분해 처리의 다른 형태를 포함한다. 일부 실시형태

에서, 전장, 미처리 인간 NOTUM은 서열번호 1에서 제시된 아미노산 서열을 가진다. 일부 실시형태에서, 전장,

미처리 마우스 NOTUM은 서열번호 2에서 제시된 아미노산 서열을 가진다.

용어 "폴리펩타이드", "펩타이드" 및 "단백질"은 아미노산 잔기의 폴리머를 지칭하기 위하여 본 명세서에서 상[0036]

호호환적으로 사용된다. 해당 용어는 자연적으로 발생되는 아미노산을 함유하는 아미노산 폴리머뿐만 아니라 하

나 이상의 아미노산 잔기가 대응하는 자연적으로 발생되는 아미노산의 인공 화학적 유사체인 아미노산 폴리머에

적용된다. 아미노산 폴리머는 임의의 길이를 가질 수 있다. 용어 "천연 폴리펩타이드"는 자연적으로 발생되는

폴리펩타이드를 지칭한다.

달리 표시되지 않는다면, 용어 "예방하다", "예방하는" 및 "예방"은 질병 또는 장애의 중증도를 억제하거나 감[0037]

소시키는, 환자가 구체화된 질병 또는 장애에 걸리기 전 일어나는 작용을 생각한다. 다시 말해서, 해당 용어는

예방을 포함한다.

달리 표시되지 않는다면, 화합물의 "예방적 유효량"은 질병 또는 질환 또는 질병 또는 질환과 관련된 하나 이상[0038]

의 증상을 예방하거나 또는 그것의 재발을 예방하기에 충분한 양이다. 화합물의 "예방적 유효량"은 치료제 단독

으로 또는 다른 작용제와 조합된 양을 의미하는데, 이는 질병의 예방에서 예방적 이점을 제공한다. 용어 "예방

적 유효량"은 전반적으로 예방을 개선시키거나 또는 다른 예방제의 예방적 효능을 향상시키는 양을 포함할 수

있다.

항체는 단백질 및/또는 거대분자의 복합체 혼합물에서 항원을 우선적으로 인식할 때, 항원에 "특이적으로 결합[0039]

한다". 일부 실시형태에서, 항체는 특정 에피토프에 특이적으로 결합되는 항원 결합 부위를 포함한다. 일부 이

러한 실시형태에서, 항체는 상이한 항원이 해당 특정 에피토프를 포함한다면, 상이한 항원에 결합할 수 있다.
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일부 예에서, 예를 들어 상이한 종으로부터의 상동성 단백질은 동일한 에피토프를 포함할 수 있다. 일부 실시형

태에서, 항체는 해리 상수(KD)가 ≤ 1 ㎛일 때, 일부 실시형태에서, 해리 상수가 ≤ 100 nM일 때, 및 일부 실시

형태에서, 해리 상수(KD)가 ≤ 10 nM일 때, 항원에 특이적으로 결합하는 것으로 언급된다.

용어  "피험체"  및  "환자"는  인간과  동물  둘  다를  포함한다.  일부  실시형태에서,  피험체  또는  환자는[0040]

포유류이다. 일부 이러한 실시형태에서, 피험체 또는 환자는 인간이다.

달리 표시되지 않는다면, 화합물의 "치료적 유효량"은 질병 또는 질환의 치료 또는 관리에서 치료적 이점을 제[0041]

공하거나 또는 질병 또는 질환과 관련된 하나 이상의 증상을 최소화하기에 충분한 양이다. 화합물의 "치료적 유

효량"은 치료제 단독으로 또는 다른 치료제와 조합된 양을 의미하는데, 이는 질병 또는 질환의 치료 또는 관리

에서 치료적 이점을 제공한다. 용어 "치료적 유효량"은 전반적인 치료를 개선시키고, 질병 또는 질환의 증상 또

는 원인을 감소시키거나 또는 회피하거나, 또는 다른 치료제의 치료적 효능을 향상시키는 양을 포함할 수 있다.

달리 표시되지 않는다면, 용어 "치료하다", "치료하는" 및 "치료"는 질병 또는 장애의 중증도를 감소시키거나,[0042]

또는 질병 또는 장애의 진행을 지연시키거나 또는 늦추는, 환자가 구체화된 질병 또는 장애에 걸린 동안 일어나

는 작용을 생각한다.

5.2.항체[0043]

5.2.1.대표적인 항체 구조[0044]

천연 항체는 전형적으로 테트라머 구조를 가진다. 테트라머는 2개의 동일한 쌍의 폴리펩타이드 쇄를 전형적으로[0045]

포함하며, 각각의 쌍은 하나의 경쇄(일부 실시형태에서, 약 25 kDa) 및 하나의 중쇄(일부 실시형태에서, 약 50-

70 kDa)를 가진다. 천연 항체에서, 중쇄는 가변 영역인 VH 및 3개의 불변 영역인 CH1, CH2 및 CH3을 포함한다.

VH 도메인으 중쇄의 아미노-말단에 있고, CH3 도메인은 카복시-말단에 있다. 천연 항체에서, 경쇄는 가변 영역

인 VH 및 불변 영역인 CL을 포함한다. 경쇄의 가변 영역은 경쇄의 아미노-말단에 있다. 천연 항체에서, 각 경쇄

/중쇄 쌍의 가변 영역은 전형적으로 항원 결합 부위를 형성한다. 불변 영역은 전형적으로 효과기 기능을 초래한

다.

천연 인간 경쇄는 전형적으로 카파 및 람다 경쇄로서 분류된다. 천연 인간 중쇄는 전형적으로 뮤, 델타, 감마,[0046]

알파 또는 엡실론으로서 분류되며, 각각 IgM, IgD, IgG, IgA 및 IgE로서 항체의 아이소타입을 정한다. IgG는

IgG1, IgG2, IgG3 및 IgG4를 포함하는 하위분류를 가진다. IgM은 IgM1 및 IgM2를 포함하는 하위분류를 가진다.

IgA는 IgA1 및 IgA2를 포함하는 하위분류를 가진다. 천연 인간 경쇄 및 중쇄 내에서, 가변 및 불변 영역은 전형

적으로 약 12개 이상의 아미노산의 "J" 영역에 의해 결합되며, 중쇄는 또한 약 10개 이상의 아미노산의 "D" 영

역을 포함한다. 예를 들어, 문헌[Fundamental Immunology (1989) Ch. 7 (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press,

N.Y.)]을 참조한다.

천연 항체에서, 가변 영역은 전형적으로 동일한 일반 구조를 나타내며, 여기서 상대적으로 보존된 프레임워크[0047]

영역(FR)은 3개의 초가변 영역에 의해 결합되며, 또한 상보적 결정 영역(CDR)으로 불린다. 각 쌍의 2개의 쇄로

부터 CDR은 프레임워크 영역에 의해 정렬되는데, 이는 특이적 에피토프에 결합을 가능하게 할 수 있다. N-말단

으로부터 C-말단까지, 경쇄와 중쇄 가변 영역은 둘 다 전형적으로 도메인 FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 및

FR4를 포함한다. 중쇄 상의 CDR은 H1, H2 및 H3으로서 지칭되는 반면, 경쇄 상의 CDR은 L1, L2 및 L3으로서 지

칭된다. 전형적으로, CDR3은 항원 결합 부위 내에서 분자 다양성의 가장 큰 공급원이다. 특정 예에서, 예를 들

어 H3은 2개의 아미노산 잔기 또는 26개 초과만큼 짧을 수 있다. 각 도메인에 대한 아미노산의 정렬은 전형적으

로 문헌[Kabat  et  al.  (1991)  Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest  (National  Institutes of

Health, Publication No. 91-3242, vols. 1-3, Bethesda, MD); Chothia, C., and Lesk, A.M. (1987) J. Mol.

Biol. 196:901-917; 또는 Chothia, C. et al. Nature 342:878-883 (1989)]의 정의에 따른다. 본 출원에서, 용

어 "CDR"은 달리 구체화되지 않는다면 경쇄 또는 중쇄 중 하나로부터의 CDR을 지칭한다.

"Fab" 단편은 하나의 경쇄 및 중쇄의 CH1 및 가변 영역을 포함한다. Fab 분자의 중쇄는 다른 중쇄 분자와 함께[0048]

이황화 결합을 형성할 수 없다. "Fab'" 단편은 CH1과 CH2 도메인 사이에 연장되는 추가적인 불변 영역을 포함하

는 하나의 경쇄 및 하나의 중쇄를 포함한다.  쇄간 이황화 결합은 Fab'  단편의 2개의 중쇄 사이에 형성되어

"F(ab')2" 분자를 형성할 수 있다.

"Fv"  단편은 중쇄와 경쇄 둘다로부터의 가변 영역을 포함하지만, 불변 영역은 없다. 단일쇄 Fv(single-chain[0049]

Fv, scFv) 단편은 가요성 링커에 의해 연결된 중쇄 및 경쇄 가변 영역을 포함하여 항원-결합 영역과 함께 단일
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폴리펩타이드를 형성한다. 대표적인 단일 쇄 항체는 WO 88/01649 및 미국특허 제4,946,778호 및 제5,260,203호

에서 상세하게 논의된다. 특정 예에서, 단일 가변 영역(즉, 중쇄 가변 영역 또는 경쇄 가변 영역)은 항원을 인

식하고 결합하는 능력을 가질 수 있다.

본 명세서에서 사용되는 바와 같은 용어 "중쇄"는 단독으로 또는 경쇄와 조합되어 항원 특이성을 부여하기에 충[0050]

분한 중쇄 가변 영역 서열을 포함하는 폴리펩타이드를 지칭한다.

본 명세서에서 사용되는 바와 같은 용어 "경쇄"는 단독으로 또는 중쇄와 조합되어 항원 특이성을 부여하기에 충[0051]

분한 경쇄 가변 영역 서열을 포함하는 폴리펩타이드를 지칭한다.

5.2.2.대표적인 항체[0052]

일부 실시형태에서, NOTUM에 특이적으로 결합되는 단클론성 항체가 제공된다. 일부 이러한 실시형태에서, 단클[0053]

론성 항체는 생체내 및/또는 시험관내 NOTUM의 적어도 하나의 활성을 감소시키는 중화 항체이다.

일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 중화 항체는 시험관내 트라이소듐 8-옥타노일옥시파이렌-1,3,6-트라이설포네[0054]

이트(OPTS) 분석에서 NOTUM 활성을 감소시킨다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 중화 항체는 시험관내 Wnt 신

호처리 분석에서 NOTUM 활성을 감소시킨다.

일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 중화 항체는 충분한 양으로 및 충분한 지속 기간 동안 피험체에거 투여될 때[0055]

생체내 혈청 PINP 수준을 증가시킨다. 충분한 지속 기간 동안 충분한 양을 투여하기 위한 대표적인 투약량 및

투약 스케줄은 본 명세서에서 논의된다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 중화 항체는 뼈 무기염 밀도를 증가

시킨다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 중화 항체는 생체내 골간 대퇴골 피질 두께를 증가시킨다. 일부 실시

형태에서, NOTUM에 대한 중화 항체는 생체내 골간 대퇴골 뼈 면적을 증가시킨다. 일부 실시형태에서, NOTUM에

대한 중화 항체는 생체내 골간 상완골 피질 두께를 증가시킨다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 중화 항체는

생체내 내부피질 뼈 형성을 증가시킨다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 중화 항체는 생체내 LV5 척추체에서

피질 뼈 용적의 비율을 증가시킨다. "LV5 척추체에서 피질 뼈 용적의 비율"은 LV5 척추체의 전체 용적에 대한

피질 뼈 용적의 비율을 의미한다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 중화 항체는 생체내 대퇴경부의 전체 용적

에 대한 대퇴경부 뼈 용적의 비율을 증가시킨다.

일부  실시형태에서,  마우스  NOTUM에  특이적으로  결합되는  중화  항체가  제공된다.  일부  실시형태에서,  인간[0056]

NOTUM에 특이적으로 결합되는 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, 인간 NOTUM의 Q47 내지 M177의 영역에

결합되는 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, 결합을 위한 인간 NOTUM의 Q47 내지 M177의 영역에 의존하

는 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, 상이한 종으로부터 NOTUM의 동일 영역에 특이적으로 결합되는 중

화 항체(즉, 교차-반응성을 증명하는 항체)가 제공된다. 일부 실시형태에서, 인간 NOTUM 및 마우스, 래트, 기니

아 피그, 사이노몰구스 원숭이, 마모셋 및 붉은털 원숭이로부터 선택된 적어도 하나의 종으로부터의 NOTUM에 결

합되는 중화 항체가 제공된다. 일부 이러한 실시형태에서, 항체는 비-인간 영장류 NOTUM과 인간 NOTUM 둘 다에

특이적으로 결합된다. 일부 실시형태에서, 항체는 마우스 NOTUM과 인간 NOTUM 둘 다에 특이적으로 결합된다.

일부 실시형태에서, Q47 내지 M177의 인간 NOTUM의 영역에 결합되는 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서,[0057]

Q47 내지 M177의 인간 NOTUM의 영역에 의존하는 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, 마우스-인간 키메라

NOTUM(서열번호 84)에 대한 친화도보다 적어도 5-배, 적어도 10-배 또는 적어도 20-배 더 강한 친화도로 인간-

마우스 키메라 NOTUM(서열번호 83)에 결합하는 NOTUM 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, 마우스-인간-

마우스 키메라 NOTUM(서열번호 86)에 대한 친화도보다 적어도 5-배, 적어도 10-배 또는 적어도 20-배 더큰 친화

도로  인간-마우스-인간  키메라  NOTUM(서열번호  85)에  결합되는  중화  항체가  제공된다.  일부  실시형태에서,

NOTUM D141S(서열번호 94)에 대한 친화도보다 적어도 5-배, 적어도 10-배 또는 적어도 20-배 더 강한 친화도로

인간 NOTUM(서열번호 1)에 결합되는 NOTUM 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, 마우스 NOTUM (서열번호

2)에 대한 친화도보다 적어도 5-배, 적어도 10-배 또는 적어도 20-배 더 강한 친화도로 마우스 NOTUM S148D(서

열번호 95)로 결합되는 NOTUM 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, 인간 NOTUM R144A/R145A(서열번호 9

9)에 대한 친화도보다 적어도 5-배, 적어도 10-배 또는 적어도 20-배 더 강한 친화도로 인간 NOTUM(서열번호

1)에 결합되는 NOTUM 중화 항체가 제공된다.

일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 중화 항체는 실시예 6.8에 기재된 바와 같이 결정된 100  nM  미만, 50  nM[0058]

미만, 40 nM 미만, 30 nM 미만, 25 nM 미만, 20 nM 미만, 15 nM 미만, 10 nM 미만, 5 nM 미만, 3 nM 미만 또는

2 nM 미만의 친화도(KD)로 인간 NOTUM(서열번호 1)에 결합된다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 중화 항체는

실시예 6.4.1에 기재된 바와 같이 결정된 100 nM 미만, 75 nM 미만, 50 nM 미만, 40 nM 미만, 30 nM 미만, 25
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nM 미만, 20 nM 미만, 15 nM 미만, 또는 10 nM 미만의 OPTS에서 IC50을 가진다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 대

한 중화 항체는 실시예 6.4.2에 기재된 바와 같이 결정된 100 nM 미만, 75 nM 미만, 50 nM 미만, 40 nM 미만,

30 nM 미만, 25 nM 미만, 20 nM 미만, 15 nM 미만, 또는 10 nM 미만의 Wnt 신호처리 분석에서 IC50을 가진다.

일부 실시형태에서, IC50은 인간 NOTUM에 대한 것이다. 일부 실시형태에서, IC50은 마우스 NOTUM에 대한 것이다.

일부 실시형태에서, 중화 항체는 비-인간 단클론성 항체이다. 일부 이러한 실시형태에서, 중화 항체는 설치류[0059]

단클론성 항체이다. 일부 이러한 실시형태에서, 중화 항체는 마우스 단클론성 항체이다. 일부 실시형태에서, 중

화 항체는 키메라 단클론성 항체이다. 일부 실시형태에서, 중화 항체는 인간화된 단클론성 항체이다. 일부 실시

형태에서, 중화 항체는 인간 단클론성 항체이다. 일부 실시형태에서, 키메라, 인간화된, 및/또는 인간 단클론성

항체는 인간에서 치료적 항체로서 유용하다.

일부 실시형태에서, 중화 항체는 항체 단편이다. 대표적인 항체 단편은, 이에 제한되는 것은 아니지만, Fab,[0060]

Fab', F(ab')2, Fv, scFv, Fd, 다이아바디 등을 포함한다. 

비제한적 대표적인 NOTUM 중화 항체는 MAb 1.731, 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029, 2.55 및 2.78을 포함한다. 각[0061]

각의 MAb 1.731, 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029, 2.55 및 2.78는 NOTUM의 적어도 하나의 활성을 중화시킨다. 추

가로, 적어도 MAb 1.802, 1.815, 1.846 및 2.78는 아미노산 Q47 내지 M177에 의해 결합된 인간 NOTUM의 영역의

적어도 일부 상에서 NOTUM에 결합에 의존한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 NOTUM에 대한 결합에 대

해 MAb 1.731, 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029, 2.55 및 2.78로부터 선택된 적어도 하나의 항체와 경쟁한다. 일

부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 MAb 1.731, 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029, 2.55 및 2.78로부터 선택된 적

어도  하나의  항체에  의해  결합된  에피토프와  적어도  부분적으로  중첩되는  NOTUM의  에피토프에  결합된다.

추가로, 일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 결합에 대해 MAb  1.731,  1.802,  1.815,  1.846,  2.1029,  2.55  및

2.78로부터  선택된  적어도  하나의  항체와  경쟁하는  항체는  NOTUM  중화  항체가  되는  것으로  예측된다.  MAb

1.731, 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029, 2.55 및 2.78의 CDR 및 가변 영역의 서열은 이하의 부문 7에 나타낸다.

일부 실시형태에서, MAb 1.731이 결합되는 동일 에피토프에 결합하는 NOTUM 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형[0062]

태에서, MAb 1.802가 결합되는 동일 에피토프에 결합되는 NOTUM 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, MAb

1.815가 결합되는 동일 에피토프에 결합되는 NOTUM 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, MAb 1.846이 결

합되는 동일 에피토프에 결합되는 NOTUM 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, MAb 2.1029가 결합되는 동

일 에피토프에 결합되는 NOTUM 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, MAb 2.55가 결합되는 동일 에피토프

에 결합되는 NOTUM 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, MAb 2.78이 결합되는 동일 에피토프에 결합되는

NOTUM 중화 항체가 제공된다. 

일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 7, 15, 23, 31, 39 및 47로부터 선택된 중쇄 가변 영역을 포함[0063]

한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 8, 16, 24, 32, 40 및 48로부터 선택된 경쇄 가변 영역

을 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 7의 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변 영역 및 서

열번호 8의 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변 영역을 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호

15의  아미노산  서열을  갖는  중쇄  가변  영역  및  서열번호  16의  아미노산  서열을  갖는  경쇄  가변  영역을

포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 23의 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변 영역 및 서열

번호 24의 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변 영역을 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호

31의  아미노산  서열을  갖는  중쇄  가변  영역  및  서열번호  32의  아미노산  서열을  갖는  경쇄  가변  영역을

포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 39의 아미노산 서열을 갖는 중쇄 가변 영역 및 서열

번호 40의 아미노산 서열을 갖는 경쇄 가변 영역을 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호

47의  아미노산  서열을  갖는  중쇄  가변  영역  및  서열번호  48의  아미노산  서열을  갖는  경쇄  가변  영역을

포함한다. 

일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 9, 17, 25, 33, 41, 49 및 90으로부터 선택된 중쇄 CDR1을 포[0064]

함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 10, 18, 26, 34, 42 및 50으로부터 선택된 중쇄 CDR2

를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 11, 19, 27, 35, 43, 51 및 91로부터 선택된 중

쇄 CDR3을 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 9의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번

호 10의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 11의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄를 포함한다.

일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 17 및 90으로부터 선택된 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번

호 18로부터 선택된 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 19 및 91로부터 선택된 아미노산 서열을 갖는 CDR3
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을 포함하는 중쇄를 포함한다.  일부 실시형태에서,  NOTUM  중화 항체는 서열번호 17의 아미노산 서열을 갖는

CDR1, 서열번호 18의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 19의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄

를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 25 및 90으로부터 선택된 아미노산 서열을 갖는

CDR1, 서열번호 26의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 27의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄

를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 25의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 26의

아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 27의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄를 포함한다. 일부 실

시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 33 및 90으로부터 선택된 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 34의

아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 35 및 91의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄를 포함한다.

일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 33의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 34의 아미노산 서

열을 갖는 CDR2 및 서열번호 35의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서,

NOTUM 중화 항체는 서열번호 41의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 42의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서

열번호 43의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는

서열번호 49의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 50의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 51의 아미노

산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 57의 아미

노산 서열을 갖는 CDR1,  서열번호 58의 아미노산 서열을 갖는 CDR2  및 서열번호 59의 아미노산 서열을 갖는

CDR3을 포함하는 중쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, 서열번호 90의 X1은 Y 및 F로부터 선택된다. 일부 실시

형태에서, 서열번호 91의 X2는 H 및 N으로부터 선택된다.

일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 12, 20, 28, 36, 44, 52, 60 및 92로부터 선택된 경쇄 CDR1을[0065]

포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 13, 21, 29, 37, 45, 53, 61 및 93로부터 선택된

경쇄 CDR2를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 14, 22, 30, 38, 46, 54 및 62로부터

선택된 경쇄 CDR3을 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM  중화 항체는 서열번호 12의 아미노산 서열을 갖는

CDR1, 서열번호 13의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 14의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함한다. 일

부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 20 및 92로부터 선택된 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 21

및 93으로부터 선택된 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 22의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 경

쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 20의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 21

의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 22의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부

실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 28 및 92의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 29 및 93의 아미

노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 30의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형

태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 28의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 29의 아미노산 서열을 갖는

CDR2 및 서열번호 30의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중

화 항체는 서열번호 36 및 92의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 37 및 93의 아미노산 서열을 갖는 CDR2

및 서열번호 38의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항

체는 서열번호 36의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 37의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 38의

아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 44의

아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 45의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 46의 아미노산 서열을 갖는

CDR3을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 52의 아미노산 서열을 갖는

CDR1, 서열번호 53의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 54의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 경쇄

를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 60의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 61의

아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 62의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실

시형태에서, 서열번호 92의 X3은 I 및 S로부터 선택되고; 서열번호 92의 X4는 T 및 E로부터 선택되며; 서열번호

92의 X5는 M 및 I로부터 선택된다. 일부 실시형태에서, 서열번호 93의 X6은 D 및 N으로부터 선택된다.

일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 9의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 10의 아미노산 서열[0066]

을 갖는 CDR2, 서열번호 11의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄; 및 서열번호 12의 아미노산 서열을

갖는 CDR1, 서열번호 13의 아미노산 서열을 갖는 CDR2, 서열번호 14의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는

경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 17 및 90의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서

열번호 18의 아미노산 서열을 갖는 CDR2, 서열번호 19 및 91의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄; 및

서열번호 20 및 92의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 21 및 93의 아미노산 서열을 갖는 CDR2, 서열번호

22의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호

17의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 18의 아미노산 서열을 갖는 CDR2 및 서열번호 19의 아미노산 서열을
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갖는 CDR3을 포함하는 중쇄; 및 서열번호 20의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 21의 아미노산 서열을 갖

는 CDR2, 서열번호 22의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중

화 항체는 서열번호 25 및 90의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 26의 아미노산 서열을 갖는 CDR2, 서열번

호 27의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄; 및 서열번호 28 및 92의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서

열번호 29 및 93의 아미노산 서열을 갖는 CDR2, 서열번호 30의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 경쇄를

포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 25의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 26의 아

미노산 서열을 갖는 CDR2, 서열번호 27의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄; 및 서열번호 28의 아미

노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 29의 아미노산 서열을 갖는 CDR2, 서열번호 30의 아미노산 서열을 갖는 CDR3

을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 33 및 90의 아미노산 서열을 갖

는 CDR1, 서열번호 34의 아미노산 서열을 갖는 CDR2, 서열번호 35 및 91의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하

는 중쇄; 및 서열번호 36  및 92의 아미노산 서열을 갖는 CDR1,  서열번호 37  및 93의 아미노산 서열을 갖는

CDR2, 서열번호 38의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화

항체는 서열번호 33의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 34의 아미노산 서열을 갖는 CDR2, 서열번호 35의

아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄; 및 서열번호 36의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 37의 아

미노산 서열을 갖는 CDR2, 서열번호 38의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형

태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 41의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 42의 아미노산 서열을 갖는

CDR2,  서열번호 43의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄; 및 서열번호 44의 아미노산 서열을 갖는

CDR1, 서열번호 45의 아미노산 서열을 갖는 CDR2, 서열번호 46의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 경쇄를

포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 49의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 50의 아

미노산 서열을 갖는 CDR2, 서열번호 51의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄; 및 서열번호 52의 아미

노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 53의 아미노산 서열을 갖는 CDR2, 서열번호 54의 아미노산 서열을 갖는 CDR3

을 포함하는 경쇄를 포함한다.  일부 실시형태에서,  NOTUM  중화 항체는 서열번호 57의 아미노산 서열을 갖는

CDR1, 서열번호 58의 아미노산 서열을 갖는 CDR2, 서열번호 59의 아미노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 중쇄;

및 서열번호 60의 아미노산 서열을 갖는 CDR1, 서열번호 61의 아미노산 서열을 갖는 CDR2, 서열번호 62의 아미

노산 서열을 갖는 CDR3을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, 서열번호 90의 X1은 Y 및 F로부터 선

택된다. 일부 실시형태에서, 서열번호 91의 X2는 H 및 N으로부터 선택된다. 일부 실시형태에서, 서열번호 92의

X3은 I 및 S로부터 선택되며; 서열번호 92의 X4는 T 및 E로부터 선택되고; 서열번호 92의 X5는 M 및 I로부터 선

택된다. 일부 실시형태에서, 서열번호 93의 X6은 D 및 N으로부터 선택된다.

일부 실시형태에서, 인간 NOTUM에 특이적으로 결합되는 NOTUM 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, 상이[0067]

한 종으로부터의 NOTUM에서 동일한 에피토프에 특이적으로 결합되는 NOTUM 중화 항체(즉, 교차 반응성을 증명하

는  항체)가  제공된다.  일부  실시형태에서,  인간  NOTUM에  특이적으로  결합하고,  또한  마우스,  래트,  기니아

피그, 사이노몰구스 원숭이, 마모셋 및 레서스 원숭이로부터 선택된 NOTUM의 적어도 하나의 종에 특이적으로 결

합하는 NOTUM 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, 인간 NOTUM에 특이적으로 결합하고, 비-인간 영장류의

적어도 하나의 종으로부터의 NOTUM에 특이적으로 결합하는 NOTUM 중화 항체가 제공된다. 일부 실시형태에서, 인

간 NOTUM 및 마우스 NOTUM에 특이적으로 결합하는 NOTUM 중화 항체가 제공된다.

5.2.2.1.키메라화 및 인간화된 단클론성 항체[0068]

일부 실시형태에서, 비-인간 항체는 키메라화된다. 일부 실시형태에서, 인간 NOTUM에 특이적으로 결합된 마우스[0069]

단클론성 항체는 키메라화된다. 키메라 항체의 어떤 대표적인 제조 방법은, 예를 들어 문헌[Morrison et al.

(1984) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 81:6851-6855; Neuberger et al. (1984) Nature 312:604-608; Takeda et

al. (1985) Nature 314:452-454]; 및 미국특허 제6,075,181호 및 제5,877,397호에서 제공된다.

일부 실시형태에서, 비-인간 항체는 "인간화된다". 일부 실시형태에서, 인간 NOTUM에 특이적으로 결합된 마우스[0070]

단클론성 항체는 인간화된다. 일부 실시형태에서, 마우스 단클론성 항체는 마우스 NOTUM에 대해 상승되었지만,

인간 NOTUM에 특이적으로 결합되고(즉, 교차 반응되고), 인간화된다. 일부 실시형태에서, 인간화된 항체는 그것

의 결합 특이성을 보유하며, 인간에 투여될 때 감소된 면역원성을 가진다(예를 들어, 감소된 인간 항-마우스 항

체(HAMA) 반응). 일부 실시형태에서, 인간화는 이하에 상세하게 기재되는 바와 같이 CDR 접목(grafting) 및 인

간 유전자조작을 포함하는 방법에 의해 달성된다.

인간화된 항체의 일부 실시형태에서, 원하는 결합 특이성("공여자(donor)" 항체)을 갖는 항체의 경쇄 및 중쇄[0071]

가변 영역으로부터 하나 이상의 상보적 결정 영역(CDR)은 "수용자(acceptor)"  항체 내 인간 프레임워크 영역
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(FR)  상에  접목된다.  대표적인  CDR  접목은,  예를  들어  미국특허  제6,180,370호,  제5,693,762호,

제5,693,761호,  제5,585,089호  및  제5,530,101호;  문헌[Queen  et  al.  (1989)  Proc.  Nat'l  Acad.  Sci.  USA

86:10029-10033]에 기재되어 있다. 일부 실시형태에서, 경쇄 및 중쇄 가변 영역으로부터 하나 이상의 CDR은 수

용자 항체 내 공통(consensus) 인간 FR 상에 접목된다. 공통 인간 FR을 만들기 위하여, 몇몇 인간 중쇄 또는 경

쇄 아미노산 서열로부터의 FR은 공통 아미노산 서열을 확인하도록 정렬된다.

일부 실시형태에서, 수용자 항체 내 특정 FR 아미노산은 공여자 항체로부터의 FR 아미노산으로 대체된다. 특정[0072]

의 이러한 실시형태에서, 공여자 항체로부터의 FR 아미노산은 표적 항원에 대한 공여자 항체의 친화도에 기여하

는 아미노산이다. 예를 들어, 미국특허 제6,180,370호, 제5,693,762호, 제5,693,761호, 제5,585,089호 및 제

5,530,101호; 문헌[Queen et al. (1989) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86:10029-10033]을 참조한다. 일부 실시

형태에서, 컴퓨터 프로그램은 항원 결합에 수반될 가능성이 있는 잔기를 확인하고/하거나 항원 결합 부위의 구

조에 기여하기 위한 공여자 및/또는 수용자 항체의 모델링을 위해 사용되고, 따라서 공여자 항체 내 대체되는

FR 잔기와 같은 잔기의 선택을 보조한다.

일부 실시형태에서, 공여자 항체로부터의 CDR은 인간 불변 영역을 포함하는 수용자 항체 상에 접목된다. 일부[0073]

이러한 실시형태에서, FR은 또한 수용자 상에 접목된다. 일부 실시형태에서, 공여자 항체로부터의 CDR은 단일쇄

Fv 항체로부터 유래된다. 일부 실시형태에서, 공여자 항체로부터의 FR은 단일쇄 Fv 항체로부터 유래된다. 일부

실시형태에서, 인간화된 항체 내 접목된 CDR은 추가로 변형되어(예를 들어, 아미노산 치환, 결실 또는 삽입) 표

적 항원에 대한 인간화된 항체의 친화도를 증가시킨다. 일부 실시형태에서, 인간화된 항체 내 접목된 FR은 추가

로 변형되어(예를 들어, 아미노산 치환, 결실 또는 삽입) 표적 항원에 대한 인간화된 항체의 친화도를 증가시킨

다.

일부 실시형태에서, 비-인간 항체는 "인간 유전자조작" 방법을 사용하여 인간화될 수 있다. 예를 들어 미국특허[0074]

제5,766,886호 및 제5,869,619호를 참조한다. 인간 유전자조작의 일부 실시형태에서, 항체 가변 도메인의 구조

상의 정보(예를 들어, 결정 구조 및/또는 분자 모델링으로부터 얻은 정보)는 가변 영역 내 주어진 아미노산 잔

기가 (a) 항원 결합에 수반되고, (b) 항체 표면 상에 노출되고(즉, 용매에 접근가능) 또는 (c) 항체 가변 영역

내에 묻히는(즉, 가변 영역의 구조를 유지하는데 수반되는) 가능성을 평가하기 위하여 사용된다. 더 나아가, 일

부 실시형태에서, 인간 가변 영역 공통 서열은 인간 가변 영역 중에서 보존된 잔기를 확인하도록 만들어진다.

일부 실시형태에서, 해당 정보는 비-인간 항체의 가변 영역 내 아미노산 잔기가 치환되어야 하는지 여부에 대한

지침을 제공한다.

일부 실시형태에서, 인간화된 NOTUM 중화 항체는 MAb 1.731, 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029, 2.55 및 2.78로부[0075]

터 선택된 항체의 CDR1, CDR2 및 CDR3 중 적어도 하나를 포함하는 중쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM

중화 항체는 MAb 1.731, 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029, 2.55 및 2.78로부터 선택된 항체의 CDR1, CDR2 및 CDR3

을  포함하는  중쇄를  포함한다.  일부  실시형태에서,  NOTUM  중화  항체는  MAb  1.731,  1.802,  1.815,  1.846,

2.1029, 2.55 및 2.78의 CDR1, CDR2 및 CDR3 중 적어도 하나를 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서,

NOTUM 중화 항체는 MAb 1.731, 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029, 2.55 및 2.78로부터 선택된 항체의 CDR1, CDR2

및  CDR3을  포함하는  경쇄를  포함한다.  일부  실시형태에서,  NOTUM  중화  항체는  MAb  1.731,  1.802,  1.815,

1.846, 2.1029, 2.55 및 2.78로부터 선택된 항체로부터의 중쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3, 및 경쇄 CDR1, CDR2 및

CDR3을 포함한다.

일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 63, 67, 71, 75 및 79로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는[0076]

중쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 64, 68, 72, 76 및 80으로부터 선택된 아미

노산 서열을 포함하는 중쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 65, 69, 73, 77 및 81

로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM  중화 항체는 서열번호

66, 70, 74, 78 및 82로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중

화 항체는 서열번호 63의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 서열번호 65의 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를

포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 67의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 서열번호

69의 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 71의 아미노

산 서열을 포함하는 중쇄 및 서열번호 73의 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서,

NOTUM 중화 항체는 서열번호 75의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 서열번호 77의 아미노산 서열을 포함하는

경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 79의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 서

열번호 81의 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 64의

아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 서열번호 66의 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에

공개특허 10-2018-0069083

- 18 -



서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 68의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 서열번호 70의 아미노산 서열을 포함

하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 72의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄

및 서열번호 74의 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호

76의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 서열번호 78의 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일부 실시

형태에서, NOTUM 중화 항체는 서열번호 80의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 서열번호 82의 아미노산 서열을

포함하는 경쇄를 포함한다. 

5.2.2.2.항체 아이소타입[0077]

일부  실시형태에서,  NOTUM에  대한  항체는  IgM,  IgD,  IgG,  IgA  및  IgE로부터  선택된  임의의  아이소타입을[0078]

가진다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 항체는 IgG 아이소타입을 가진다. 특정의 이러한 실시형태에서, 항체

는 하위분류 IgG1, IgG2, IgG3 또는 IgG4를 가진다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 항체는 IgM 아이소타입을

가진다. 특정의 이러한 실시형태에서, 항체는 하위분류 IgM1 또는 IgM2를 가진다. 일부 실시형태에서, NOTUM에

대한  항체는  IgA  아이소타입을  가진다.  특정의  이러한  실시형태에서,  항체는  하위분류  IgA1  또는  IgA2를

가진다. NOTUM에 대한 항체는, 예를 들어 인간 또는 마우스 기원의 람다 또는 카파 경쇄 불변 영역을 포함할 수

있다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 항체는 인간 카파 경쇄 불변 영역 및 인간 IgG1, IgG2 또는 IgG4 중쇄

불변 영역을 포함한다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 항체는 마우스 카파 경쇄 및 마우스 IgG1 또는 IgG2

중쇄를 포함한다.

5.2.2.3.변형된 항체[0079]

일부 실시형태에서, 항체는 그것의 특성 중 하나 이상을 변경시키도록 변형된다. 일부 실시형태에서, 변형된 항[0080]

체는 미변형 항체 이상의 이점, 예컨대 증가된 안정성, 증가된 순환시간 또는 감소된 면역원성을 소유할 수 있

다(예를 들어 미국특허 제4,179,337호를 참조). 일부 실시형태에서, 항체는 비단백질성 모이어티에 그것을 연결

함으로써 변형된다. 일부 실시형태에서, 항체는, 예를 들어 항체 상 탄수화물 쇄의 수, 유형, 결합 및/또는 위

치를 변경시킴으로써 변형된다. 일부 실시형태에서, 항체는 변경되며, 따라서 글라이코실화되지 않는다.

일부 실시형태에서, 하나 이상의 화학적 모이어티는 항체의 아미노산 백본 및/또는 탄수화물 잔기에 연결된다.[0081]

항체에 화학적 모이어티를 연결하기 위한 특정의 대표적인 방법은 당업자에게 공지되어 있다. 이러한 방법은,

이에 제한되는 것은 아니지만, 아실화 반응 또는 알킬화 반응을 포함한다. 예를 들어 유럽특허 제0 401 384호;

문헌[Malik et al. (1992), Exp. Hematol., 20:1028-1035; Francis (1992) Focus on Growth Factors 3(2):4-

10](영국 런던 엔20 올드 프리에른 발네트 레인 마운튼 코트에 소재한 Mediscript에 의해 공개됨); 유럽특허 제

0 154 316호; 유럽특허 제0 401 384호; WO 92/16221; WO 95/34326; WO 95/13312; WO 96/11953; WO 96/19459

및 WO 96/19459를 참조한다. 일부 실시형태에서, 이들 반응 중 어떤 것은 그것의 아미노-말단에서 화학적으로

변형된 항체를 만들기 위하여 사용된다.

일부 실시형태에서, 항체는 효소적, 형광, 아이소토프 또는 친화도 수준과 같은 검출가능한 표지에 연결된다.[0082]

특정의 이러한 실시형태에서, 검출가능한 표지는 항체를 검출 또는 분리시킨다. 일부 실시형태에서, 검출가능한

표지는 항체에 의해 결합된 항원을 검출시킨다.

일부 실시형태에서, 항체는 그것을 하나 이상의 폴리머에 연결함으로써 변형된다. 일부 실시형태에서, 항체는[0083]

하나 이상의 수용성 폴리머에 연결된다. 특정의 이러한 실시형태에서, 수용성 폴리머에 대한 결합은 수성 환경,

예컨대 생리적 환경에서 항체가 침전될 가능성을 감소시킨다. 일부 실시형태에서, 치료적 항체는 수용성 폴리머

에 연결된다. 일부 실시형태에서, 당업자라면, 폴리머/항체 컨쥬게이트가 환자의 치료에서 사용되는지 여부 및

만약에 사용된다면, 항체의 약리학적 프로파일(예를 들어, 반감기, 투약량, 활성, 항원성 및/또는 다른 인자)을

포함하는 고려사항에 기반하여 적합한 수용성 폴리머를 선택할 수 있다.

특정의 대표적인 임상적으로 허용가능한 수용성 폴리머는, 이에 제한되는 것은 아니지만, 폴리에틸렌 글라이콜[0084]

(PEG); 폴리에틸렌 글라이콜 프로피온알데하이드; 에틸렌 글라이콜/프로필렌 글라이콜의 공중합체; 모노메톡시-

폴리에틸렌 글라이콜; 카복시메틸셀룰로스; 덱스트란; 폴리비닐 알코올(PVA); 폴리비닐 피롤리돈, 폴리-1,3-다

이옥솔란; 폴리-1,3,6-트라이옥산; 에틸렌/말레산 무수물 공중합체; 폴리-β-아미노산(호모폴리머 또는 무작위

공중합체 중 하나); 폴리(n-비닐 피롤리돈)폴리에틸렌 글라이콜; 폴리프로필렌 글라이콜 호모폴리머(PPG) 및 다

른 폴리알킬렌 옥사이드; 폴리프로필렌 옥사이드/에틸렌 옥사이드 공중합체; 폴리옥시에틸화된 폴리올(POG)(예

를 들어, 글라이콜) 및 다른 폴리옥시에틸화된 폴리올; 폴리옥시에틸화된 솔비톨, 폴리옥시에틸화된 글루코스,

콜론산 또는 다른 탄수화물 폴리머; 및 피콜, 덱스트란 또는 이들의 혼합물을 포함한다. 특정 대표적인 PEG는,
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이에 제한되는 것은 아니지만, 항체 변형, 예컨대 모노-(C1-C10) 알콕시- 또는 아릴옥시-PEG와 같은 항체 변형에

서 유용한 것으로 당업계에 공지된 특정 형태를 포함한다. 일부 실시형태에서, PEG 프로피온알데하이드는 그것

의 수중 안정성에 기인하여 제조에서 이점을 가질 수 있다.

일부 실시형태에서, 수용성 폴리머는 임의의 분자량을 가진다. 일부 실시형태에서, 수용성 폴리머는 분지되거나[0085]

또는 미분지된다. 일부 실시형태에서, 수용성 폴리머는 범위의 말단 지점 사이의 모든 지점을 포함하는 약 2

kDa 내지 약 100 kDa의 평균 분자량을 가진다. 일부 실시형태에서, 수용성 폴리머는 약 5 kDa 내지 약 40 kDa의

평균  분자량을  가진다.  일부  실시형태에서,  수용성  폴리머는  약  10  kDa  내지  약  35  kDa의  평균  분자량을

가진다. 일부 실시형태에서, 수용성 폴리머는 약 15 kDa 내지 약 30 kDa의 평균 분자량을 가진다.

일부 실시형태에서, 항체는 폴리에틸렌 글라이콜에 연결된다(PEG; 즉, 항체는 "페길화된다(pegylated)"). 다양[0086]

한  실시형태에서,  PEG는  포유류에서  낮은  독성을  가진다.  문헌[Carpenter  et  al.  (1971)  Toxicol.  Appl.

Pharmacol., 18:35-40]을 참조한다. 특히, 아데노신 데아미나제의 PEG 부가체는 중증의 조합된 면역결핍 증후군

의 치료용으로 인간에서 사용을 위해 미국에서 승인되었다. 다양한 실시형태에서, PEG는 항체의 면역원성을 감

소시킬 수 있다. 예를 들어, 일부 실시형태에서, 비-인간 서열을 갖는 항체에 PEG의 결합은 인간에게 투여될 때

항체의 항원성을 감소시킬 수 있다.

일부 실시형태에서, 폴리머는 항체 내 하나 이상의 반응성 아미노산 잔기에 연결된다. 특정의 대표적인 반응성[0087]

아미노산 잔기는, 이에 제한되는 것은 아니지만, 아미노-말단 아미노산의 알파-아미노기, 리신 측쇄의 엡실론

아미노기, 시스테인 측쇄의 설프하이드릴기, 아스팔틸 및 글루타밀 측쇄의 카복실기, 카복시-말단 아미노산의

알파-카복실기, 티로신 측쇄, 및 특정 아스파라긴, 세린 또는 트레오닌 잔기에 연결된 활성화된 글라이코실 쇄

를 포함한다. 단백질과 직접 반응에 적합한 PEG("PEG 시약")의 특정 대표적인 활성화 형태는 당업자에게 공지되

어 있다. 예를 들어, 일부 실시형태에서, 아미노기에 결합에 적합한 PEG 시약은 카복실산의 활성 에스터 또는

PEG의 카보네이트 유도체, 예를 들어 이탈기가 N-하이드록시숙신이미드, p-나이트로페놀, 이미다졸 또는 1-하이

드록시-2-나이트로벤젠-4-설포네이트인 것을 포함한다.  일부 실시형태에서, 말레이미도 또는 할로아세틸 기를

함유하는 PEG 시약은 설프하이드릴 기를 변형시키기 위하여 사용된다. 일부 실시형태에서, 아미노, 하이드라진

및/또는 하이드라자이드 기를 함유하는 PEG 시약은 단백질 내 탄수화물 기의 과요오드산염 산화에 의해 만들어

진 알데하이드와 반응에서 사용될 수 있다.

일부 실시형태에서, 수용성 폴리머는 적어도 하나의 반응 기를 가진다. 일부 실시형태에서, 수용성 폴리머의 활[0088]

성화된 유도체, 예컨대 PEG는 수용성 폴리머를 활성화 기와 반응시킴으로써 만들어진다. 일부 실시형태에서, 활

성화기는 단작용성, 이작용성 또는 다작용성일 수 있다. 둘 이상의 항체에 수용성 폴리머를 연결하기 위하여 사

용될 수 있는 특정의 대표적인 활성화기는, 이에 제한되는 것은 아니지만, 다음의 기를 포함한다: 설폰(예를 들

어, 클로로설폰, 비닐설폰 및 다이비닐설폰), 말레이미드, 설프하이드릴, 티올, 트라이플레이트, 트레실레이트,

아지디린, 옥시란 및 5-피리딜. 일부 실시형태에서, PEG 유도체는 전형적으로 약 11 미만의 pH에서 수성 환경

중에서 연장된 기간 동안 가수분해에 대해 안정하다. 일부 실시형태에서, 항체와 같은 다른 분자에 연결된 PEG

유도체는 해당 분자 상에서 가수분해로부터 안정성을 부여한다. 특정의 대표적인 호모2작용성 PEG 유도체는, 이

에 제한되는 것은 아니지만, PEG-비스-클로로설폰 및 PEG-비스-비닐설폰을 포함한다(WO 95/13312를 참조).

5.2.3.단클론성 항체의 특정 제조방법[0089]

5.2.3.1.특정 하이브리도마 방법[0090]

일부 실시형태에서, 단클론성 항체는 표준 기법에 의해 생성된다. 일부 실시형태에서, 단클론성 항체는 하이브[0091]

리도마-기반 방법에 의해 생성된다. 어떤 이러한 방법은 당업자에게 공지되어 있다. 예를 들어, 문헌[Kohler et

al.  (1975)  Nature  256:495-497;  Harlow  and  Lane  (1988)  Antibodies:  A  Laboratory  Manual  Ch.  6  (Cold

Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY)]. 특정의 이러한 실시형태에서, 마우스, 래트, 햄스터,

원숭이 또는 다른 포유류와 같은 적합한 동물은 면역원에 의해 면역화되어 항체-분비 세포를 생성한다. 일부 실

시형태에서, 항체-분비 세포는 B-세포, 예컨대 림프구 또는 비장세포이다. 일부 실시형태에서, 림프구(예를 들

어,  인간 림프구)는 시험관내에서 면역화되어 항체-분비 세포를 만든다.  예를 들어,  문헌[Borreback  et  al.

(1988) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 85:3995-3999]. 

일부 실시형태에서, 항체 분비 세포는 "불멸" 세포주, 예컨대 골수성-유형 세포주와 융합되어 하이브리도마 세[0092]

포를 생성한다. 일부 실시형태에서, 원하는 항체를 생성하는 하이브리도마 세포는, 예를 들어 ELISA에 의해 확

인된다. 일부 실시형태에서, 그 다음에 이러한 세포는 서브클로닝될 수 있고, 표준 방법을 사용하여 배양될 수
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있다. 일부 실시형태에서, 이러한 세포는 또한 적합한 동물 숙주에서 복수(ascite) 종양으로서 생체내에서 성장

될 수 있다. 일부 실시형태에서, 단클론성 항체는 친화도 크로마토그래피와 같은 표준 분리 과정을 사용하여 하

이브리도마 배양 배지, 혈청 또는 복수액으로부터 분리된다. 특정 실시형태에 따른 단클론성 항체의 하이브리도

마 및 정제의 생성을 위한 지침은, 예를 들어 문헌[Harlow and Lane (1988) Antibodies: A Laboratory Manual

Ch. 8 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY)]에서 제공된다.

일부 실시형태에서, 마우스 단클론성 항체는 유전적으로 변경된 마우스를 면역원으로 면역화시킴으로써 생성된[0093]

다. 특정의 이러한 실시형태에서, 마우스는 부분적으로 또는 완전하게 NOTUM 작용을 결여하는 NOTUM-결여 마우

스이다. 특정의 이러한 실시형태에서, 마우스는 유전자 암호화 NOTUM의 모두 또는 일부가 결여된 "녹아웃" 마우

스이다. 일부 실시형태에서, 이러한 녹아웃 마우스는 마우스 NOTUM로 면역화된다. 일부 실시형태에서, 이러한

녹아웃 마우스는 인간 NOTUM로 면역화된다.

일부 실시형태에서, 인간 단클론성 항체는 인간 항체를 생성할 수 있는 유전자이식 동물(예를 들어 마우스)에서[0094]

상승된다. 예를 들어 미국특허 제6,075,181 A호 및 제6,114,598 A호; 및 WO 98/24893 A2호를 참조한다. 예를

들어, 일부 실시형태에서, 인간 면역글로뷸린 유전자는 마우스 내로 도입되는데(예를 들어 효모 인공 염색체,

인간 염색체 단편 또는 생식계열 통합을 사용),  이때 내인성 Ig  유전자는 불활성화되었다. 예를 들어, 문헌

[Jakobovits  et  al.  (1993)  Nature  362:255-258;  Tomizuka  et  al.  (2000)  Proc.  Nat'l  Acad.  Sci.  USA

97:722-727; 및 Mendez et al. (1997) Nat. Genet. 15:146-156(유전자이식 마우스의 XenoMouse II(등록상표)

계열을 기재)]을 참조한다.

일부 실시형태에서, 이러한 유전자이식 마우스는 면역원으로 면역화된다. 특정의 이러한 실시형태에서, 항체를[0095]

발현시키는 마우스로부터의 림프 세포(예컨대 B-세포)가 얻어진다. 특정의 이러한 실시형태에서, 이러한 회수된

세포는 "불멸" 세포주, 예컨대 골수성-유형 세포주와 융합되어 하이브리도마 세포를 생성한다. 특정의 이러한

실시형태에서, 하이브리도마 세포는 관심의 항원에 특이적인 항체를 생성하는 것을 확인하기 위하여 스크리닝되

고 선택된다. 인간 단클론성 항체의 생성에 적합한 특정의 대표적인 방법 및 유전자이식 마우스는, 예를 들어

문헌[Jakobovits et al. (1993) Nature 362:255-258; Jakobovits (1995) Curr. Opin. Biotechnol. 6:561-566;

Lonberg et al. (1995) Int'l Rev. Immunol. 13:65-93; Fishwild et al. (1996) Nat. Biotechnol. 14:845-

851; Mendez et al. (1997) Nat. Genet. 15:146-156; Green (1999) J. Immunol. Methods 231:11-23; Tomizuka

et al. (2000) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 97:722-727]에서 기재되고; 문헌[Little et al. (2000) Immunol.

Today 21:364-370]; 및 WO 98/24893에서 검토된다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 인간 단클론성 항체는 치

료적 항체로서 사용에 적합하다. 이하의 부분 V.G.를 참조한다.

5.2.3.2.특정 디스플레이-기반 방법[0096]

일부 실시형태에서, 인간 단클론성 항체는, 예를 들어 이하에 기재되는 것 중 어떤 것과 같은 디스플레이-기방[0097]

방법을 사용하여 생성된다.

일부 실시형태에서, 단클론성 항체는 파지 디스플레이 기법을 사용하여 생성된다. 다양한 항체 파지 디스플레이[0098]

방법은 당업자에게 공지되어 있고, 문헌[Methods in Molecular Biology: Antibody Phage Display: Methods and

Protocols (2002) 178:1-37 (O'Brien and Aitken, eds., Human Press, Totowa, NJ)의 Hoogenboom, Overview

of Antibody Phage-Display Technology and Its Applications]에 기재되어 있다. 예를 들어, 일부 실시형태에

서,  항체의  라이브러리는  비용해성  섬유성  파지  fd  또는  M13과  같은  섬유성  파지의  표면  상에서

디스플레이된다. 일부 실시형태에서, 항체는 VH-VL 쌍 및 다이아바디를 안정화시키도록 유전자조작된 분자내 이

황화 결합을 갖는 항체 단편, 예컨대 scFv, Fab, Fv이다. 일부 실시형태에서, 그 다음에 원하는 결합 특이성을

갖는 항체가 선택될 수 있다. 항체 파지 디스플레이 방법의 비제한적 대표적인 실시형태는 이하에서 더욱 상세

하게 기재된다.

일부 실시형태에서, 항체 파지-디스플레이 라이브러리는 당업자에게 공지된 특정 방법을 사용하여 제조될 수 있[0099]

다. 예를 들어, 문헌[Methods in Molecular Biology: Antibody Phage Display: Methods and Protocols (2002)

178:1-37 (O'Brien and Aitken, eds., Human Press, Totowa, NJ)의 Hoogenboom, Overview of Antibody Phage-

Display Technology and Its Applications]을 참조한다. 일부 실시형태에서, 가변 유전자 레퍼토리는 항체-분

비 세포의 mRNA로부터 유래된 게놈 DNA 또는 cDNA 유래의 PCR 증폭에 의해 제조된다. 예를 들어, 일부 실시형태

에서, cDNA는 B-세포의 mRNA로부터 제조된다. 일부 실시형태에서, 중쇄 및 경쇄의 가변 영역을 암호화하는 cDNA

는, 예를 들어 PCR에 의해 증폭된다.
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일부 실시형태에서, 중쇄 cDNA 및 경쇄 cDNA는 적합한 벡터 내로 클로닝된다. 일부 실시형태에서, 중쇄 cDNA 및[0100]

경쇄 cDNA는 클로닝 과정 동안 무작위로 조합되며, 이에 의해 다양한 scFv 또는 Fab를 암호화하는 cDNA 라이브

러리의 어셈블리를 초래한다. 일부 실시형태에서, 중쇄 cDNA 및 경쇄 cDNA는 적합한 벡터 내로 클로닝되기 전

결찰된다.  일부  실시형태에서,  중쇄  cDNA  및  경쇄  cDNA는  적합한  벡터  내로  단계적으로  클로닝에  의해

결찰된다.

일부 실시형태에서, cDNA는 파지미드 벡터와 같은 파지 디스플레이 벡터내로 클로닝된다. pCES1와 같은 특정 대[0101]

표적인 파지미드 벡터는 당업자에게 공지되어 있다. 일부 실시형태에서, 중쇄와 경쇄를 둘 다 암호화하는 cDNA

는 동일 벡터 상에 존재된다. 예를 들어, 일부 실시형태에서, scFv를 암호화하는 cDNA는 유전자 III의 모두 또

는 일부를 갖는 프레임에서 클로닝되며, 이는 미러 파지 코트 단백질 pIII을 암호화한다. 특정의 이러한 실시형

태에서, 파지미드는 파지 표면 상에서 scFv-pIII 융합의 발현을 지시한다. 대안적으로, 일부 실시형태에서, 중

쇄(또는 경쇄)를 암호화하는 cDNA는 유전자 III의 모두 또는 일부를 갖는 프레임에서 클로닝되며, 경쇄(또는 중

쇄)를 암호화하는 cDNA는 동일 벡터 내 신호 서열의 하류에서 클로닝된다. 신호 서열을 숙주 세포의 주변세포질

내로 경쇄(또는 중쇄)의 발현을 지시하며, 중쇄 및 경쇄는 Fab 단편 내로 조립된다. 대안적으로, 일부 실시형태

에서, 중쇄를 암호화하는 cDNA 및 경쇄를 암호화하는 cDNA는 별개의 벡터 상에서 존재한다. 특정의 이러한 실시

형태에서, 중쇄 및 경쇄 cDNA는 별개로 클로닝되며, 하나는 파지미드 내로 클로닝되고, 다른 것은 파지 벡터 내

로 클로닝되는데, 둘 다 숙주 세포에서 생체내 재조합을 위한 신호를 함유한다.

일부 실시형태에서, 재조합 파지미드 또는 파지 벡터는 적합한 박테리아 숙주, 예컨대 이콜라이(E. coli) 내로[0102]

도입된다. 파지미드를 사용하는 일부 실시형태에서, 숙주는 파지 구조적 단백질을 공급하기 위해 헬퍼 파지로

감염되고, 이에 의해 파지 표면 상에서 항체-pIII 융합 단백질을 운반하는 파지 입자를 발현시킨다.

일부 실시형태에서, "합성" 항체 라이브러리는 시험관내에서 재배열된 가변 유전자의 레퍼토리를 사용하여 구성[0103]

된다. 예를 들어, 일부 실시형태에서, 중쇄 또는 경쇄를 암호화하는 개개의 유전자 절편(각각 V-D-J 또는 V-

J)은 PCR을 사용하여 무작위로 조합된다. 일부 실시형태에서, 추가적인 서열 다양성은 CDR, 및 가능하게는 FR

내로, 예를 들어 실수유발 PCR(error prone PCR)에 의해 도입될 수 있다. 일부 이러한 실시형태에서, 추가적인

서열 다양성은 CDR3, 예를 들어 중쇄의 H3 내로 도입된다.

일부 실시형태에서, "나이브(naive)" 또는 "보편적" 파지 디스플레이 라이브러리는 비면역화된 동물로부터 핵산[0104]

을 사용하여 상기 기재한 바와 같이 구성된다. 일부 실시형태에서, 비면역화된 동물은 인간이다. 일부 실시형태

에서, "면역화된" 파지 디스플레이 라이브러리는 면역화된 동물로부터 핵산을 사용하여 상기 기재한 바와 같이

구성된다. 일부 실시형태에서, 면역화된 동물은 인간, 래트, 마우스, 햄스터 또는 원숭이이다. 특정의 이러한

실시형태에서, 동물은 이하에 기재되는 면역원 중 어떤 것으로 면역화된다.

특정 대표적인 보편적 인간 항체 파지 디스플레이 라이브러리는 상업적 공급원으로부터 입수가능하다. 특정 대[0105]

표적인 라이브러리는, 이에 제한되는 것은 아니지만, MorphoSys AG(독일 마르틴스리에드/뮌헨에 소재)제의 라이

브러리 HuCAL(등록상표) 시리즈; MAbstract(등록상표) 기법을 사용하는 Crucell(네덜란드 레이덴에 소재)제의

라이브러리;  BioInvent(스웨덴  룬드에  소재)제의  n-CoDeRTM  Fab  라이브러리;  및  Cambridge  Antibody

Technology(영국 캠브릿지에 소재)로부터 입수가능한 라이브러리를 포함한다.

일부 실시형태에서, 파지 디스플레이 라이브러리로부터 원하는 결합 특이성을 갖는 항체의 선택은 성공적인 패[0106]

닝(panning) 단계에 의해 달성된다. 패닝의 일부 실시형태에서, 라이브러리 파지 제조물은 항원에 노출된다. 특

정의 이러한 실시형태에서, 파지-항원 복합체는 세척되고, 미결합 파지는 폐기된다. 특정의 이러한 실시형태에

서, 결합 파지는 회수되고, 후속하여 이콜라이를 감염시킴으로써 증폭된다. 특정의 이러한 실시형태에서, 단클

론성 항체-생성 파지는 단일 플라크를 채집함으로써 클로닝될 수 있다. 일부 실시형태에서, 상기 과정은 반복된

다.

일부 실시형태에서, 패닝에서 사용된 항원은 이하에 기재된 면역원 중 어떤 것이다. 일부 실시형태에서, 항원은[0107]

친화도 크로마토그래피에 의해 항원-결합 파지를 정제시키는 고체 지지층 상에 고정된다. 일부 실시형태에서,

항원은 바이오틴화되며, 이에 의해 스트렙타비딘-코팅된 자기 비드를 사용하여 미결합 파지로부터 결합 파지를

분리시킨다. 일부 실시형태에서, 항원은 조직 동결절편(cryosection) 내 또는 막(예를 들어, 나일론 또는 나이

트로셀룰로스 막) 상에서 세포(직접적 패닝을 위해) 상에 고정될 수 있다. 특정 패닝 과정의 다른 변형은 당업

자에 의해 일상적으로 결정될 수 있다.

일부 실시형태에서, 효소 디스플레이 시스템은 단클론성 항체를 생성하기 위하여 사용된다. 특정의 이러한 시스[0108]

공개특허 10-2018-0069083

- 22 -



템에서, 항체는 효모 AGA2 단백질의 모두 또는 일부를 갖는 융합 단백질로서 발현되는데, 이는 효모 세포벽의

표면 상에 디스플레이된다. 특정의 이러한 실시형태에서, 원하는 결합 특이성을 갖는 항체를 발현시키는 효모

세포는  그  다음에  형광으로  표지된  항원에  세포를  노출시킴으로써  확인될  수  있다.  특정의  이러한

실시형태에서, 항원에 결합되는 효모 세포는 그 다음에 유세포 분석기에 의해 분리될 수 있다. 예를 들어, 문헌

[Boder et al. (1997) Nat. Biotechnol. 15:553-557]을 참조한다.

5.2.3.3.특정 친화도 성숙 방법[0109]

일부 실시형태에서, 특정 항원에 대한 항체의 친화도는 항체에 시험관내 친화도 성숙(또는 "관련된 진화")을 실[0110]

시함으로써 증가된다. 생체내, 천연 항체는 체세포 초돌연변이 다음에 선택을 통해 친화도 성숙을 겪는다. 일부

시험관내 방법은 생체내 과정을 모방하며, 이에 의해 천연 항체의 과정과 동일하거나 또는 천연 항체의 과정을

능가하는 친화도를 갖는 항체를 생성한다.

친화도 성숙의 일부 실시형태에서, 돌연변이는 원하는 결합 특이성을 갖는 항체의 가변 영역을 암호화하는 핵산[0111]

서열 내로 도입된다. 예를 들어, 문헌[Hudson et al. (2003) Nat. Med. 9:129-134; Brekke et al. (2002) Nat.

Reviews 2:52-62]을 참조한다. 일부 실시형태에서, 돌연변이는 중쇄, 경쇄 또는 둘 다의 가변 영역 내로 도입된

다. 일부 실시형태에서, 돌연변이는 하나 이상의 CDR 내로 도입된다. 특정의 이러한 실시형태에서, 돌연변이는

H3, L3 또는 둘 다에 도입된다. 일부 실시형태에서, 돌연변이는 하나 이상의 FR 내로 도입된다. 일부 실시형태

에서, 돌연변이의 라이브러리는, 예를 들어 파지, 리보솜 또는 효모 디스플레이 라이브러리에서 만들어지며, 따

라서 증가된 친화도를 갖는 항체는 표준 스크리닝 방법에 의해 확인될 수 있다. 예를 들어, 문헌[Boder et al.

(2000)  Proc.  Nat'l  Acad.  Sci.  USA  97:10701-10705;  Foote  et  al.  (2000)  Proc.  Nat'l  Acad.  Sci.  USA

97:10679-10681;  Methods  in  Molecular  Biology:  Antibody  Phage  Display:  Methods  and  Protocols  (2002)

178:1-37 (O'Brien and Aitken, eds., Human Press, Totowa, NJ)의 Hoogenboom, Overview of Antibody Phage-

Display Technology and Its Applications; 및 Hanes et al. (1998) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 95:14130-

14135]을 참조한다.

일부 실시형태에서, 돌연변이는 항체의 구조, 예를 들어 항원 결합 부위 상의 정보에 기반한 부위-특이적 돌연[0112]

변이유발에 의해 도입된다. 일부 실시형태에서, 돌연변이는 CDR의 조합 돌연변이유발을 사용하여 도입된다. 일

부 실시형태에서, 가변 영역 암호 서열의 모두 또는 일부는, 예를 들어 이콜라이 돌연변이체 세포, 상동성 유전

자 재배열 또는 실수 유발 PCR을 사용하여 무작위로 돌연변이유발된다. 일부 실시형태에서, 돌연변이는 "DNA 셔

플링(shuffling)"을 사용하여 도입된다. 예를 들어, 문헌[Crameri et al. (1996) Nat. Med. 2:100-102; Fermer

et al. (2004) Tumor Biol. 25:7-13]을 참조한다.

일부 실시형태에서, "쇄 셔플링(chain shuffling)"은 증가된 친화도를 갖는 항체를 만들기 위해 사용된다. 쇄[0113]

셔플링의 일부 실시형태에서, 쇄, 예를 들어 경쇄 중 하나는 경쇄의 레퍼토리로 대체되는 반면, 다른 쇄, 예를

들어 중쇄는 변화되지 않고, 따라서 특이성을 제공한다. 특정의 이러한 실시형태에서, 쇄 셔플링된 항체의 라이

브러리가 만들어지며, 미변화 중쇄는 경쇄의 레퍼토리로부터 각 경쇄와 조합되어 발현된다. 일부 실시형태에서,

이러한 라이브러리는 그 다음에 증가된 친화도로 항체에 대해 스크리닝될 수 있다. 일부 실시형태에서, 중쇄와

경쇄는 둘 다 순차적으로 대체된다. 일부 실시형태에서, 중쇄 및/또는 경쇄의 가변 영역만이 대체된다. 일부 실

시형태에서, 가변 영역의 일부만이, 예를 들어 중쇄 및/또는 경쇄의 CDR이 대체된다. 예를 들어, 문헌[Hudson

et al. (2003) Nat. Med. 9:129-134; Brekke et al. (2002) Nat. Reviews 2:52-62; Kang et al. (1991) Proc.

Nat'l Acad. Sci. USA 88:11120-11123; Marks et al. (1992) Biotechnol. 10:779-83]을 참조한다.

일부 실시형태에서, 인간 NOTUM에 특이적으로 결합하는 마우스 단클론성 항체(마우스 NOTUM에 대해 상승된 마우[0114]

스 단클론성 항체를 포함하지만, 인간 NOTUM과 특이적으로 결합함(즉, 교차 반응함))는 순차적 쇄 셔플링이 실

시된다. 일부 실시형태에서, 예를 들어 주어진 마우스 단클론성 항체의 중쇄는 인간 경쇄의 새로운 레퍼토리와

조합되며, 원하는 친화도를 갖는 항체가 선택된다. 특정의 이러한 실시형태에서, 선택된 항체의 경쇄는 그 다음

에 인간 중쇄의 새로운 레퍼토리와 조합되고, 원하는 친화도를 갖는 항체가 선택된다. 따라서, 일부 실시형태에

서, 원하는 항원 결합 특이성 및 친화도를 갖는 인간 항체가 선택된다.

대안적으로, 일부 실시형태에서, 주어진 마우스 단클론성 항체의 중쇄는 인간 경쇄의 새로운 레퍼토리와 조합되[0115]

며, 원하는 친화도를 갖는 항체는 셔플링의 제1 라운드로부터 선택된다. 일부 실시형태에서, 본래의 마우스 단

클론성 항체의 경쇄는 인간 중쇄의 새로운 레퍼토리와 조합되고, 원하는 친화도를 갖는 항체는 셔플링의 이런

제2 라운드로부터 선택된다. 일부 실시형태에서, 셔플링의 제1 라운드에서 선택된 항체로부터 인간 경쇄는 그

다음에 셔플링의 제2 라운드에서 선택된 항체로부터 인간 중쇄와 조합된다. 따라서, 일부 실시형태에서, 원하는
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항원 결합 특이성 및 친화도를 갖는 인간 항체가 선택된다.

일부 실시형태에서, "리보솜 디스플레이" 방법은 친화도 성숙에 의해 항체 선택을 대체하는데 사용된다. 리보솜[0116]

디스플레이 방법의 일부 실시형태에서, 항체-암호화 핵산은 선택 단계 사이에 RT-PCR에 의해 증폭된다. 따라서,

일부 실시형태에서, 실수유발 중합효소는 핵산 내로 돌연변이를 도입하기 위하여 사용될 수 있다. 이러한 방법

의 비제한적 예는 문헌[Hanes et al. (1998) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 95:14130-14135]에 상세하게 기재되

어 있다.

5.2.3.4.특정 재조합 방법[0117]

일부 실시형태에서, 단클론성 항체는 재조합 기법에 의해 생성된다. 예를 들어, 미국특허 제4,816,567호를 참조[0118]

한다. 특정의 이러한 실시형태에서, 단클론성 항체 쇄를 암호화하는 핵산은 적합한 숙주 세포에서 클로닝되고

발현된다. 단클론성 항체 쇄를 암호화하는 핵산은 적합한 숙주 세포에서 클로닝되고 발현된다. 예를 들어, 일부

실시형태에서, RNA는 표준 방법을 사용하여 성숙 B-세포 또는 하이브리도마 세포와 같이 원하는 항체를 발현시

키는 세포로부터 제조될 수 있다. 일부 실시형태에서, RNA는 그 다음에 표준 방법을 사용하여 cDNA를 만들기 위

해 사용될 수 있다. 일부 실시형태에서, 중쇄 또는 경쇄 폴리펩타이드를 암호화하는 cDNA는, 예를 들어 PCR에

의해 특이적 올리고뉴클레오타이드 프라이머에 의해 증폭된다. 일부 실시형태에서, cDNA는 적합한 발현 벡터내

로 클로닝된다. 일부 실시형태에서, 그 다음에 발현 벡터는 내인성으로 항체를 생성하지 않는 숙주 세포와 같은

적합한 숙주 세포 내로 형질전환되거나 또는 형질감염(transfection)된다. 특정 대표적인 숙주 세포는, 이에 제

한되는 것은 아니지만, 이콜라이, COS 세포, 중국 햄스터 난소(Chinese hamster ovary, CHO) 세포 및 골수종

세포를 포함한다. 일부 실시형태에서, 중쇄 및 경쇄는 동일 숙주 내에서 공동발현되며, 재구성된 항체는 분리될

수 있다.

일부 실시형태에서, 중쇄 또는 경쇄를 암호화하는 cDNA는 변형될 수 있다. 예를 들어, 일부 실시형태에서, 마우[0119]

스 중쇄 또는 경쇄의 불변 영역은 인간 중쇄 또는 경쇄의 불변 영역으로 대체될 수 있다. 이 방식에서, 일부 실

시형태에서, 키메라 항체는 인간 항체 불변 영역을 소유하지만, 마우스 항체의 결합 특이성을 보유하도록 생성

될 수 있다.

일부 실시형태에서, 핵산분자는 NOTUM 중화 항체의 중쇄 또는 경쇄를 암호화하는 폴리뉴클레오타이드 서열을 포[0120]

함한다. 일부 실시형태에서, 단일 핵산 분자는 NOTUM 중화 항체의 중쇄를 암호화하는 제1 폴리뉴클레오타이드

서열 및 NOTUM 중화 항체의 경쇄를 암호화하는 제2 폴리뉴클레오타이드 서열을 포함한다. 일부 실시형태에서,

예를 들어, 항체가 단일-쇄 Fv(scFv)일 때, 중쇄에 대한 암호 서열 및 경쇄에 대한 암호 서열은 연속적 암호 서

열의 부분이므로, 단일 폴리펩타이드가 발현되는데, 이는 항체의 중쇄와 경쇄를 둘 다 포함한다. 일부 실시형태

에서, 중쇄와 경쇄를 둘 다 암호화하는 단일 핵산 분자는 별개의 폴리펩타이드로서 2개의 쇄를 발현시킬 수 있

다. 일부 이러한 실시형태에서, 각각의 쇄는 별개의 프로모터의 제어하에 있다. 일부 실시형태에서, 2개의 쇄는

동일 프로모터의 제어하에 있다. 당업자라면 의도된 용도에 따라 NOTUM 중화 항체의 중쇄 및 경쇄에 대한 적합

한 입체배치 및 적합한 제어 구성요소를 선택할 수 있다.

일부 실시형태에서, 핵산은 특정 숙주 세포에서 중쇄 및/또는 경쇄를 발현시키기에 적합한 발현 벡터와 같은 벡[0121]

터이다. 당업자라면 발현을 위해 사용되는 숙주 세포에 따라서 적합한 발현 벡터 또는 발현 벡터들을 선택할 수

있다. 다수의 대표적인 이러한 벡터는 당업계에 공지되어 있다.

일부 실시형태에서, 핵산분자는 MAb 1.731, 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029, 2.55, 2.78 및 이러한 MAb의 인간화[0122]

된 형태로부터 선택된 NOTUM 중화 항체의 중쇄를 암호화하는 폴리뉴클레오타이드 서열을 포함한다. 일부 이러한

실시형태에서, 핵산분자는 서열번호 101, 103, 105, 107, 109, 111, 112, 115, 116, 119, 120, 123, 124, 127

및 128로부터 선택된 폴리뉴클레오타이드 서열을 포함한다. 일부 실시형태에서, 핵산분자는 MAb 1.731, 1.802,

1.815, 1.846, 2.1029, 2.55, 2.78 및 이러한 MAb의 인간화된 형태로부터 선택된 NOTUM 중화 항체의 경쇄를 암

호화하는  폴리뉴클레오타이드  서열을  포함한다.  일부  이러한  실시형태에서,  핵산분자는  서열번호 102,  104,

106, 108, 110, 113, 114, 117, 118, 121, 122, 125, 126, 129 및 130으로부터 선택된 폴리뉴클레오타이드 서

열을 포함한다. 일부 실시형태에서, 핵산분자는 MAb 1.731, 1.802, 1.815, 1.846, 2.1029, 2.55, 2.78, 및 이

러한 MAb의 인간화된 형태로부터 선택된 NOTUM 중화 항체의, 중쇄를 암호화하는 제1 폴리뉴클레오타이드 서열

및 제2 폴리뉴클레오타이드 서열을 포함한다.

일부 실시형태에서, 재조합 항체는 특정 세포주에서 발현될 수 있다. 일부 실시형태에서, 특정 항체를 암호화하[0123]

는 서열은 적합한 포유류 숙주 세포의 형질전환을 위해 사용될 수 있다. 특정 실시형태에 따라, 형질전환은 숙
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주 세포 내로 폴리뉴클레오타이드를 도입하기 위한 임의의 공지된 방법에 의할 수 있다. 특정 대표적인 방법은,

이에 제한되는 것은 아니지만, 미국특허 제4,399,216호, 제4,912,040호, 제4,740,461호 및 제4,959,455호에 예

시된 바와 같이 바이러스 내에서(또는 바이러스 벡터 내로) 폴리뉴클레오타이드를 패키징하는 단계 및 바이러스

(또는 벡터)로 숙주 세포를 형질 도입하는 단계 및 당업계에 공지된 특정 형질감염 과정을 사용하는 단계를 포

함한다. 일부 실시형태에서, 사용된 형질전환 과정은 형질전환되는 숙주에 의존할 수 있다. 비상동성 폴리뉴클

레오타이드를 포유류 세포내로 도입하기 위한 특정 대표적인 방법은 당업계에 공지되며, 이에 제한되는 것은 아

니지만, 덱스트란-매개 형질감염, 인산칼슘 침전, 폴리브렌 매개 형질감염, 프로토플라스트 융합, 전기천공법,

리포좀 내 폴리뉴클레오타이드(들)의 캡슐화 및 핵 내로 DNA의 직접적 마이크로주입을 포함한다.

발현을 위한 숙주로서 입수가능한 특정 대표적인 포유류 세포주는 당업계에 공지되어 있고, 이에 제한되는 것은[0124]

아니지만, 중국 햄스터 난소(CHO) 세포, HeLa 세포, 새끼 햄스터 신장(baby hamster kidney, BHK) 세포, 원숭

이 신장 세포(monkey kidney cell, COS), 인간 간암 세포(예를 들어 Hep G2) 및 다수의 다른 세포주를 포함하

는, 미국 미생물 보존센터(American Type Culture Collection, ATCC)로부터 입수가능한 다수의 불멸 세포주를

포함한다. 일부 실시형태에서, 세포주가 NOTUM에 특이적으로 결합되는 높은 수준의 항체를 생성하는지를 결정함

으로써 세포주가 선택될 수 있다.

5.3.치료 방법[0125]

본 발명은 환자에서 내부피질 뼈 형성을 자극하는 방법을 포함하는데, 이는 치료를 필요로 하는 환자에게 본 발[0126]

명의 항체의 유효량을 투여하는 단계를 포함한다. 또한 치료를 필요로 하는 환자에게 본 발명의 항체의 유효량

을 투여하는 단계를 포함하는, 피질 뼈 두께를 증가시키는 방법이 포함된다.

본 발명은 치료가 필요한 환자에게 본 발명의 항체의 치료적 또는 예방적 유효량을 투여하는 단계를 포함하는[0127]

뼈 손실과 관련된 질병 또는 장애를 치료하고, 관리하거나 또는 예방하는 방법을 포함한다. 질병 및 장애의 예

는 골다공증(예를 들어, 폐경 후 골다공증, 스테로이드- 또는 글루코코르티코이드-유발 골다공증, 남성 골다공

증 및 특발성 골다공증), 골감소증 및 파제트병을 포함한다.

또한 본 발명은 치료가 필요한 환자에게 본 발명의 항체의 치료적 또는 예방적 유효량을 투여하는 단계를 포함[0128]

하는 뼈 파손을 치료하고, 관리하거나 또는 예방하는 방법이 포함된다. 특정 뼈 파손은 전이성 뼈 질병, 즉, 뼈

에 전이된 암과 관련된다. 뼈에 전이될 수 있는 암의 예는 전립선암, 유방암, 폐암, 갑상선암 및 신장 암을 포

함한다.

본 발명은 또한 치료가 필요한 환자에게 본 발명의 항체의 치료적 또는 예방적 유효량을 투여하는 단계를 포함[0129]

하는 질병 또는 장애와 관련되거나 또는 질병 또는 장애에 의해 야기된 뼈 손실을 치료하고, 관리하거나 또는

예방하는 방법이 포함된다. 질병 및 장애의 예는 셀리악병, 크론병, 쿠싱 증후군, 부갑상선기능항진증, 염증성

장질환 및 궤양성 대장염을 포함한다.

본 발명의 방법으로부터 유리하게 될 수 있는 비제한적 대표적인 환자는 55세 이상의 남성 및 여성, 폐경기후[0130]

여성 및 신부전에 걸린 환자를 포함한다.

본 발명의 항체는 뼈에 영향을 미치는 질병 또는 질환의 치료, 관리 또는 예방에서 유용한 것으로 알려진 다른[0131]

약물과  조합되어(예를  들어  동시에  또는  상이한  시간에)  투여될  수  있다.  예는  안드로겐  수용체  조절자

(modulator); 비스포스포네이트; 칼시토닌; 칼슘인지 수용체 길항물질; RANKL 항체, 카텝신 K 억제제; 에스트로

겐 및 에스트로겐 수용체 조절자; 인테그린 결합제, 항체 및 수용체 길항물질; 부갑상선 호르몬(parathyroid

hormone, PTH) 및 이것의 유사체 및 모방체; 및 비타민 D 및 합성 비타민 D 유사체를 포함한다.

안드로겐 수용체 조절자의 예는 피나스테라이드 및 다른 5α-환원효소 억제제, 닐루타마이드, 플루타마이드, 바[0132]

이칼루타마이드, 리아로졸 및 아비라테론 아세테이트를 포함한다.

비스포스포네이트의 예는 알렌드로네이트, 시마드로네이트, 클로드로네이트, 에티드로네이트, 이반드로네이트,[0133]

인카드로네이트, 미노드로네이트, 네리드로네이트, 올파드로네이트, 파미드로네이트, 피리드로네이트, 리세드로

네이트, 틸루드로네이트 및 졸렌드로네이트 및 약제학적으로 허용가능한 염 및 이것의 에스터를 포함한다.

카텝신 K  억제제의 예는 VEL-0230,  AAE581(발리카팁),  MV061194,  SB-462795(릴라카팁),  MK-0822(오다나카팁)[0134]

및 MK-1256을 포함한다.

에스트로겐  및  에스트로겐  수용체  조절자의  예는  자연적으로  발생하는  에스트로겐(예를  들어,[0135]

7-에스트라다이올, 에스트론 및 에스트라이올), 컨쥬게이트된 에스트로겐(예를 들어, 컨쥬게이트된 에퀸 에스트
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로겐), 경구용 피임약, 설페이트된 에스트로겐, 프로게스토겐, 에스트라다이올, 드롤록시펜, 랄록시펜, 라소폭

시펜, TSE-424, 타목시펜, 이독시펜, LY353381, LY117081, 토레미펜, 풀베스트란트, 4-[7-(2,2-다이메틸-1-옥

소프로폭시-4-메틸-2-[4-[2-(1-피페리디닐)에톡시]페닐]-2H-1-벤조파이란-3-일]-페닐-2,2-다이메틸프로파네이

트, 4,4'-다이하이드록시벤조페논-2,4-다이나이트로페닐-하이드라존 및 SH646을 포함한다.

인테그린  결합제,  항체  및  수용체  길항물질의  예는  비탁신(MEDI-522),  실렌지타이드  및  L-000845704를[0136]

포함한다.

5.4.약제학적 제형[0137]

본 발명은 본 발명의 하나 이상의 항체 및 선택적으로 상기 기재한 것과 같은 하나 이상의 다른 약물을 포함하[0138]

는 약제학적 조성물을 포함한다.

일부 실시형태에서, NOTUM 중화 항체는 치료적 항체로서 사용될 수 있다. 치료적 항체로서 사용되는 대표적인[0139]

NOTUM 중화 항체는, 이에 제한되는 것은 아니지만, 키메라 항체, 인간화된 항체 및 인간 항체를 포함한다. 당업

자라면 치료제로서 항체의 사용에 익숙하다.

일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 항체의 유효량 및 약제학적으로 허용가능한 희석제, 담체, 가용화제, 에멀전[0140]

화제, 보존제 및/또는 애주번트를 포함하는 약제학적 조성물이 제공된다. 일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 항

체의 유효량 및 약제학적으로 허용가능한 희석제, 담체, 가용화제, 에멀전화제, 보존제 및/또는 애주번트와 함

께 적어도 하나의 추가적인 치료제의 유효량을 포함하는 약제학적 조성물이 제공된다. 일부 실시형태에서, 적어

도 하나의 추가적인 치료제는 상기 기재된 것으로부터 선택된다.

일부 실시형태에서, 약제학적 조성물의 제형 물질은 사용된 투약량 및 농도에서 수용인에게 비독성이다.[0141]

일부 실시형태에서, 약제학적 조성물은, 예를 들어 pH, 삼투압, 점도, 선명도, 색, 등장성, 냄새, 멸균, 해리[0142]

또는 방출속도, 조성물의 흡착 또는 침투를 변형하고, 유지하거나 또는 보존하기 위한 제형 물질을 포함한다.

일부 실시형태에서, 적합한 제형 물질은, 이에 제한되는 것은 아니지만, 아미노산(예를 들어, 글라이신, 글루타

민, 아스파라긴, 알기닌 및 리신); 항균제; 항산화제(예를 들어, 아스코르브산, 황산나트륨 및 아황산수소나트

륨); 완충제(예를 들어, 붕산염, 중탄산염, 트리스-HCl, 시트레이트, 포스페이트 및 다른 유기산); 벌크제(예를

들어, 만니톨 및 글라이신); 킬레이트제(예를 들어, 에틸렌다이아민 테트라아세트산(EDTA)); 착화제(예를 들어,

카페인, 폴리비닐피롤리돈, 베타-사이클로덱스트린 및 하이드록시프로필-베타-사이클로덱스트린); 충전제; 단당

류, 이당류, 및 다른 탄수화물(예를 들어, 글루코스, 만노스 및 덱스트린); 단백질(예를 들어, 혈청 알부민, 젤

라틴 및 면역글로뷸린); 착화제, 향미제 및 희석제; 에멀전화제; 친수성 폴리머(예를 들어, 폴리비닐피롤리돈);

저분자량 폴리펩타이드; 염-형성 반대이온(예를 들어, 나트륨); 보존제(예를 들어, 벤즈알코늄 클로라이드, 벤

조산,  살리실산,  티메로살,  펜에틸 알코올,  메틸파라벤,  프로필파라벤,  클로르헥시딘,  소르브산 및 과산화수

소); 용매(예를 들어, 글라이세린, 프로필렌 글라이콜 및 폴리에틸렌 글라이콜); 당 알코올(예를 들어, 만니톨

및 솔비톨); 현탁제; 계면활성제 또는 습윤제(예를 들어, 플루로닉(pluronic), PEG, 솔비탄 에스터, 폴리솔베이

트(예를 들어, 폴리솔베이트 20 및 폴리솔베이트 80), 트리톤, 트로메타민, 레시틴, 콜레스테롤 및 티록사팔);

안정성 향상제(예를 들어, 수크로스 및 솔비톨); 긴장성 향상제(예를 들어, 알칼리 금속 할로겐화물(예를 들어,

염화나트륨 또는 염화칼륨), 만니톨 및 솔비톨); 전달 비히클; 희석제; 부형제; 및 약제학적 애주번트를 포함한

다.  (Remington's  Pharmaceutical  Sciences,  18
th
 Edition,  A.R.  Gennaro,  ed.,  Mack  Publishing  Company

(1990). 

일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 항체 또는 다른 치료적 분자는 반감기 연장 비히클에 연결된다. 비제한적인[0143]

대표적 반감기 연장 비히클은 당업계에 공지된 것을 포함한다. 이러한 비히클은, 이에 제한되는 것은 아니지만,

Fc 도메인, 폴리에틸렌 글라이콜 및 덱스트란을 포함한다. 대표적인 이러한 비히클은, 예를 들어 공개된 국제특

허출원 WO 99/25044호에 기재되어 있다.

일부 실시형태에서, 최적의 약제학적 조성물은, 예를 들어 투여, 전달 형식 및 원하는 투약량의 의도된 투여 경[0144]

로에 의해 결정될 것이다. 예를 들어, 문헌[Remington's Pharmaceutical Sciences, 상기 참조]을 참조한다. 일

부 실시형태에서, 이러한 조성물은 생리적 상태, 안정성, 생체내 방출속도 또는 중화항체의 생체내 클리어런스

(clearance)률에 영향을 미칠 수 있다.

일부 실시형태에서, 약제학적 조성물 내 1차 비히클 또는 담체는 사실상 수성 또는 비수성일 수 있다. 예를 들[0145]

어, 일부 실시형태에서, 적합한 비히클 또는 담체는 가능하다면 비경구 투여를 위한 조성물에서 흔한 다른 물질
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과 함께 보충된 주사용수, 생리적 멸균 용액 또는 인공 뇌척수액일 수 있다. 대표적인 비히클은, 이에 제한되는

것은 아니지만, 중성 완충 식염수 및 혈청 알부민과 혼합된 식염수를 포함한다. 일부 실시형태에서, 약제학적

조성물은 약 pH 7.0 내지 8.5의 트리스 완충제 또는 약 pH 4.0 내지 5.5의 아세테이트 완충제를 포함하며, 솔비

톨 또는 그에 대해 적합한 치환물을 추가로 포함할 수 있다. 일부 실시형태에서, 적어도 하나의 추가적인 치료

제와 함께 또는 추가적인 치료제 없이 NOTUM에 대한 항체를 포함하는 조성물은 동결건조된 케이크 또는 수용액

의 형태로 선택적 제형화 작용제(Remington's Pharmaceutical Sciences, 상기 참조)와 원하는 순도를 갖는 선

택된 조성물을 혼합함으로써 저장을 위해 제조될 수 있다. 일부 실시형태에서, 적어도 하나의 추가적인 치료제

와 함께 또는 추가적인 치료제 없이 NOTUM에 대한 항체를 포함하는 조성물은 수크로스와 같은 적절한 부형제를

사용하여 동결건조물로서 제형화될 수 있다.

일부 실시형태에서, 약제학적 조성물은 비경구 전달을 위해 선택된다. 일부 실시형태에서, 약제학적 조성물은[0146]

흡입용으로 또는 경구와 같은 소화관을 통한 전달용으로 선택된다. 약제학적으로 허용가능한 조성물의 제조를

위한 다양한 기법은 당업자에게 공지되어 있다.

일부 실시형태에서, 제형 성분은 투여 부위에 허용가능한 농도로 존재한다. 일부 실시형태에서, 완충제는 생리[0147]

적 pH에서 또는 약간 더 낮은 pH에서, 전형적으로 약 5 내지 약 8의 pH 범위 내에서 조성물을 유지하기 위해 사

용된다.

일부 실시형태에서, 비경구 투여가 고려될 때, 약제학적 조성물은 약제학적으로 허용가능한 비히클에서 추가적[0148]

인  치료제와  함께  또는  추가적인 치료제 없이 NOTUM에  대해  원하는 항체를 포함하는,  파이로젠(pyrogen)이

없는, 비경구로 허용가능한 수용액의 형태일 수 있다. 일부 실시형태에서, 비경구 주사용 비히클은 멸균 증류수

이며, 이때 적어도 하나의 추가적인 치료제와 함께 또는 추가적인 치료제 없이 NOTUM에 대한 항체는 멸균, 등장

용액으로서 제형화되며, 적절하게 보존된다. 일부 실시형태에서, 제조는 주사가능한 마이크로스피어, 생분해성

입자, 폴리머 화합물(예컨대 폴리락트산 또는 폴리글라이콜산) 비드 또는 리포좀과 같은 작용제와 함께 원하는

분자의 제형을 수반할 수 있는데, 이는 생성물의 제어 방출 또는 지속 방출을 제공한 다음 데포 주사를 통해 전

달될 수 있다. 일부 실시형태에서, 히알루론산이 또한 사용될 수 있으며, 순환에서 지속 기간을 촉진하는 효과

를 가질 수 있다. 일부 실시형태에서, 이식가능한 약물 전달 장치가 사용되어 원하는 분자를 도입할 수 있다.

일부 실시형태에서, 약제학적 조성물은 흡입을 위해 제형화될 수 있다. 일부 실시형태에서, 적어도 하나의 추가[0149]

적인 치료제와 함께 또는 추가적인 치료제 없이 NOTUM에 대한 항체는 흡입을 위한 건조 분말로서 제형화될 수

있다. 일부 실시형태에서, 적어도 하나의 추가적인 치료제와 함께 또는 추가적인 치료제 없이 NOTUM에 대한 항

체를 포함하는 흡입 용액은 에어로졸 전달을 위한 추진제와 함께 제형화될 수 있다. 일부 실시형태에서, 용액은

네뷸라이징(nebulize)될 수 있다.

일부 실시형태에서, 제형은 경구로 투여될 수 있다. 일부 실시형태에서, 적어도 하나의 추가적인 치료제와 함께[0150]

또는 추가적인 치료제 없이 이런 방식으로 투여된 NOTUM에 대한 항체는 정제 및 캡슐과 같은 고체 투약형태의

조제에 관습적으로 사용되는 담체와 함께 또는 담체 없이 제형화될 수 있다. 일부 실시형태에서, 캡슐은 생체이

용가능성이 최대로되고, 침투전 분해가 최소화될 때 위장관 내 지점에서 제형의 활성 부분을 방출시키도록 설계

될 수 있다. 일부 실시형태에서, 적어도 하나의 추가적인 작용제는 임의의 추가적인 치료제와 함께 또는 치료제

없이 NOTUM에 대한 항체의 흡수를 가능하게 하도록 포함될 수 있다. 일부 실시형태에서, 희석제, 향미제, 저융

점 왁스, 식물성 오일, 윤활제, 현탁제, 정제 붕해제 및/또는 결합제가 또한 사용될 수 있다.

일부 실시형태에서, 약제학적 조성물은 정제의 제조에 적합한 비-독성 부형제와 혼합되어 적어도 하나의 추가적[0151]

인 치료제와 함께 또는 치료제 없이 NOTUM에 대한 항체의 유효량을 포함한다. 일부 실시형태에서, 멸균수 또는

다른 적절한 비히클에 정제를 용해시킴으로써, 용액은 단위-투약 형태로 제조될 수 있다. 대표적인 부형제는,

이에 제한되는 것은 아니지만, 비활성 희석제(예를 들어, 탄산칼슘, 탄산나트륨, 중탄산나트륨, 락토스 및 인산

칼슘); 결합제(예를 들어 전분, 젤라틴 및 아카시아); 및 윤활제(예를 들어, 마그네슘 스테아레이트, 스테아르

산 및 탈크)를 포함한다.

추가적인 약제학적 조성물은 지속된- 또는 제어된-전달 조제물 내 적어도 하나의 추가적인 치료제와 함께 또는[0152]

추가적인 치료제 없이 NOTUM에 대한 항체를 포함하는 제형을 포함하여, 당업자에게 명백할 것이다. 대표적인 지

속- 또는 제어-전달 조제물은, 이에 제한되는 것은 아니지만, 리포좀 담체, 생분해성 마이크로입자, 다공성 비

드 및 데포 주사를 포함한다. 조제물을 제조하기 위한 다양한 기법은 당업자에게 공지되어 있다. 일부 실시형태

에서, 지속-방출 제제는 성형된 물품, 예를 들어 필름 또는 마이크로캡슐의 형태로 반투과성 폴리머 매트릭스를

포함할 수 있다. 대표적인 지속 방출 매트릭스는, 이에 제한되는 것은 아니지만, 폴리에스터, 하이드로겔, 폴리
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락타이드(예를 들어 미국특허 제3,773,919호 및 유럽특허 제058,481호를 참조), L-글루탐산 및 감마 에틸-L-글

루타메이트의 공중합체(예를 들어, 문헌[Sidman et al. (1983) Biopolymers 22:547-556]를 참조), 폴리(2-하이

드록시에틸-메타크릴레이트)(예를 들어, 문헌[Langer  et  al.  (1981)  J.  Biomed.  Mater.  Res.  15:167-277  및

Langer (1982) Chem. Tech. 12:98-105]을 참조), 에틸렌 비닐 아세테이트(Langer et al., 상기 참조), 및 폴리

-D(-)-3-하이드록시뷰티르산(유럽특허 133,988호)을 포함한다. 일부 실시형태에서, 지속 방출 조성물은, 일부

실시형태에서 당업계에 공지된 임의의 몇몇 방법에 의해 제조될 수 있는 리포좀을 포함할 수 있다. 예를 들어,

문헌[Eppstein et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688-3692]; 유럽 특허 036,676호; 유럽 특허

088,046호; 및 유럽 특허 143,949호를 참조한다.

일부 실시형태에서, 생체내 투여를 위해 사용되는 약제학적 조성물은 전형적으로 멸균이다. 일부 실시형태에서,[0153]

이는 멸균 여과막을 통한 여과에 의해 수행될 수 있다. 일부 실시형태에서, 조성물이 동결건조되는 경우, 이 방

법을 사용하는 멸균은 동결건조 및 재구성 전 또는 후 수행될 수 있다. 일부 실시형태에서, 비경구 투여를 위한

조성물은 동결건조된 형태로 또는 용액에 저장될 수 있다. 일부 실시형태에서, 비경구 조성물은 일반적으로 멸

균 액서스 포트, 예를 들어 정맥내 용액 백 또는 피하 주사기 주사 바늘에 의해 구멍이 뚫릴 수 있는 마개를 갖

는 바이알을 갖는 용기 내에 위치된다.

일부 실시형태에서, 일단 약제학적 조성물이 제형화되면, 이는 용액, 현탁액, 겔, 에멀전, 고체로서 또는 탈수[0154]

되거나 또는 동결건조된 분말로서 멸균 바이알 내에 저장될 수 있다. 일부 실시형태에서, 이러한 조제물은 레디

-투-유즈(ready-to-use) 형태로 또는 투여 전 재구성되는 형태(예를 들어 동결건조된)로 저장될 수 있다.

일부 실시형태에서, 1회 용량 투여 단위를 생성하기 위한 키트가 제공된다. 일부 실시형태에서, 키트는 각각 원[0155]

하는 단백질을 갖는 제1 용기와 수성 제형을 갖는 제2 용기를 둘 다 함유할 수 있다. 일부 실시형태에서, 1회

또는 다회-챔버의 사전-충전된 주사기(예를 들어 액체 주사기 및 리오주사기(lyosyringe))를 함유하는 키트가

포함된다.

일부 실시형태에서, 적어도 하나의 추가적인 치료제와 함께 또는 추가적인 치료제 없이 치료적으로 사용되는[0156]

NOTUM에 대한 항체를 포함하는 약제학적 조성물의 유효량은, 예를 들어 치료 내용 및 목적에 의존할 것이다. 당

업자라면 이렇게 하여 일부 실시형태에 따라 치료를 위한 적절한 투약량 수준이 전달되는 분자, 적어도 하나의

추가적인 치료제와 함께 또는 추가적인 치료제 없이 NOTUM에 대한 항체가 사용되는 적응증(indication), 투여

경로 및 크기(체중, 체표면 또는 기관 크기) 및/또는 환자의 상태(연령 및 일반적 건강상태)에 의존하여 다를

것이라는 것을 인식할 것이다. 일부 실시형태에서, 임상의는 최적의 치료 효과를 얻기 위하여 투약량을 정할 수

있고, 투여 경로를 변형할 수 있다. 일부 실시형태에서, 전형적인 투약량은 상기 언급한 인자에 의존하여 약

0.1 ㎍/㎏의 환자 체중 내지 약 100㎎/㎏ 이상의 범위에 있을 수 있다. 일부 실시형태에서, 투약량은 앞서 언급

한 임의의 종말점 사이의 모든 지점을 포함하여(분획을 포함) 0.1 ㎍/㎏ 내지 약 100㎎/㎏; 1 ㎍/㎏ 내지 약

100㎎/㎏; 또는 5 ㎍/㎏ 내지 약 100㎎/㎏의 범위에 있을 수 있다. 일부 실시형태에서, 투약량은 약 1㎎/㎏ 체

중 내지 약 60㎎/㎏ 체중이다. 일부 실시형태에서, 투약량은 약 1㎎/㎏ 체중, 약 3㎎/㎏ 체중, 약 5㎎/㎏ 체중,

약 10㎎/㎏ 체중, 약 20㎎/㎏ 체중, 약 30㎎/㎏ 체중, 약 40㎎/㎏ 체중, 약 50㎎/㎏ 체중 또는 약 60㎎/㎏ 체중

이다.

일부 실시형태에서, NOTUM에 대한 중화 항체의 인간 용량은 마우스, 개, 원숭이 등과 같은 다른 종에서 동일 항[0157]

체의  효율적  용량에  기반하여  결정된다.  일부  실시형태에서,  NOTUM에  대한  중화  항체의  인간  용량은  문헌

["Guidance  for  Industry:  Estimating  the  Maximum  Safe  Starting  Dose  in  Initial  Clinical  Trials  for

Therapeutics in Adult Healthy Volunteers," U.S. Department of Health and Human Services, Food and Drug

Administration,  and  Center  for  Drug  Evaluation  and  Research  (CDER),  July  2005(Pharmacology  and

Toxicology)]을 사용하여 결정된다.

일부 실시형태에서, 적합한 투약량은, 예를 들어 동물 연구에 기반하여 당업자에 의해 결정될 수 있다.[0158]

다양한 실시형태에서, NOTUM에 대한 중화 항체는 1주당 2회, 1주당 1회, 2주당 1회, 1개월당 1회, 2개월당 1회[0159]

또는 훨씬 덜 빈번하게 환자에게 투여된다.

일부 실시형태에서, 투약 빈도는 NOTUM에 대한 항체의 약동학적 변수 및 적용가능하다면, 사용된 조제물 내 임[0160]

의의 추가적인 치료제를 고려할 것이다. 일부 실시형태에서, 임상의는 투약량이 원하는 효과를 달성하도록 도달

될 때까지 조성물을 투여할 것이다. 일부 실시형태에서, 따라서 조성물은 1회 용량 또는 시간에 걸쳐 2회 이상

의 용량(동일량의 원하는 분자를 함유할 수도 있고 함유하지 않을 수도 있음), 또는 이식 장치 또는 카테터를
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통해 연속적 주입으로서 투여될 수 있다. 일부 실시형태에서, 적절한 투약량의 추가적인 정제는 당업자에 의해

일상적으로 만들어지며, 그것에 의해 일상적으로 수행된 작업의 범위 내에 있다. 일부 실시형태에서, 적절한 투

약량은 적절한 용량-반응 데이터의 사용을 통해 확인될 수 있다. 일부 실시형태에서, 환자는 NOTUM에 대한 항체

를 포함하는 1 용량의 약제학적 조성물을 받는다. 일부 실시형태에서, 1일당 1, 2, 3 또는 4 용량의 NOTUM에 대

한 항체를 포함하는 약제학적 조성물을 받는다. 일부 실시형태에서, 환자는 1주당 1, 2, 3, 4, 5 또는 6 용량의

NOTUM에 대한 항체를 포함하는 약제학적 조성물을 받는다. 일부 실시형태에서, 환자는 1개월당 1, 2, 3 또는 4

용량의 NOTUM에 대한 항체를 포함하는 약제학적 조성물을 받는다.

일부 실시형태에서, 약제학적 조성물의 투여 경로는 공지된 방법, 예를 들여 경구로, 피하, 정맥내, 복막내, 대[0161]

뇌(뇌실질내), 뇌실내, 근육내, 안구내, 동맥내, 간문맥내, 병변내 경로에 따라; 지속 방출 시스템에 의해 또는

이식 장치에 의한다. 일부 실시형태에서, 조성물은 볼루스 주사 또는 연속적으로 주입에 의해, 또는 이식 장치

에 의해 투여될 수 있다.

일부 실시형태에서, 조성물은 원하는 분자가 흡수되거나 또는 캡슐화된 막, 스폰지 또는 다른 적절한 물질의 이[0162]

식을 통해 국소적으로 투여될 수 있다. 일부 실시형태에서, 이식 장치가 사용되는 경우, 장치는 임의의 적합한

조직 또는 기관 내로 이식될 수 있고, 원하는 분자의 전달은 확산, 시간-방출 볼루스 또는 연속적 투여를 통할

수 있다.

일부 실시형태에서, 적어도 하나의 추가적인 치료제와 함께 또는 추가적인 치료제 없이 NOTUM에 대한 항체는 본[0163]

명세서에 기재된 것과 같은 방법을 사용하여 유전적으로 유전자 조작된 특정 세포를 이식함으로써 전달되어 폴

리펩타이드를 발현시키고 분비한다. 일부 실시형태에서, 이러한 세포는 동물 또는 인간 세포일 수 있고, 자가조

직, 이종기원 또는 이종발생일 수 있다. 일부 실시형태에서, 세포는 불멸일 수 있다. 일부 실시형태에서, 면역

학적 반응의 기회를 감소시키기 위하여, 세포는 주변 조직의 침윤을 회피하도록 캡슐화될 수 있다. 일부 실시형

태에서, 캡슐화 재료는 단백질 생성물(들)을 방출시키지만 환자의 면역 시스템에 의해 또는 주변 조직으로부터

다른  유해한  인자에  의해  세포의  파괴를  방지하는,  전형적으로  생체양립가능한,  반투과성  폴리머  엔클로저

(enclosure) 또는 막이다.

6.실시예[0164]

6.1.녹-아웃 마우스[0165]

인간 NOTUM 유전자의 뮤린 오솔로그(ortholog)에서 유전적으로 유전자조작된 돌연변이에 대한 마우스 동형 접합[0166]

을 돌연변이된 뮤린 ES 세포 클론의 OMNIBANK 수집으로부터 대응하는 돌연변이된 배아 줄기(embryonic stem,

ES) 세포 클론을 사용하여 만들었다(일반적으로, 미국특허 제6,080,576호를 참조). 간단히 말해서, 뮤린 NOTUM

좌위 내로 돌연변이 바이러스 삽입을 함유하는 ES 세포 클론을 차례로 가임신 암컷 숙주 내로 이식시키고 임신

이 수행되는 배반포(blastocyst) 내로 미량주사하였다. 후속하여 얻어진 키메라 새끼를 C57 블랙 6마리 암컷 마

우스에게 양육시켰고, 녹아웃 NOTUM 대립유전자의 생식계열 전달에 대해 새끼를 확인하였다. 돌연변이된 NOTUM

대립유전자에  이형  접합적인  동물은  후속하여  돌연변이된  NOTUM  대립유전자에  동형  접합적이고,  돌연변이된

NOTUM 대립유전자에 대해 이형 접합적인 새끼 또는 야생형 새끼를 대략 1:2:1의 비로 생성하도록 양육되었다.

NOTUM 유전자의 파괴에 대해 동형 접합적(-/-)인 마우스를 NOTUM 유전자의 파괴에 대해 이형 접합적(+/-)인 마[0167]

우스 및 야생형(+/+) 한배새끼와 함께 연구하였다. 이 분석 동안, 설계된 의학적 진단 과정의 통합 세트를 사용

하여 마우스에 의학적 검사를 실시하여 포유류 피험체에서 주요 기관 시스템의 기능을 평가하였다. 기재한 수의

동형 접합적(-/-) "녹아웃" 마우스를 이형 접합적 (+/-) 및 야생형(+/+) 한배새끼와 함께 연구함으로써, 더 신

뢰할만하고, 반복가능한 데이터를 얻었다.

도 1에 나타내는 바와 같이, NOTUM 유전자("hom")의 동형접합적 파괴를 갖는 수컷 마우스는 16주령에 그것의 야[0168]

생형 한배새끼와 비교하여 다양한 뼈 부위에서 더 큰 피질 두께를 나타내었다(그룹 둘 다에 대한 마우스의 수 N

= 10). 마이크로CT(Scanco μCT40)에 의해 측정되는 이들 차이점은: 골간 대퇴골에서 28%(p < 0.001); 골간 상

완골에서 19%(p < 0.001); 골간 경골에서 17%(p < 0.001); 및 경골-비골 접합에서 11%(p < 0.001)이었다. 도 2

에 나타내는 바와 같이, 16주령에 NOTUM 돌연변이("het")에 이형 접합 마우스의 골간 대퇴골 피질 뼈 두께는 그

것의 야생형 한배새끼의 골간 대퇴골 피질 뼈 두께보다 더 컸다: 수컷 het(N = 50)는 그것의 야생형 한배새끼(N

= 23)와 비교하여 6%(p = 0.007) 증가를 나타내었고; 암컷 het(N = 57)는 그것의 야생형 한배새끼(N = 22)와

비교하여 9%(p < 0.001) 증가를 나타내었다.

NOTUM 동물에서 뼈 형성의 관찰된 재분배의 실행적 징후는 도 3 및 도 4에 반영되는데, 이는 표준 4-점 굽힘 시[0169]
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험을  사용하여  대퇴골  파괴  강도  시험의  결과를  나타낸다(SkeleTech에  의해  수행됨,  현재  Ricerca

Biosciences). 16주령의 수컷 마우스에 대해 관찰한 결과를 제공하는 도 3에서 나타내는 바와 같이, het(N =

20)는 그것의 야생형 한배새끼(N  =  23)와 비교하여 대퇴골 파괴 강도의 5%(p  =  0.54)  증가를 나타낸 반면,

hom(N = 17)은 28%(p < 0.001) 증가를 나타내었다. 다른 한편으로, NOTUM hom과 het는 둘 다의 척추 압박 시험

은 야생형 대조군과 비교하여 최대 척추 압박 부하의 상당한 감소를 나타내지 않았다. 16주령의 암컷 마우스에

대해 유사한 결과를 관찰하였다. 도 4에서 나타내는 바와 같이, het(N = 20)는 그것의 야생형 한배새끼(N = 2

1)와 비교하여 대퇴골 파괴 강도의 12%(p = 0.04) 증가를 나타낸 반면, hom(N = 18)은 28%(p < 0.001) 증가를

나타내었다. 이들 및 다른 데이터의 분석은 피질 두께와 대퇴골 파괴 강도 사이의 강한 상관관계를 나타내었다.

6.2.재조합 NOTUM 단백질의 생성 및 정제[0170]

인간, 촉매적으로 불활성인 인간(S232A), 마우스, 촉매적으로 불활성인 마우스(S239A), 래트, 기니아 피그, 사[0171]

이노몰구스  원숭이  및  붉은털원숭이  NOTUM에  대한  전장  암호  서열은  각각  C-말단  6XHis  에피토프  태그를

가지며, 발현 벡터 pIRESpuro2(Clontech)로 서브클로닝시켰다. 발현 구성체를 사용하여 일시적 형질감염에 의해

분비된 NOTUM 단백질을 함유하는 조건화 배지를 만들거나 또는 조건화 배지의 더 많은 양의 생성을 위해, 예를

들어 NOTUM 단백질의 이후의 정제를 위해 안정한 형질감염체를 확립할 수 있다.

리포펙타민2000(Lipofectamine2000)(Invitrogen)을 사용하여 HEK293F 세포를 형질감염시켰고, 진탕 플라스크에[0172]

서 프리스타일(Freestyle) 293 발현 배지 (Invitrogen) 내 현탁 배양물 중에서 성장시켰다. 일시적 형질감염을

위해, 조건화 배지를 형질감염 4일 후에 채취하였고, 멸균여과시켰으며, 4℃에서 저장하였다. NOTUM 단백질을

안정하게 발현시키는 세포주의 생성을 위하여, 퓨로마이신의 존재에서 발현 플라스미드의 유전자 통합을 선택하

였다.

항-His 항체를 사용하여 세포 용해물 및/또는 조건화 배지의 웨스턴 블롯에 의해 NOTUM 단백질의 발현 및 분비[0173]

를 확인하였다. 제한 희석에 의한 NOTUM-생성 벌크 안정성 형질감염체의 서브클로닝은 상대적으로 높은 수준에

서 NOTUM을 발현시키는 개개 클론의 항-His 웨스턴 블론에 의한 확인을 가능하게 하였다.

10 내지 20 ㎎ 규모에서 정제된 마우스 및 인간 NOTUM 단백질을 생성하기 위하여, 마우스 또는 인간 NOTUM 중[0174]

하나를 발현시키는 클론의 HEK293F 세포주를 3ℓ의 용적으로 현탁 배양물 중에서 확장시켰다. 이 용적에서 세포

밀도가 ㎖ 당 1×10^6개의 생존 세포에 도달되었을 때, 세포를 원심분리에 의해 펠렛화하였고, 신선한 프리스타

일 293 발현 배지 내에서 재현탁시켰으며, 추가적인 배지 변화 없이 추가 96시간 동안 배양물 중에서 유지시켰

다. 96시간 후, 배양물을 채취하였고, 세포를 원심분리에 의해 펠렛화하였고, 조건화 배지를 멸균여과시켰으며,

이후의 과정동안 4℃에서 저장하였다.

정제 바로 전, NOTUM-함유 조건화 배지를 3ℓ 내지 1ℓ로 농축시킨 다음, 10kDa 공칭 분자량 컷오프를 갖는 막[0175]

을 사용하는 접선 유동(tangential flow) 여과에 의해 니켈 고정 금속 친화도 크로마토그래피(IMAC) 완충제(20

mM 트리스-HCl, 10 mM 이미다졸, 0.5 M NaCl, pH 7.4) 내로 완충제 교환하였다. 그 다음에 농축된, 완충 교환

된 조건화 배지를 평형상태의, 니켈 부하된, 금속 킬레이트 컬럼에 적용시켰다. 결합된 단백질을 세척하였고,

이미다졸 농도 구배를 사용하여 용리시켰다. 순수한 NOTUM 단백질을 함유하는 용리 분획을 풀링시켰고, 인산염

완충 식염수에 대해 투석시켜 용리 완충제를 제거하였다. 정제된, 투석 단백질을 알리쿼트(aliquot)시켰고, -80

℃에서 냉동시켰다.

단백질의 각 배치(batch)에 대해, 하나의 알리쿼트를 사용하여 바이신코닌산(bicinchoninic acid, BCA) 분석(일[0176]

리노이주 락포드에 소재한 Thermo Scientific)에 의해 단백질 농도, SDS PAGE 다음에 쿠마씨 또는 은 염색에 의

해 순도, 무세포 OPTS 효소 분석(이하의 실시예 6.4.1에 기재됨)과 세포기반 Wnt 신호처리 분석(이하의 실시예

6.4.2에 기재됨)에서 활성, 및 리물러스 변형세포 용해물(Limulus Amoebocyte Lysate, LAL) 분석(스위스 바젤

에 소재한 Lonza)에 의해 내독소 농도를 결정한다.

6.3.NOTUM에 대한 마우스 단클론성 항체의 생성[0177]

2개의 별개의 면역화 캠페인(campaign)에서 정제된 재조합 인간 및 마우스 NOTUM 단백질에 대해 항체가 상승되[0178]

었다.

캠페인 1에서, NOTUM 유전자에서 유전자 트랩 삽입에 대해 동형 접합적이고, 따라서 내인성 NOTUM 단백질을 결[0179]

여하는 마우스를 다음과 같은 인간 NOTUM 단백질로 면역화시켰다. 복막내로 주사한 완전 프로인트 애주번트 중

의 20㎍ 인간 NOTUM 단백질로 마우스를 프라이밍시켰다. 2주 내지 3주마다 복막매로 주사한 불완전 프로인트 애

주번트 중의 20㎍ 인간 NOTUM 단백질로 마우스를 부스팅하였다. ELISA에 의해 결정되는 바와 같이 인간 NOTUM에
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대해 강한 혈청 역가를 나타내는 마우스는 정맥내(i.v.)로 주사된 PBS 중의 10㎍ 인간 NOTUM 단백질의 최종 부

스트를 받았다.

캠페인 2에서, NOTUM 유전자에서 유전자 트랩 삽입에 대해 동형 접합 마우스를 CpG DNA와 함께 TiterMax 애주번[0180]

트 내 10㎍ 마우스 NOTUM 단백질의 프라이밍 면역화 다음에 3 또는 4일 간격으로 CpG DNA와 함께 알륨(Alum) 애

주번트 내 10㎍ 마우스 NOTUM 단백질의 10회 부스트에 의해 뒤 풋패드를 통해 면역화시켰다. PBS 중의 10㎍ 마

우스 NOTUM 단백질로 최종 풋 패드 부스팅 후 높은 역가 마우스로부터 서혜부 및 슬와 림프절을 채취하였다.

i.v. 부스팅된 마우스로부터의 비장 또는 풋패드 면역화된 마우스로부터의 림프절을 최종 부스팅 4일 후 수집하[0181]

였고, 민싱(mince)하고 염색하여 세포 현탁액을 수득하였다. 적혈구 세포를 용해시키고, 비-B-세포 집단에 특이

적인 항체로 코팅한 자기 비드를 사용하여 음성 선택에 의해 B-세포에 대해 세포 현탁액을 풍부하게 하였다. 마

우스 NS1 골수종 세포로 풍부하게 된 B-세포의 전기-세포 융합에 의해 하이브리도마를 만들었고, 하이포잔틴 및

아미노프테린을 함유하는 하이브리도마 배지 내 96-웰 플레이트 상에 시딩하여 생존 B-세포/골수종 세포 하이브

리도마를 선택하였다.

ELISA 포맷에서 수동적으로 흡착된 NOTUM 단백질과 면역반응성을 위한 하이브리도마 조건화 배지를 분석함으로[0182]

써 NOTUM-특이적 항체의 생성에 대해 하이브리도마를 스크리닝하였다. 마우스 및/또는 인간 NOTUM에 특이적인

항체를 분비하는 수백개의 하이브리도마를 면역화 캠페인 둘 다로부터 발견하였다.

6.4.NOTUM 중화 분석[0183]

6.4.1.OPTS 분석[0184]

OPTS 분석에서, 트라이소듐 8-옥타노일옥시파이렌-1,3,6-트라이설포네이트 (OPTS), 에스터라제 및 리파제의 형[0185]

광계 분석을 위한 수용성 효소 기질을 사용하여 NOTUM 활성을 측정한다. OPTS에서 에스터 결합의 효소적 절단으

로 형광 생성물을 수득한다.

하이브리도마 조건화 배지는 아마도 OPTS를 또한 절단할 수 있는 가수분해효소의 죽은 세포로부터의 방출에 기[0186]

인하여 OPTS 분석에서 일반적으로 간섭되는 것이 발견되었다. 이런 이유로, 본래 ELISA에 의해 가장 높은 수준

의 결합 활성을 본래 나타내는 해당 계열에 대해 추가적인 하이브리도마 조건화 배지를 만들었고, 단백질 A 비

드를 사용하는 친화도 크로마토그래피에 의해 96-웰 포맷에서 항체를 정제하였다. 그 다음에 이들 정제된 항체

를 사전 정량화 없이 4-배 희석으로 OPTS 분석에서 시험하였다.

384-웰 플레이트 상에서 항체를 4회 시험하였다. 4× 반응 완충제(20 mM CaCl2, 2mM MgCl2, 50mM 트리스-HCl,[0187]

pH7.4) 중에서 125 ng의 정제한 NOTUM을 함유하는 12.5 ㎕를 12.5 ㎕의 정제한 항체에 첨가하였다. 혼합 후, 항

체  및  NOTUM를  실온에서  20분  동안  인큐베이션시킨  다음  50  mM  트리스-HCl,  pH7.4에서  25㎕의  1.25  ㎛

OPTS(Sigma, catalog # 74875)를 첨가하였다. 혼합 후, 효소 반응을 실온에서 10분 동안 처리한 후, 25㎕의 3%

SDS의 첨가에 의해 반응을 중단시켰다. 485㎚의 여기 파장과 535㎚의 방출 파장으로 엔비전(Envision) 플레이트

판독기 상에서 플레이트를 판독하여 절단 생성물의 양을 정량화하였다.

캠페인 1로부터 1,135 인간 NOTUM 면역반응성 하이브리도마의 스크리닝으로 인간 NOTUM의 70% 초과를 나타낸 3[0188]

개의 항체를 수득하였다. 클론의 하이브리도마로부터 50㎖ 조건화 배지를 사용하는 단백질 A 친화도 크로마토그

래피에 의한 소규모 정제 항체 생성 및 한계 희석에 의해 서브클로닝하기 위하여 OPTS 분석에서 일부 중화 정도

를 나타내는 추가적인 5개 하이브리도마와 함께 이들 3개의 항체를 선택하였다.

캠페인 2로부터 확인한 1,056 마우스 NOTUM 면역반응성 하이브리도마의 OPTS 분석 스크리닝으로 마우스 NOTUM의[0189]

50% 초과 억제를 나타낸 6개의 항체를 수득하였다. 클론의 하이브리도마로부터 50㎖ 조건화 배지를 사용하는 단

백질 A 친화도 크로마토그래피에 의한 소규모 정제 항체 생성 및 한계 희석에 의해 서브클로닝하기 위하여 OPTS

분석에서 일부 중화 정도를 나타내는 추가적인 6개의 하이브리도마와 함께 이들 6개의 항체를 선택하였다.

6.4.2.Wnt 신호처리 분석[0190]

NOTUM은 Wnt 신호처리의 네거티브 조절자로서 작용할 수 있다. 셀센서(CellSensor(등록상표)) 기법 및 다음과[0191]

같이 제조하는 조건화 배지를 사용하는 Wnt 신호처리 분석에서 Wnt 신호처리 상의 효과를 통해 결정된 항체 중

화 활성을 결정하였다. pcDNA3.1(+) 벡터에서 인간 NOTUM을 함유하는 플라스미드를 HEK293 세포 내로 형질감염

시켰고, 400 ㎍/㎖의 G418의 존재에서 성장시킴으로써 클론을 선택하였다. 이들 세포로부터의 조건화 배지를 분

석을 위해 사용하였다. Wnt3a를 과발현시키고 조건화 배지 내로 분비하는 L 세포를 ATCC로부터 구입하였다.
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분석  프로토콜은  다음과  같다.  CellSensor(등록상표)LEF/TCF-bla  프리스타일(FreeStyle(상표명))  293F  세포[0192]

(Invitrogen)를 10% 투석된 FBS, 5㎍/㎖ 블라스티시딘(Blasticidin)(Invitrogen, R210-01), 0.1 mM NEAA, 25

mM HEPES 및 1×GPS와 함께 DMEM 중에서 15-㎝ 플레이트 내 컨플류언시(confluency) 근처에서 성장시켰다. 세포

를 우선 PBS로 세정한 후 5 ㎖ 트립신을 첨가함으로써 트립신화하였고, 실온에서 2분 동안 플레이트를 인큐베이

션시켰다. 그 다음에 전체 10㎖의 분석 배지(Opti-MEM + 0.5% 투석된 FBS, 0.1 mM NEAA, 1mM 피루브산나트륨,

10 mM HEPES, 1× GPS)를 15㎝ 플레이트마다 첨가하였다. 세포를 계측하였고, ㎖ 당 50,000개 세포에서 현탁시

켰다. 세포를 웰 마다 20㎕당 10000개 세포의 밀도로 Biocoat 384-웰 플레이트(Fisher, 카탈로그 #356663) 내

로 시딩하였다. 37℃에서 3시간 인큐베이션시킨 후, 분석 배지 내 10 ㎕의 30 mM LiCl을 웰마다 첨가한 후, 37

℃에서 밤새 인큐베이션시켰다. 다음날, 분석 배지 둘 다에서 15 ㎕의 항체 및 15 ㎕의 정제된 NOTUM를 96-웰

플레이트 내 실온에서 30분 동안 45 ㎕ 분석 배지의 전체 용적에서 공동인큐베이션시켰다. 사전에 결정한 농도

로 NOTUM을 사용하여 분석에서 50% 억제, 전형적으로 25nM을 제공하였다. 30분 인큐베이션 후, 15㎕의 미희석

L-Wnt3a 조건화 배지를 45 ㎕ 항체/NOTUM 혼합물에 첨가하였고, 10 ㎕의 얻어진 혼합물을 CellSensor(등록상표)

세포를 함유하는 384-웰 플레이트의 웰에 4회 첨가하였다. 대조군은 임의의 세포가 없는 웰, NOTUM이 없는 웰

및 L-Wnt3a 조건화 배지가 없는 웰을 포함하였다. 분석 플레이트를 37℃에서 5시간 동안 인큐베이션시켜 Wnt-매

개  베타-락타마제  상향조절을  가능하게  한  다음,  8  ㎕  LiveBLAzer(상표명)-FRET  B/G  기질(CCF4-AM,

Invitrogen)을 각 웰에 첨가하였으며, 플레이트를 실온에서 3시간 동안 암실 내에서 인큐베이션시켰다. 그 다음

에 플레이트를 400㎚의 여기 파장 및 460㎚ 및 535㎚의 방출 파장을 사용하여 엔비전 플레이트 판독기 상에서

판독하였다.

6.5.NOTUM 중화 항체의 특성규명(characterization)[0193]

클론 하이브리도마로부터 정제된 항체를 ELISA에 의한 그것의 종 교차 반응성에 대해, 웨스턴 블롯에 의해 감소[0194]

되고, 변성된 NOTUM 단백질을 인식하는 그것의 능력에 대해 및 실시예 6.4에서 상기 기재된 무세포 OPTS 분석

및 세포-기반 Wnt 신호처리 분석에서 그것의 중화 효능에 대해 특성규명하였다. 

캠페인 1로부터의 단클론성 항체의 기능적 시험은 1 내지 10nM의 범위에서 IC50을 갖는 OPTS와 Wnt 신호처리 분[0195]

석 둘 다에서 인간 NOTUM을 중화시키는 3개의 항체 1.802,  1.815,  1.846를 나타내었다. 이들 항체는 마우스

NOTUM의  활성에 어떤 효과를 가지지 않으며,  인간 NOTUM에  결합하지만 마우스 NOTUM에  결합하지 않는 것을

ELISA에 의해 나타내었다. 더 나아가, NOTUM 단백질이 분석 플레이트에 수동적으로 흡착되고 항-His 디스플레이

된 인간 NOTUM 단백질에 대해 훨씬 더 민감할 때, 이들 항체는 단지 약하게 인간 NOTUM을 인식하였다.

표 1은 캠페인 1로부터 특정 항체에 대한 다양한 특성규명 실험 결과를 나타낸다. 이하의 실시예 6.6에 기재된[0196]

방법을 사용하여 "Bin" 열의 데이터를 만들었다.

표 1

인간 NOTUM에 대해 상승된 특정 항체의 특성규명[0197]

항체 아이소타
입

Bin OPTS IC50

(nM;  인간
NOTUM)

Wnt 신호처리
IC50

(nM;  인간
NOTUM)

OPTS IC50

(nM;  마우스
NOTUM)

Wnt 신호처리
IC50

(nM;  마우스
NOTUM)

마우스
NOTUM 결
합

웨스턴 블
롯 결합

1.802 IgG1 1 6.44 5.71 억제 없음 억제 없음 없음 없음 

1.815 IgG1 1 7.62 6.88 억제 없음 nd 없음 없음

1.846 IgG2b 1 10.07 1.70 억제 없음 nd 없음 없음

1.731 IgG1 3 >166.67 15.52 196.74 억제 없음 있음 있음

1.655 IgG1 3 >166.67 nd >166.67 nd nd 있음

1.168 IgG2a 4 56.61 억제 없음 억제 없음 nd 있음 있음

1.712 IgG2a 2 125.36 58.49 억제 없음 nd 있음 있음

1.807 IgG2a 2 nd 억제 없음 억제 없음 nd 있음 있음

캠페인 2로부터 단클론성 항체의 기능적 시험은 흥미로운 활성 프로파일을 나타내었다. 특히, MAb 2.78은 3 내[0198]

지 50 nM의 범위에서 IC50을 갖는 OPTS와 Wnt 신호처리 분석 둘 다에서 마우스와 인간 NOTUM을 둘 다 중화시키

는 반면, MAb 2.1029는 5 내지 30 nM의 범위에서 IC50을 갖는 OPTS 분석에서 마우스와 인간 NOTUM을 둘 다 중화

시키지만, 14 nM의 IC50을 갖는 Wnt 신호처리 분석에서 단지 인간 NOTUM을 중화시킨다. 이 후자의 관찰은 재조합
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마우스 및 인간 NOTUM의 품질에서 일부 차이가 있다는 것을 확인하였다. 단백질 사이의 하나의 공지된 차이점은

재조합 마우스 NOTUM이 재조합 인간 인간 NOTUM보다 훨씬 더 큰 정도로 멀티머/응집물로서 존재한다는 점이다.

웨스턴 블롯팅에 의해 2.78로도 또는 2.1029로도 인식되지 않은 감소된, 변성 NOTUM 단백질 및 둘 다는 수동적

으로 흡착된 NOTUM보다 항-His 디스플레이된 NOTUM과 실질적으로 더 면역반응성이다.

표 2는 캠페인 2로부터 특정 항체에 대해 다양한 특성규명 실험의 결과를 나타낸다. "Bin" 열의 데이터를 이하[0199]

의 실시예 6.6에 기재된 방법을 사용하여 만들었다.

표 2

마우스 NOTUM에 대해 상승된 특정 항체의 특성규명[0200]

항체 아이소타
입

Bin OPTS IC50

(nM;  마우스
NOTUM)

Wnt 신호처리
IC50

(nM;  마우스
NOTUM)

OPTS IC50

(nM; 인간
NOTUM)

Wnt 신호처리
IC50

(nM;  인간
NOTUM)

인간
NOTUM 결
합

웨스턴 블
롯 결합

2.78 IgG2b 2 35.65 3.75 15.49 45.94 있음 없음

2.1029 IgG2a 3 29.19 억제 없음 5.77 14.02 있음 없음

2.816 IgG2a 3 31.70 억제 없음 억제 없음 39.11 있음 없음

2.856 IgG2b 3 37.70 억제 없음 억제 없음 억제 없음 있음 없음

2.1001 IgG2b 3 >166.67 억제 없음 억제 없음 억제 없음 없음 있음

2.55 IgG2a 1 26.13 억제 없음 억제 없음 억제 없음 있음 있음

2.1002 IgG2a 1 42.39 억제 없음 억제 없음 억제 없음 있음 있음

2.497 IgG2a 1 54.95 억제 없음 억제 없음 억제 없음 있음 있음

2.341 IgG2a 1 56.95 억제 없음 억제 없음 억제 없음 있음 있음

2.236 IgG2a 1 64.54 억제 없음 억제 없음 억제 없음 있음 있음

2.688 IgG2a 4 억제 없음 억제 없음
12.84

 억제 없음 있음 없음

2.1006 IgG2a 5 >166.67 억제 없음
>166.67

 억제 없음 있음 있음

‡
최대 억제 50%.

6.6.NOTUM 중화 항체를 사용하는 결합 경쟁 연구[0201]

면역화 캠페인 둘 다로부터의 항체를 에피토프 결합 분석에서 NOTUM 단백질에 대해 서로의 결합을 방해하는 그[0202]

것의 능력에 대해 평가하였다. 항-His 포획 NOTUM 단백질을 사용하는 ELISA 포맷에서 이 분석을 수행하였다. 포

획 NOTUM 단백질을 과량의 미표지 NOTUM-특이적 항체('차단' 항체) 다음에 비오틴화된 NOTUM-특이적 항체('프로

프' 항체)와 함께 인큐베이션시켰다. 프로브 항체의 결합을 스트렙타비딘에 컨쥬게이트된 HRP를 사용하여 측정

하였다. 2개의 항체가 동일 에피토프 공간 내 결합을 위해 경쟁하거나 또는 차단 항체가, 예를 들어 다른자리

입체성(allosteric) 방해에 의해 프로브 항체의 결합 능력에 달리 영향을 미친다면 신호는 만들어지지 않는다.

2개의 항체가 서로 방해하지 않는다면, 차단 항체의 부재에서 시험한 비오틴화된 항체의 신호와 유사한 신호가

만들어진다. 항체를 상호간 매트릭스 포맷에서 시험한다. 전형적으로, 항체의 쌍은 둘 중에서 프로브 항체인 차

단 항체가 있는 것과 상관없이 동일 수준의 방해를 나타낼 것이다. 유사한 프로파일을 나타내는 항체는 동일 에

피토프 'bin'에 배치된다.

이 방법을 사용하여, MAb 1.802, 1.815, 1.846, 2.78 및 2.1029는 모두 인간 인간 NOTUM에 대해 서로의 결합을[0203]

방해하는  반면,  그것들은  몇몇  다른  덜  강력한  중화제  또는  비-중화제의  결합을  방해하지  않는  것으로

나타났다.

6.7.NOTUM 중화 항체의 에피토프 맵핑[0204]

맵핑하기 위한 노력에서 인간 NOTUM-특이적 MAb 1.802, 1.815 및 1.846, 인간/마우스 키메라 NOTUM 단백질의[0205]

결합에 수반된 아미노산을 인간 및 마우스 서열의 혼합물에 의한 NOTUM 오픈 리딩 프레임을 암호화하는 발현 구

성체의 HEK293F에서 일시적 형질감염에 의해 생성하였다. 항-His 항체에 의한 웨스턴 블롯팅에 의해 및 OPTS 분

석에 의해, 이들 형질감염으로부터의 조건화 배지는 기능성 NOTUM 키메라를 함유하였다.

도 5는 본 실험에 사용한 인간/마우스 키메라 NOTUM 단백질의 개략적 표현을 나타낸다. 해당 단백질의 서열을[0206]
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부문 7(서열의 표)에 나타낸다. 항체 특이성을 결정하기 위하여 ELISA 포맷에서 조건화 배지를 사용하였다. 특

정 키메라에 인간-특이적 MAb 결합의 손실에 기반하여, MAb 1.802, 1.815 및 1.846(이들 모두는 "Bin 1" 항체

임)은 결합에 대해 Q47과 M177 사이의 인간 NOTUM 아미노산에 의존한다는 것을 결정하였다. 도 5를 참조한다.

이 영역 내에서, 마우스 및 인간 NOTUM은 5개의 위치에서 다르다(인간 서열 넘버링에 기반한 R115K,  D141S.

R150K, R154H 및 Y171H). 인간 NOTUM 점 돌연변이체를 이들 5개 위치 각각에서 마우스 아미노산과 함께 인간

NOTUM을 발현시키는 구성체의 일시적 형질감염에 의해 만들었고, 점 돌연변이체는 모두 OPTS 분석에서 기능적이

되는 것으로 나타났다. ELISA에 의해, MAb 1.802, 1.815 및 1.846은 인간 NOTUM D141S을 제외하고 모든 점 돌

연변이체에 결합되었는데, 이는 이 아미노산이 인간 NOTUM에 그것을 결합시키는데 중요하다는 것은 표시한다.

상호간 점 돌연변이를 갖는 마우스 NOTUM, 마우스 NOTUM S148D를 일시적 형질감염에 의해 만들었고, OPTS 분석

에서 활성이 되는 것으로 나타났으며, 인간 NOTUM-특이적 MAb의 결합을 지지하는 것으로 나타났다. 따라서, MAb

1.802, 1.815 및 1.846의 종 특이성은, 천연 인간 NOTUM 단백질 내 아스팔트산인 인간 NOTUM의 위치 141에서

아미노산에 의존하는 것으로 나타났다. 

키메라 접근은 MAb 2.78 또는 2.1029의 결합에 수반된 아미노산을 맵핑하기 위하여 사용될 수 없는데, 그것들이[0207]

인간과 마우스 NOTUM 둘 다와 교차반응되기 때문이다. MAb 1.802, 1.815, 1.846, 2.78 및 2.1029이 서로의 결

합을 방해한다는 발견을 기반으로, 인간 D141의 부근에서 하전된 아미노산 잔기의 알라닌 돌연변이유발을 수행

하였다. 5개의 인간 NOTUM 돌연변이체를 구성하였으며, 하전된 잔기 쌍을 갖는 각각은 알라닌으로 돌연변이되었

다: 인간 NOTUM N132A/R133A(서열번호 96); 인간 NOTUM E134A/N135A(서열번호 97); 인간 NOTUM D137A/R139A(서

열번호 98); 인간 NOTUM R144A/R145A(서열번호 99); 및 인간 NOTUM R150A/D151A(서열번호 100). 모두 5개의 인

간 돌연변이체를 효과적으로 발현시켰고, 일시적 형질감염 후 분비시켰다. 5개의 돌연변이체 중 4개가 OPTS 분

석에서 상당한 활성을 나타낸 반면, 5번째(인간 NOTUM D137A/R139A)는 활성을 거의 내지 전혀 나타내지 않았다.

모두 5개의 돌연변이체를 캠페인 1 및 캠페인 2 MAb 중 적어도 일부에 의한 ELISA 포맷에서 검출하였다. MAb

2.78은 인간 NOTUM D137A/R139A 및 인간 NOTUM R144A/R145A에 결합하지 않은 반면, MAb 1.802, 1.815 및 1.846

은 NOTUM R144A/R145A에만 결합하지 않았다. MAb 2.1029는 모두 5개의 알라닌 돌연변이체와 면역반응성이다.

6.8.NOTUM 중화 항체의 결합 친화도[0208]

특정 항-NOTUM MAb의 결합 친화도를 바이아코어(Biacore) 3000을 사용하여 결정하였다. 멀티머 마우스 NOTUM 단[0209]

백질에 결합을 위한 중요한 친화도 값을 얻기 위하여, 프로테아제 피신(Ficin)에 의한 전체 IgG의 분해에 의해

항체 FAb 단편을 만든 후, 단백질 A 친화도 크로마토그래피에 의해 미분해 IgG 및 Fc 단편을 제거하였다. FAb의

결합에 대한 친화도 값 및 대응되는 인간 NOTUM에 대한 전체 IgG 및 그것의 친화도 값은 표 3에서 나타내는 바

와 같이 한자리 내지 낮은 두자리수의 nM 범위에 있다.

표 3

인간 및 마우스 NOTUM에 대해 상승된 특정 항체의 결합 친화도[0210]

인간 NOTUM에 대한 친화도

항체 또는 단편 KD (nM) kon (M
-1
sec

-1
) koff (M

-1
sec

-1
)

1.802 IgG 1.42
2.57 × 10

5
3.65 × 10

-4

1.802 Fab 0.91
8.99 × 10

5
8.20 × 10

-4

2.78 IgG 17.6
4.79 × 10

4
8.41 × 10

-4

2.78 Fab 15.4
8.77 × 10

4
1.36 × 10

-3

2.1029 IgG 5.99
1.51 × 10

5
9.08 × 10

-4

마우스 NOTUM에 대한 친화도

항체 또는 단편 KD (nM) kon (M
-1
sec

-1
) koff (M

-1
sec

-1
)

1.802 Fab 관찰된 결합 없음

2.78 Fab 4.99
3.91 × 10

4
1.95 × 10

-4

6.9.마우스에 NOTUM 중화 항체의 투여[0211]
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6.9.1.8주 동안 매주 NOTUM 중화 항체의 투여[0212]

8주령 수컷 F1 혼성체(129 × C57) 마우스를 8주 동안 1주일에 1회 30㎎/㎏으로 복강내 주사에 의해 NOTUM 중화[0213]

항체 2.1029 또는 2.78b, 또는 대조군 항체에 투여하였다. 그룹 당 12마리 마우스가 있었다. 연구의 마지막에,

마우스를 희생시켰다. 240의 역치값, 200 밀리초의 노출시간(integration time), 및 55 keV의 X-레이 튜브 전

압을 갖는 Scanco μCT40를 사용하여, 마이크로CT 후 부검에 의해 뼈 질량 및 구조를 결정하였다. 

도 6에서 나타내는 바와 같이, 골간 대퇴골 피질 두께는 대조군 항체와 비교하여 NOTUM 중화 항체 2.1029의 투[0214]

여에 의해 12%(P < 0.001), 및 NOTUM 중화 항체 2.78b의 투여에 의해 16%(P < 0.001) 증가되었다.

6.9.2.4주 동안 매주 NOTUM 중화 항체 2.1029의 투여[0215]

8주령 수컷 F1 혼성체(129 × C57) 마우스에 4주 동안 1주일에 1회 3㎎/㎏, 10㎎/㎏ 또는 30㎎/㎏로 복강내 주[0216]

사에 의해 NOTUM 중화 항체 2.1029를 투여하였다. 그룹당 10마리의 마우스가 있었다. 연구의 마지막에, 마우스

를 희생시켰다. 240의 역치값, 200 밀리초의 노출시간, 및 55 keV의 X-레이 튜브 전압을 갖는 Scanco μCT40를

사용하여, 마이크로CT 후 부검에 의해 뼈 질량 및 구조를 결정하였다.

도 7에서 나타내는 바와 같이, 골간 대퇴골 피질 두께는 대조군 항체의 투여에 비하여 30㎎/㎏ NOTUM 중화 항체[0217]

2.1029의 투여에 의해 5%(P = 0.12)만큼 증가되었다.

6.9.3.4주 동안 매주 NOTUM 중화 항체 2.78b의 투여[0218]

8주령 수컷 F1 혼성체(129 × C57) 마우스에 4주 동안 1주일에 1회 3㎎/㎏, 10㎎/㎏ 또는 30㎎/㎏로 복강내 주[0219]

사에  의해  NOTUM  중화  항체  2.78b를  투여하였다.  제1  실험에서  그룹당  10마리의  마우스가  있었다.  제2

실험에서, 4주 동안 1주일에 1회 0.3㎎/㎏, 1㎎/㎏ 또는 3㎎/㎏로 복강내 주사에 의해 NOTUM 중화 항체 2.78b를

투여하였다. 제2 실험에서 그룹당 12마리의 마우스가 있었다. 각 연구의 마지막에, 마우스를 희생시켰다. 240의

역치값, 200 밀리초의 노출시간, 및 55 keV의 X-레이 튜브 전압을 갖는 Scanco μCT40를 사용하여, 마이크로CT

후 부검에 의해 뼈 질량 및 구조를 결정하였다.

도 8A에서 나타내는 바와 같이, 골간 대퇴골 피질 두께는 제1 실험에서 대조군 항체의 투여에 비하여 NOTUM 중[0220]

화 항체 2.78b의 3㎎/㎏, 10㎎/㎏ 및 30㎎/㎏ 투여에 의해 각각 13%(P < 0.001), 17%(P < 0.001) 및 16%(P <

0.001)만큼 증가되었다. 도 8B에서 나타내는 바와 같이, 골간 대퇴골 피질 두께는 제2 실험에서 대조군 항체의

투여에 비하여 NOTUM 중화 항체 2.78b의 0.3㎎/㎏, 1㎎/㎏ 및 3㎎/㎏의 투여에 의해 각각 3%(P=0.46), 7%(P =

0.01) 및 10%(P < 0.001)만큼 증가되었다.

6.9.4.졸레드로네이트 사전처리와 함께 4주 동안 매주 NOTUM 중화 항체 2.78b의 투여[0221]

28-주령 수컷 F1 혼성체 마우스(129 × C57)에 복강내 주사에 의해 1회 용량 50 ㎍/kg 졸레드로네이트를 투여하[0222]

였다. 졸레드로네이트의 투약 4주 후, 마우스에 4주 동안 매주 복강내 주사에 의해 10㎎/㎏ NOTUM 중화 항체

2.78b를 투여하였다. 각 연구의 마지막에, 마우스를 희생시켰다. 그룹 당 11 또는 12마리의 마우스가 있었다.

240의 역치값, 200 밀리초의 노출시간, 및 55 keV의 X-레이 튜브 전압을 갖는 Scanco μCT40를 사용하여, 마이

크로CT 후 부검에 의해 뼈 질량 및 구조를 결정하였다. 추가로 Mab 2.78b의 첫번째 투약 후 제7일에 상업적으로

입수가능한 ELISA 분석(Immunodiagnostic Systems, Scottsdale, AZ)을 사용하여 뼈 형성 마커인 PINP의 혈청

수준을 측정하였다.

도 9A에 나타내는 바와 같이, 골간 대퇴골 피질 두께는 식염수와 대조군 항체가 투여된 마우스에 비하여, 졸레[0223]

드로네이트와 대조군 항체가 투여된 마우스에서 10 ㎛, 또는 4%(P = 0.31)만큼 증가되었다. 골간 대퇴골 피질

두께는 식염수와 대조군 항체가 투여된 마우스에 비하여, 졸레드로네이트 사전처리 없이 NOTUM 중화 항체 2.78b

가 투여된 마우스에서 23 ㎛ 또는 9%(P < 0.001)만큼 증가되었고, 졸레드로네이트와 대조군 항체가 투여된 마우

스에 비하여 졸레드로네이트 사전처리와 함께 NOTUM 중화 항체 2.78b가 투여된 마우스에서 14 ㎛ 또는 5%(P =

0.06)만큼 증가되었다. 도 9B는 식염수와 대조군 항체가 투여된 마우스에 대해 졸레드로네이트 처리 및 대조군

항체가 투여된 마우스에서 혈청 PINP 수준이 15 ng/㎖ 또는 50%(P < 0.001)만큼 감소되었음을 나타낸다. PINP

수준은 식염수 및 대조군 항체가 투여된 마우스에 비해 졸레드로네이트 사전처리가 없는 NOTUM 중화 항체 2.78b

가 투여된 마우스에서 14 ng/㎖ 또는 47%(P < 0.001)만큼 증가되었고, 졸레드로네이트 및 대조군 항체가 투여된

마우스에 비해 졸레드로네이트 사전처리와 함께 NOTUM 중화 항체 2.78b가 투여된 마우스에서 12 ng/㎖, 또는

79%(P < 0.001)만큼 증가되었다.
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6.9.5.4주 동안 NOTUM 중화 항체 2.78a의 투여[0224]

이 실험에 대해, IgG2b 항체인 Mab 2.78(또한 "2.78b"로서 언급됨을 IgG2a 항체로서 개질시켰다(IgG2a 항체는[0225]

종종 IgG2b 항체보다 더 긴 반감기를 가진다). 개질된 Mab 2.78을 "2.78a"로 지칭한다.

13-주령 수컷 F1 혼성체 마우스(129 × C57)에 4주 동안 1주일에 1회 0.3㎎/㎏, 1㎎/㎏, 3㎎/㎏ 또는 10㎎/㎏으[0226]

로 복강내 주사에 의해 NOTUM 중화 항체 2.78a을 투여하였다. 그룹 당 10 또는 12마리의 마우스가 있었다. 각

연구의 마지막에, 마우스를 희생시켰다. 240의 역치값, 200 밀리초의 노출시간, 및 55 keV의 X-레이 튜브 전압

을 갖는 Scanco μCT40를 사용하여, 마이크로CT 후 부검에 의해 뼈 질량 및 구조를 결정하였다. 

도 10에서 나타내는 바와 같이, 해당 실험에서 NOTUM 중화 항체 2.78a의 0.3 mg/gk, 1㎎/㎏, 3㎎/㎏ 및 10㎎/[0227]

㎏의 투여에 의해 골간 대퇴골 피질 두께는 각각 3%(P  =  0.57),  7%(P  =  0.02),  9%(P  =  0.002)  및 10%(P  <

0.001)만큼 증가되었다.

6.9.6.12주 동안 매주 또는 2주마다 NOTUM 중화 항체 2.78a의 투여[0228]

10주령 수컷 F1 혼성체 마우스(129 × C57)를 12주 동안 매주 복강내 주사에 의해 대조군 항체, 0.3㎎/㎏ NOTUM[0229]

중화 항체 2.78a, 또는 12주 또는 24주 동안 2주마다(2주일마다) 복강내 주사에 의해 1㎎/㎏ NOTUM 중화 항체

2.78a를 투여하였다. 투여 그룹마다 12마리 마우스가 있었다. 각 연구의 마지막에, 마우스를 희생시켰다. 240의

역치값, 200 밀리초의 노출시간, 및 55 keV의 X-레이 튜브 전압을 갖는 Scanco μCT40를 사용하여, 마이크로CT

후 부검에 의해 뼈 질량 및 구조를 결정하였다. 

도 11A에서 나타내는 바와 같이, 골간 대퇴골 피질 두께는 12주 동안 NOTUM 중화 항체 2.78a의 매주 0.3㎎/㎏[0230]

및 2주마다 1㎎/㎏을 투여한 마우스에서 각각 6%(P < 0.001) 및 9%(P < 0.001)만큼 증가되었다. 유사하게, 도

11B에 나타내는 바와 같이, 골간 상완골 피질 두께는 12주 동안 NOTUM 중화 항체 2.78a의 매주 0.3㎎/㎏ 및 2주

마다 1㎎/㎏을 투여한 마우스에서 각각 5%(P = 0.007) 및 7%(P < 0.001)만큼 증가되었다.

도 12a에서 나타내는 바와 같이, 골간 대퇴골 피질 두께는 24주 동안 NOTUM 중화 항체 2.78a의 매주 0.3㎎/㎏[0231]

및 2주마다 1㎎/㎏을 투여한 마우스에서 각각 7%(P = 0.002) 및 9%(P < 0.001)만큼 증가되었다. 도 12b에서 나

타내는 바와 같이, 골간 상완골 피질 두께는 24주 동안 NOTUM 중화 항체 2.78a의 매주 0.3㎎/㎏ 및 2주마다 1㎎

/㎏을 투여한 마우스에서 각각 3%(P = 0.09) 및 8%(P < 0.001)만큼 증가되었다. 최종적으로, 도 12c에서 나타내

는 바와 같이, 9번째 갈비뼈 피질 두께는 24주 동안 NOTUM 중화 항체 2.78a의 매주 0.3㎎/㎏ 및 2주마다 1㎎/㎏

을 투여한 마우스에서 각각 7%(P = 0.02) 및 9%(P = 0.003)만큼 증가되었다.

6.10.난소절제된 마우스에 NOTUM 중화 항체의 투여[0232]

6.10.1.난조절제술[0233]

16주령 알비노 C57BL/6J 암컷 마우스를 난소절제하였고, 가짜 수술을 제공하였다. 상업적으로 입수가능한 ELISA[0234]

분석(Immunodiagnostic Systems, Scottsdale, AZ)을 사용하여 난소절제술 후와 NOTUM 중화 항체의 투여 전 사

이에 뼈 형성의 마커인 PINP의 혈청 수준 및 뼈 재흡수의 마커인 CTX를 측정하여 난소절제술 후 증가된 뼈 재형

성이 발생한다는 것을 확인하였다.

수술 후 및 치료의 시작 전, 난소절제된 마우스는 표 4에 나타내는 바와 같이 가짜 수술 마우스에 비해 증가된[0235]

뼈 재형성을 나타내었다. 소주 뼈는 피질 뼈보다 더 많은 뼈 세포를 함유하기 때문에, 이들 데이터는 주로 증가

된 소주 뼈 재형성을 반영할 가능성이 있다.

표 4

수술 후 뼈 마커 수준[0236]

마커 수술 후 주수 가짜 수술

(N=10)

난소절제술

(N=10)

통계

PINP (ng/㎖) 1 36.4±0.9 50.6±5.3 ㅿ= 39%

P = 0.02

CTX (ng/㎖) 2 10.5±0.9 14.1±0.9 ㅿ= 33%

P = 0.01

PINP (ng/㎖) 4 41.2±2.3 54.8±2.5 ㅿ= 33%

P = 0.001
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6.10.2.난소절제된 마우스에 NOTUM 중화 항체 2.78b의 투여[0237]

NOTUM 중화 항체 2.78b 또는 대조군 항체를 수술 후 8주에 시작하여 4주 동안 1주일 마다 1회 복강내 주사에 의[0238]

해 10㎎/㎏로 투여하였다. 연구를 표 5에 나타낸 처리군에 포함시켰다.

표 5

난소절제술(OVX) 연구에서 처리군[0239]

마우스의 수 수술 항체

13 가짜 대조군

13* 가짜 NOTUM

10 OVX 대조군

11 OVX NOTUM

*이 그룹에는 본래 14마리의 마우스가 있었지만, 한 마리의 마
우스는 연구동안 사망하였다.

새로운 뼈 형성의 위치 및 정도를 평가하기 위하여, 형광색소 뼈 표지를 처리 제7일, 제14일 및 제21일(즉, 2번[0240]

째, 3번째 및 4번째 처리)에 투여하였다. 녹색으로 형광을 나타내는 칼세인을 제7일에 투여하였고; 적색으로 형

광을 나타내는 알리자린을 제14일에 투여하였으며, 황색으로 형광을 나타내는 테트라사이클린을 제21일에 투여

하였다. 마우스를 4주 처리의 마지막에 희생시켰다. 부검시 자궁 중량으로 난소절제술 수술이 성공적이었음을

확인하였다. (데이터 미제시)

6.10.3.NOTUM 중화 항체-처리한 난소절제 마우스에서 뼈 질량 및 구조[0241]

240의 역치값, 200 밀리초의 노출시간, 및 55 keV의 X-레이 튜브 전압을 갖는 Scanco μCT40를 사용하여, 마이[0242]

크로CT 후 부검에 의해 뼈 질량 및 구조를 결정하였다. 골간 대퇴골, LV5 척추체, 및 대퇴경부를 스캔하였다.

도 13A서 나타내는 바와 같이 골간 대퇴골 피질 두께는 대조군 항체를 투여한 가짜 수술 마우스에 비해 NOTUM[0243]

중화 항체 2.78b를 투여한 가짜 수술 마우스에서 22 ㎛ 또는 9%만큼 증가되었고, 대조군 항체를 투여한 난소절

제된 마우스에 비해 NOTUM 중화 항체 2.78b를 투여한 난소절제된 마우스에서 26 ㎛ 또는 12%만큼 증가되었다.

도 13B서 나타내는 바와 같이, 골간 대퇴골 무기염 뼈 면적은 대조군 항체를 투여한 가짜 수술 마우스에 비해

NOTUM 중화 항체 2.78b를 투여한 가짜 수술 마우스에서 0.1 ㎟ 또는 11%만큼 증가되었고, 대조군 항체를 투여한

난소절제된 마우스에 비해 NOTUM 중화 항체 2.78b를 투여한 난소절제된 마우스에서 0.08 ㎟ 또는 10%만큼 증가

되었다.

도 14A에서 나타내는 바와 같이, 전체(피질+소주) 뼈 용적의 전체 용적에 대한 LV5 척추체 비율은 대조군 항체[0244]

를 투여한 가짜 수술 마우스에 비해 NOTUM 중화 항체 2.78b를 투여한 가짜 수술 마우스에서 9%만큼 증가되었고,

대조군 항체를 투여한 난소절제된 마우스에 비해 NOTUM 중화 항체 2.78b를 투여한 난소절제된 마우스에서 3%만

큼 증가되었다. 도 14B에서 나타내는 바와 같이, 전체 용적에 대한 피질 뼈 용적의 LV5 척추체 비율은 대조군

항체를 투여한 가짜 수술 마우스에 비해 NOTUM 중화 항체 2.78b를 투여한 가짜 수술 마우스에서 13%만큼 증가되

었고, 대조군 항체를 투여한 난소절제된 마우스에 비해 NOTUM 중화 항체 2.78b를 투여한 난소절제된 마우스에서

9%만큼 증가되었다. 도 14C에서 나타내는 바와 같이, 전체 용적에 대한 소주 뼈 용적의 LV5 척추체 비율은 가짜

수술 마우스 또는 난소절제된 마우스에서 NOTUM 중화 항체 2.78b의 투여에 의해 유의하게 영향을 받지 않았다.

최종적으로, 도 15에서 나타내는 바와 같이, 전체 용적에 대한 대퇴경부 뼈 용적의 비율은 대조군 항체를 투여[0245]

한 가짜 수술 마우스에 비해 NOTUM 중화 항체 2.78b를 투여한 가짜 수술 마우스에서 4%만큼 증가되었고, 대조군

항체를 투여한 난소절제된 마우스에 비해 NOTUM 중화 항체 2.78b를 투여한 난소절제된 마우스에서 6%만큼 증가

되었다.

6.10.4.NOTUM 중화 항체-처리 난소절제된 마우스에서 골조직형태계측[0246]

빠른 포매 프로토콜을 사용하여 대퇴골 축을 메틸메타크릴레이트 중에 포매시켰다. 문헌[Brommage and Vafai,[0247]

Calcified Tissue Int'l 67: 479 (2000)]을 참조한다. Leica SP1600 뼈톱(bone saw)을 사용하여 약 80 ㎛의 두

께를 갖는 골간 횡단면을 준비하였다. 그 다음에 올림푸스(Olympus) BX60 형광 현미경으로 부문을 시험하였다.

오스테오메져(OsteoMeasure)(상표명)  소프트웨어(조지아주 디카터에 소재한 OsteoMetrics)를 사용하여 다양한
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골조직형태계측 변수를 결정하였다. 정적 변수(예컨대 뼈 면적 및 두께)와 동적 변수(예컨대 단일 표지 표면

(single  label  surface,  SLS),  무기염 부가율(mineral  aposition  rater,  MAR)  및 골형성률(bone  formation

rate, BFR))를 100× 확대로 측정하였다.

도 16은 제7일에 투여한 칼세인, 제14일에 투여한 알리자린, 제21일에 투여한 테트라사이클린으로 표지한 골간[0248]

대퇴골 횡단면의 내부피질 표면의 백분율을 나타낸다. 표 6은 도 16의 데이터의 통계적 분석을 나타낸다. NOTUM

중화 항체 2.78b를 투여한 마우스는 대조군 항체를 투여한 마우스에 비해 제7일 및 제14일에 유의하게 더 높은

내부피질 표지를 나타내었다.

표 6

단일-표지 표면%의 2-요인 ANOVA[0249]

2-요인 ANOVA 제7일 제14일 제21일

난소절제술의 효과 P = 0.16 P = 0.65 P = 0.28

치료효과 P < 0.001 P < 0.001 P = 0.02

상호작용 효과 P = 0.66 P = 0.74 P = 0.77

도 17은 대조군 항체 또는 NOTUM 중화 항체 2.78b를 투여한 가짜 수술 및 난소절제 마우스의 무기염 부가율(A)[0250]

및 용적-기준 뼈형성률(B)을 나타낸다. 칼세인 표지(제7일)와 알리자린 표지(제14일) 사이에 거리를 측정하고,

7로 나누어서 "제7일 내지 제14일 비율"을 얻었고, 알리자린 표지(제14일)와 테트라사이클린 표지(제21일) 사이

의  거리를  측정하고,  7로  나누어서  "제14일  내지  21일  비율"을  얻음으로써  무기염  부가율(도  17A)을

결정하였다. 표 7은 도 17A 데이터의 통계적 분석을 나타낸다. 제7일 내지 제14일의 시간 기간 동안 NOTUM 중화

항체 2.78b를 투여한 마우스는 대조군 항체를 투여한 마우스보다 더 큰 무기염 부가율을 나타내었다.

표 7

무기염 부가율의 2-요인 ANOVA[0251]

2-요인 ANOVA 제7일 내지 제14일 제14일 내지 제21일

난소절제술의 효과 P = 0.80 P = 0.70

치료 효과 P < 0.001 P = 0.82

상호작용 효과 P = 0.86 P = 0.02

내부 피질 광화(mineralization)면(이중-표지면의 백분율 + 단일 표지면의 1/2, 도 16으로부터 유래됨)에 무기[0252]

염 부가율(도 17A)을 곱하는 단계를 수반하는 표준 계산에 의해 용적-기준 골형성률(도 17B)을 결정하였다. 결

과는 골용적으로 골형성률을 나눈 것이고, 7일마다 백분율로서 표현한다. 표 8은 도 17B의 통계적 데이터 분석

을 나타낸다. 도 17B에서 명백한 바와 같이, 골용적당 골형성률은 대조군 항체를 투여한 마우스보다 NOTUM 중화

항체 2.78b를 투여한 마우스에서 유의하게 더 높았다.

표 8

용적-기준 뼈 형성률의 2-요인 ANOVA[0253]

2-요인 ANOVA 제7일 내지 제14일 제14일 내지 제21일

난소절제술의 효과 P = 0.95 P = 0.80

치료 효과 P < 0.001 P < 0.001

상호작용 효과 P = 0.39 P = 0.30

6.11.NOTUM 중화 항체를 시험하기에 적합한 종의 확인[0254]

공공연한 도메인으로부터 취한 복수-종 단백질 서열 정렬에 기반하여, MAb 1.802, 1.815 및 1.846이 기니아 피[0255]

그 NOTUM에 결합되고, 따라서 이 종이 임상전 연구에 적합할 수 있다는 것을 예측하였다. 이 가설을 시험하기

위하여, 기니아 피그 NOTUM을 클로닝하였고, 일시적 형질감염에 의해 발현시켰으며, OPTS 분석에서 활성이 되는

것으로 나타났다. ELISA에 의해 MAb 1.802, 1.815 및 1.846이 기니아 피그 NOTUM에 결합되는 것을 발견하였고,

OPTS 분석에서 MAb 1.802는 기니아 피그 NOTUM 활성을 중화시키는 것으로 나타났다. MAb 2.78은 MAb 1.802보다

더 낮은 친화도로 기니아 피그 NOTUM에 결합하였으며, OPTS 분석에서 대응적으로 더 낮은 억제 활성을 가졌다.
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MAb 2.1029는 단지 약하게 기니아 피그 NOTUM에 결합되었지만, OPTS 분석에서 그것을 유의하게 억제시키기 않았

다.

사이노몰구스 및 붉은털원숭이 NOTUM을 해당 종으로부터의 cDNA 제조물로부터 클로닝시켰다. 서열 분석은 인간[0256]

NOTUM D141과 동일한 위치에서 아미노산이 아스파라긴이라는 것을 나타내었는데, 이는 마우스와 인간 NOTUM 둘

다의 해당 위치에서의 아미노산과 다르다. 활성(OPTS 분석에 의해 결정됨) 사이노몰구스 및 붉은털원숭이 NOTUM

단백질을 일시적 형질감염에 의해 만들었고, MAb 1.802가 단백질 중 하나에 결합하지도 또는 억제하지도 않는다

는 것을 발견하였다. 활성 인간 NOTUM 점 돌연변이인 인간 NOTUM D141N을 일시적 형질감염에 의해 만들었고,

MAb 1.802가 해당 인간 NOTUM 점 돌연변이에 결합되지 않는다는 것을 발견하였다.

ELISA에 의해 MAb 2.78은 사이노몰구스와 붉은털원숭이 NOTUM 둘 다에 약하게 결합되었지만, OPTS 분석에서 단[0257]

백질 중 하나를 유의하게 억제하지 않았다. 대조적으로, ELISA에 의해 MAb 2.1029는 사이노몰구스와 붉은털원숭

이 NOTUM 둘 다에 결합될 뿐만 아니라, 인간 NOTUM에 결합되고, 또한 OPTS 분석에서 단백질 둘 다를 억제할 뿐

만 아니라 인간 NOTUM을 억제하였다.

6.12.항체 시퀀싱 및 인간화[0258]

중쇄 및 경쇄 가변 영역을 적절한 하이브리도마 세포주로부터의 전체 RNA를 사용하는 특이적 RT-PCR 다음에 PCR[0259]

생성물의 시퀀싱에 의해 시퀀싱하였다. 4개의 캠페인 1 항체로부터의 중쇄 및 경쇄 가변 영역: 1.731, 1.802,

1.815 및 1.846, 및 3개의 캠페인 2 항체: 2.1029, 2.55 및 2.78을 시퀀싱하였다. 각각의 해당 항체에 대해 신

호 서열이 없는 가변 영역 서열을 이하의 부문 7(서열의 표)에 나타낸다. 부문 7은 또한 각각의 해당 항체에 대

해 중쇄 및 경쇄 CDR1, CDR2 및 CDR3 에 대한 서열을 나타낸다. 다음의 표는 각각의 해당 항체에 대해 중쇄 및

경쇄 가변 영역, 즉 CDR1, CDR2 및 CDR3에 대응하는 서열번호를 나타낸다.

표 9

중쇄 및 경쇄 가변 영역 및 CDR에 대한 서열번호[0260]

마우스 항체 중쇄 가변 영역

서열번호

(CDR1, CDR2, CDR3 서열번호)

경쇄 가변 영역

서열번호

(CDR1, CDR2, CDR3 서열번호)

1.731 7 (9, 10, 11) 8 (12, 13, 14)

1.802 15 (17, 18, 19) 16 (20, 21, 22)

1.815 23 (25, 26, 27) 24 (28, 29, 30)

1.846 31 (33, 34, 35) 32 (36, 37, 38)

2.1029 39 (41, 42, 43) 40 (44, 45, 46)

2.55 47 (49, 50, 51) 48 (52, 53, 54)

2.78 55 (57, 58, 59) 56 (60, 61, 62)

특정 중쇄 및 경쇄 CDR은 시퀀싱된 항체의 2 이상에서 높은 상동성을 가지는 것을 발견하였다. MAb 1.802 및[0261]

1.846은 동일한 중쇄 CDR1(GFTFSDYGMH; 서열번호 17 및 33)을 공유하는 반면, MAb 1.815 (GFTFSDFGMH; 서열번

호 25)의 중쇄 CDR1은 단지 하나의 보존적 아미노산 치환(티로신(Y) 대신에 페닐알라닌(F))에 의해 MAb 1.802

및 1.846과 다르다. 해당 항체에 대한 중쇄 CDR1의 공통 서열은 따라서 GFTFSDX1GMH(서열번호 90)이며, X1은 F

또는 Y이다. MAb 1.802 및 1.846의 중쇄 CDR3은 단지 하나의 보존적 아미노산 치환(히스티딘(H) 대 아스파라긴

(N))이 다르다. 해당 항체에 대한 중쇄 CDR3에 대한 공통 서열은 따라서 KX2YNGGYFDV(서열번호 91)이며, X2는 H

또는 N이다.  MAb  1.802  및 1.846은 동일한 경쇄 CDR2(LASNLES;  서열번호 21  및 37)을 공유하는 반면,  MAb

1.815 (LASDLES; 서열번호 29)의 경쇄 CDR2은 단지 하나의 보존적 아미노산 치환(아스파라긴(N) 대신에 아스팔

트산(D))에  의해  MAb  1.802  및  1.846과  다르다.  해당  항체에  대해  경쇄  CDR2에  대한  공통  서열은  따라서

LASX6LES(서열번호 93)이며, X6은 D 또는 N이다. 최종적으로, 캠페인 1, 1.802, 1.846 및 1.815로부터의 3개 항

체에 대해 경쇄 CDR1에 대한 공통 서열은 RASKX3VSX4SGYSYX5H(서열번호 92)이고, X3은 I 또는 S이며, X4는 T 또

는 E이며, X5는 M 또는 I이다.

각각의 마우스 중쇄 및 경쇄 가변 영역에 대해 가장 큰 유사성을 갖는 인간 생식계열 가변 영역 서열을 확인하[0262]

기 위하여 BLAST 검색을 수행하였다. AbM 정의를 사용하여, 그 다음에 마우스 가변 영역으로부터의 CDR을 인간

생식계열 CDR  대신 이들 인간 생식계열 가변 서열에 인실리코(in  silico)로 접목시켰다. 5개의 마우스 항체
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(2.78, 2.1029, 1.802, 1.815 및 1.846)에 대해 얻어진 인간화된 가변 영역을 프레임내 신호 펩타이드를 암호화

하는 5' 리더 서열에 의해 합성하였고, 중쇄 가변 서열의 경우에 인간 IgG2 불변 영역 또는 경쇄 가변 서열의

경우에 인간 카파 불변 영역을 암호화하는 서열의 상류를 클로닝시켰다.각각의 인간화된 가변 영역의 서열은 전

장 인간화된 중쇄 및 경쇄에 대한 서열(신호 펩타이드 없음)과 함께 이하의 부문 7(서열의 표)에 나타낸다.

전장 인간화된 중쇄 및 경쇄에 대한 암호 서열을 포유류 발현 벡터 내로 서브클로닝시켰고, 대응하는 중쇄 및[0263]

경쇄 구성체를 CHO-S 세포 내로 공동형질감염시켰다. 얻어진 조건화 배지를 항-인간 2차 항체에 의한 웨스턴 블

롯팅에 의해 확인하여 무결함 인간화 항체의 발현 및 분비를 확인하였다. 그 다음에 조건화 배지를 ELISA 포맷

에서 시험하여 인간호된 항체가 인간 NOTUM 단백질에 결합하는 능력을 보유하는지 여부를 결정하였다. 인간화된

MAb 1.802, 1.815, 1.846 및 2.1029는 인간 NOTUM에 결합되는 반면, 인간화된 MAb 2.78은 인간 또는 마우스

NOTUM 중 하나에 결합을 거의 내지 전혀 나타내지 않았다.

상기 인용된 모든 참고문헌은 그것의 전문이 임의의 목적을 위하여 본 명세서에 참조로서 포함된다.[0264]
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7.서열의 표[0265]

[0266]
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도면17

서 열 목 록

                         SEQUENCE LISTING

<110>  LEXICON PHARMACEUTICALS, INC.

       BROMMAGE, Robert Joseph, Jr.

       FENG, Xiao

       HONG, Seokjoo

       LANDES, Greg

       LIU, Jeff

       POTTER, David George

       POWELL, David Reed

 

<120>  ANTIBODIES THAT BIND NOTUM PECTINACETYLESTERASE

<130>  5642-00061

<140>  PCT/US2011/061785
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<141>  2011-11-22

<150>  US 61/416,927

<151>  2010-11-24

<160>  131   

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  496

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(496)

<223>  Human NOTUM

<400>  1

Met Gly Arg Gly Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Ser Leu Leu His Cys 

1               5                   10                  15      

Ala Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Pro Pro Pro Arg Thr Glu Ala Ala Pro Ala Ala Gly Gln Pro 

        35                  40                  45              

Val Glu Ser Phe Pro Leu Asp Phe Thr Ala Val Glu Gly Asn Met Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys 

65                  70                  75                  80  

Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His Leu Leu Leu Asn 

                85                  90                  95      

Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys 

            100                 105                 110         

Glu Ser Arg Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp 

        115                 120                 125             

Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp Ser Arg Tyr Asp Thr Met Arg 

    130                 135                 140                 

Arg Leu Met Ser Ser Arg Asp Trp Pro Arg Thr Arg Thr Gly Thr Gly 
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145                 150                 155                 160 

Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp Trp Asn Ala Asn 

                165                 170                 175     

Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser 

            180                 185                 190         

Ser Lys Ser Glu Lys Asn Glu Tyr Ala Phe Met Gly Ala Leu Ile Ile 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu 

225                 230                 235                 240 

Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Gln Leu Glu Lys Leu Gly Tyr Pro Ala 

                245                 250                 255     

Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys 

            260                 265                 270         

Gln Tyr Arg His Thr Asp Cys Val Asp Thr Ile Thr Cys Ala Pro Thr 

        275                 280                 285             

Glu Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr Trp Asn Gly Val Val Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Arg Cys Arg Arg Gln Phe Gln Glu Gly Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe 

305                 310                 315                 320 

Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg Cys Pro Val Phe Val Val Gln 

                325                 330                 335     

Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr Val Asp Asn Val His Leu Thr 

            340                 345                 350         

Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Leu Arg Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly 

        355                 360                 365             

Arg Glu Leu Arg His Thr Leu Lys Asp Val Pro Ala Ser Phe Ala Pro 

    370                 375                 380                 

Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile Arg Ser His Trp Thr Asp Val 

385                 390                 395                 400 

공개특허 10-2018-0069083

- 69 -



Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Cys Trp Asp Arg 

                405                 410                 415     

Ser Leu His Asp Ser His Lys Ala Ser Lys Thr Pro Leu Lys Gly Cys 

            420                 425                 430         

Pro Val His Leu Val Asp Ser Cys Pro Trp Pro His Cys Asn Pro Ser 

        435                 440                 445             

Cys Pro Thr Val Arg Asp Gln Phe Thr Gly Gln Glu Met Asn Val Ala 

    450                 455                 460                 

Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp Met Gln Thr Val Ala Gln Pro 

465                 470                 475                 480 

Gln Gly Leu Glu Pro Ser Glu Leu Leu Gly Met Leu Ser Asn Gly Ser 

                485                 490                 495     

<210>  2

<211>  503

<212>  PRT

<213>  Mouse

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(503)

<223>  Mouse NOTUM

<400>  2

Met Gly Gly Glu Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Gly Leu Leu His Trp 

1               5                   10                  15      

Val Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Gln Pro Pro Pro Pro Pro Pro Leu Pro Gln Arg Ala Glu Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Ala Val Glu Gly Asn Met Asp Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu 

                85                  90                  95      
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Arg Leu His Leu Leu Leu Asn Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser 

            100                 105                 110         

Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys Glu Ser Lys Gly Ser Arg Arg Trp Leu 

        115                 120                 125             

Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp 

    130                 135                 140                 

Ser Arg Tyr Ser Thr Met Arg Arg Leu Met Ser Ser Lys Asp Trp Pro 

145                 150                 155                 160 

His Thr Arg Thr Gly Thr Gly Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn 

                165                 170                 175     

Pro His Trp Trp Asn Ala Asn Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser 

            180                 185                 190         

Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser Pro Lys Ser Asp Lys Asn Glu Tyr Ala 

        195                 200                 205             

Phe Met Gly Ser Leu Ile Ile Gln Glu Val Val Arg Glu Leu Leu Gly 

    210                 215                 220                 

Lys Gly Leu Ser Gly Ala Lys Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala 

225                 230                 235                 240 

Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Leu Leu 

                245                 250                 255     

Glu Glu Leu Gly Tyr Pro Ser Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser 

            260                 265                 270         

Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys Gln Tyr Arg Arg Ser Asp Cys Ile Asp 

        275                 280                 285             

Thr Ile Asn Cys Ala Pro Thr Asp Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr 

    290                 295                 300                 

Trp Ser Gly Met Val Pro Glu Arg Cys Gln Arg Gln Phe Lys Glu Gly 

305                 310                 315                 320 

Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg 

                325                 330                 335     

Cys Pro Val Phe Val Val Gln Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr 
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            340                 345                 350         

Val Asp Asn Val His Leu Thr Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Gln Trp 

        355                 360                 365             

Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly Arg Glu Leu Arg Gly Thr Leu Lys Asp 

    370                 375                 380                 

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

385                 390                 395                 400 

Arg Ser Tyr Trp Thr Asp Val Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg 

                405                 410                 415     

Ala Leu His Cys Trp Asp Arg Ser Phe His Asp Ser His Lys Ala Ser 

            420                 425                 430         

Lys Thr Pro Met Lys Gly Cys Pro Phe His Leu Val Asp Ser Cys Pro 

        435                 440                 445             

Trp Pro His Cys Asn Pro Ser Cys Pro Thr Ile Arg Asp Gln Phe Thr 

    450                 455                 460                 

Gly Gln Glu Met Asn Val Ala Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp 

465                 470                 475                 480 

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

                485                 490                 495     

Gly Met Leu Ser Asn Gly Asn 

            500             

<210>  3

<211>  496

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(496)

<223>  Human NOTUM S232A

<400>  3

Met Gly Arg Gly Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Ser Leu Leu His Cys 

1               5                   10                  15      

Ala Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 
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            20                  25                  30          

Pro Pro Pro Pro Pro Arg Thr Glu Ala Ala Pro Ala Ala Gly Gln Pro 

        35                  40                  45              

Val Glu Ser Phe Pro Leu Asp Phe Thr Ala Val Glu Gly Asn Met Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys 

65                  70                  75                  80  

Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His Leu Leu Leu Asn 

                85                  90                  95      

Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys 

            100                 105                 110         

Glu Ser Arg Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp 

        115                 120                 125             

Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp Ser Arg Tyr Asp Thr Met Arg 

    130                 135                 140                 

Arg Leu Met Ser Ser Arg Asp Trp Pro Arg Thr Arg Thr Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp Trp Asn Ala Asn 

                165                 170                 175     

Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser 

            180                 185                 190         

Ser Lys Ser Glu Lys Asn Glu Tyr Ala Phe Met Gly Ala Leu Ile Ile 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ala Ala Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu 

225                 230                 235                 240 

Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Gln Leu Glu Lys Leu Gly Tyr Pro Ala 

                245                 250                 255     

Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys 

            260                 265                 270         
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Gln Tyr Arg His Thr Asp Cys Val Asp Thr Ile Thr Cys Ala Pro Thr 

        275                 280                 285             

Glu Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr Trp Asn Gly Val Val Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Arg Cys Arg Arg Gln Phe Gln Glu Gly Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe 

305                 310                 315                 320 

Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg Cys Pro Val Phe Val Val Gln 

                325                 330                 335     

Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr Val Asp Asn Val His Leu Thr 

            340                 345                 350         

Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Leu Arg Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly 

        355                 360                 365             

Arg Glu Leu Arg His Thr Leu Lys Asp Val Pro Ala Ser Phe Ala Pro 

    370                 375                 380                 

Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile Arg Ser His Trp Thr Asp Val 

385                 390                 395                 400 

Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Cys Trp Asp Arg 

                405                 410                 415     

Ser Leu His Asp Ser His Lys Ala Ser Lys Thr Pro Leu Lys Gly Cys 

            420                 425                 430         

Pro Val His Leu Val Asp Ser Cys Pro Trp Pro His Cys Asn Pro Ser 

        435                 440                 445             

Cys Pro Thr Val Arg Asp Gln Phe Thr Gly Gln Glu Met Asn Val Ala 

    450                 455                 460                 

Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp Met Gln Thr Val Ala Gln Pro 

465                 470                 475                 480 

Gln Gly Leu Glu Pro Ser Glu Leu Leu Gly Met Leu Ser Asn Gly Ser 

                485                 490                 495     

<210>  4

<211>  503

<212>  PRT
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<213>  Mouse

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(503)

<223>  Mouse NOTUM S239A mutant

<400>  4

Met Gly Gly Glu Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Gly Leu Leu His Trp 

1               5                   10                  15      

Val Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Gln Pro Pro Pro Pro Pro Pro Leu Pro Gln Arg Ala Glu Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Ala Val Glu Gly Asn Met Asp Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu 

                85                  90                  95      

Arg Leu His Leu Leu Leu Asn Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser 

            100                 105                 110         

Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys Glu Ser Lys Gly Ser Arg Arg Trp Leu 

        115                 120                 125             

Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp 

    130                 135                 140                 

Ser Arg Tyr Ser Thr Met Arg Arg Leu Met Ser Ser Lys Asp Trp Pro 

145                 150                 155                 160 

His Thr Arg Thr Gly Thr Gly Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn 

                165                 170                 175     

Pro His Trp Trp Asn Ala Asn Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser 

            180                 185                 190         

Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser Pro Lys Ser Asp Lys Asn Glu Tyr Ala 

        195                 200                 205             

Phe Met Gly Ser Leu Ile Ile Gln Glu Val Val Arg Glu Leu Leu Gly 
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    210                 215                 220                 

Lys Gly Leu Ser Gly Ala Lys Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ala Ala 

225                 230                 235                 240 

Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Leu Leu 

                245                 250                 255     

Glu Glu Leu Gly Tyr Pro Ser Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser 

            260                 265                 270         

Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys Gln Tyr Arg Arg Ser Asp Cys Ile Asp 

        275                 280                 285             

Thr Ile Asn Cys Ala Pro Thr Asp Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr 

    290                 295                 300                 

Trp Ser Gly Met Val Pro Glu Arg Cys Gln Arg Gln Phe Lys Glu Gly 

305                 310                 315                 320 

Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg 

                325                 330                 335     

Cys Pro Val Phe Val Val Gln Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr 

            340                 345                 350         

Val Asp Asn Val His Leu Thr Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Gln Trp 

        355                 360                 365             

Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly Arg Glu Leu Arg Gly Thr Leu Lys Asp 

    370                 375                 380                 

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

385                 390                 395                 400 

Arg Ser Tyr Trp Thr Asp Val Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg 

                405                 410                 415     

Ala Leu His Cys Trp Asp Arg Ser Phe His Asp Ser His Lys Ala Ser 

            420                 425                 430         

Lys Thr Pro Met Lys Gly Cys Pro Phe His Leu Val Asp Ser Cys Pro 

        435                 440                 445             

Trp Pro His Cys Asn Pro Ser Cys Pro Thr Ile Arg Asp Gln Phe Thr 

    450                 455                 460                 
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Gly Gln Glu Met Asn Val Ala Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp 

465                 470                 475                 480 

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

                485                 490                 495     

Gly Met Leu Ser Asn Gly Asn 

            500             

<210>  5

<211>  500

<212>  PRT

<213>  Guinea pig

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(500)

<223>  Guinea pig NOTUM

<400>  5

Met Gly Arg Gly Val Arg Val Leu Phe Leu Leu Gly Leu Leu His Trp 

1               5                   10                  15      

Ala Gly Gly Gly Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Ala Pro Ala Pro Leu Pro Pro Gln Arg Thr Glu Ala Ala Pro Gly 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Gly Asn Met Asp Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser 

65                  70                  75                  80  

Leu Tyr Pro Cys Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Tyr Tyr Leu Lys Glu Ser Lys Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu 

        115                 120                 125             

Glu Gly Gly Trp Tyr Cys Phe Ser Arg Glu Asn Cys Asp Ser Arg Tyr 

    130                 135                 140                 
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Asp Thr Met Arg Arg Leu Met Ser Ser Lys Asp Trp Pro Gln Thr Arg 

145                 150                 155                 160 

Thr Gly Thr Gly Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp 

                165                 170                 175     

Trp Asn Ala Asn Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser Asp Val Trp 

            180                 185                 190         

Ser Gly Ala Ser Ser Lys Ser Glu Lys Asn Glu Tyr Val Phe Met Gly 

        195                 200                 205             

Ala Leu Ile Ile Arg Glu Val Val Gln Glu Leu Leu Gly Arg Gly Leu 

    210                 215                 220                 

Ser Gly Ala Lys Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala Gly Gly Thr 

225                 230                 235                 240 

Gly Val Leu Leu Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Gln Leu Glu Gln Leu 

                245                 250                 255     

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

            260                 265                 270         

Leu Asp Asn Lys Gln Tyr Arg Arg Thr Asp Cys Val Asp Thr Val Thr 

        275                 280                 285             

Cys Ala Pro Thr Glu Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr Trp Asn Gly 

    290                 295                 300                 

Met Val Pro Glu Arg Cys Arg Ser Gln Phe Lys Glu Gly Glu Glu Trp 

305                 310                 315                 320 

Asn Cys Phe Leu Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg Cys Pro Val 

                325                 330                 335     

Phe Val Val Gln Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr Ala Asp Asn 

            340                 345                 350         

Ala His Leu Thr Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Gln Trp Leu Tyr Ile 

        355                 360                 365             

Gln Asn Leu Gly His Glu Leu Arg Asn Thr Leu Lys Asp Val Pro Ala 

    370                 375                 380                 

Ser Phe Ala Pro Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile Arg Ser His 
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385                 390                 395                 400 

Trp Thr Asp Val Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His 

                405                 410                 415     

Cys Trp Asp Arg Ser Leu His Asp Ser His Lys Ala Ser Lys Thr Pro 

            420                 425                 430         

Leu Lys Gly Cys Pro Ile His Leu Val Asp Ser Cys Pro Trp Pro His 

        435                 440                 445             

Cys Asn Pro Ser Cys Pro Thr Ile Arg Asp Gln Phe Thr Gly Gln Glu 

    450                 455                 460                 

Met Asn Val Ala Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp Val Gln Thr 

465                 470                 475                 480 

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

                485                 490                 495     

Ser Ser Gly Ser 

            500 

<210>  6

<211>  496

<212>  PRT

<213>  Rhesus macaque

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(496)

<223>  Rhesus macaque NOTUM

<400>  6

Met Gly Arg Gly Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Gly Leu Leu His Cys 

1               5                   10                  15      

Ala Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Pro Pro Pro Arg Thr Glu Ala Ala Pro Ala Ala Gly Gln Pro 

        35                  40                  45              

Val Glu Ser Phe Pro Leu Asp Phe Thr Ala Val Glu Gly Asn Met Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys 
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65                  70                  75                  80  

Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His Leu Leu Leu Asn 

                85                  90                  95      

Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys 

            100                 105                 110         

Glu Ser Arg Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp 

        115                 120                 125             

Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp Ser Arg Tyr Asn Thr Met Arg 

    130                 135                 140                 

Arg Leu Met Ser Ser Arg Asp Trp Pro Arg Thr Arg Thr Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp Trp Asn Ala Asn 

                165                 170                 175     

Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser 

            180                 185                 190         

Ser Lys Ser Glu Lys Asn Glu Tyr Ala Phe Met Gly Ala Leu Ile Ile 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu 

225                 230                 235                 240 

Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Gln Leu Glu Glu Leu Gly Tyr Pro Ala 

                245                 250                 255     

Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys 

            260                 265                 270         

Gln Tyr Arg His Thr Asp Cys Val Asp Thr Ile Thr Cys Ala Pro Thr 

        275                 280                 285             

Glu Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr Trp Asn Gly Val Val Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Arg Cys Arg Arg Gln Phe Gln Glu Gly Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe 

305                 310                 315                 320 

공개특허 10-2018-0069083

- 80 -



Gly Tyr Lys Ile Tyr Pro Thr Leu Arg Cys Pro Val Phe Val Val Gln 

                325                 330                 335     

Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr Val Asp Asn Val His Leu Thr 

            340                 345                 350         

Gly Gln Pro Val Gln Glu Ser Gln Arg Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly 

        355                 360                 365             

Arg Glu Leu Arg His Thr Leu Lys Asp Val Pro Ala Ser Phe Ala Pro 

    370                 375                 380                 

Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile Arg Ser His Trp Thr Asp Val 

385                 390                 395                 400 

Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Cys Trp Asp Arg 

                405                 410                 415     

Ser Leu His Asp Ser His Lys Asn Ser Lys Thr Pro Leu Lys Gly Cys 

            420                 425                 430         

Pro Val His Leu Val Asp Ser Cys Pro Trp Pro His Cys Asn Pro Ser 

        435                 440                 445             

Cys Pro Thr Val Arg Asp Gln Phe Thr Gly Gln Glu Met Asn Val Ala 

    450                 455                 460                 

Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp Val Gln Thr Val Ala Gln Gln 

465                 470                 475                 480 

Gln Gly Pro Glu Pro Ser Lys Leu Leu Gly Leu Pro Ser Asp Gly Ser 

                485                 490                 495     

<210>  7

<211>  125

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.731 heavy chain variable region

<400>  7

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

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Pro Phe Thr Asp Tyr 
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            20                  25                  30          

Phe Ile His Trp Val Lys Gln Thr His Gly Lys Ser Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Glu Gly Lys Val Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Arg Tyr Gly Asn Tyr Tyr Ser Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro 

        115                 120                 125 

<210>  8

<211>  113

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.731 light chain variable region

<400>  8

Ser Phe Val Met Thr Gln Thr Pro Lys Phe Leu Leu Val Ser Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Gly Asp Asp 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Ser Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Asn Thr Val Gln Ala 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      
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Thr Phe Gly Gly Gly Thr Gln Leu Glu Val Lys Arg Ala Asp Ala Ala 

            100                 105                 110         

Pro 

    

<210>  9

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.731 heavy chain CDR1

<400>  9

Gly Tyr Pro Phe Thr Asp Tyr Phe Ile His 

1               5                   10  

<210>  10

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.731 heavy chain CDR2

<400>  10

Tyr Phe Phe Pro Lys Asn Gly Ala Asn Gly 

1               5                   10  

<210>  11

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.731 heavy chain CDR3

<400>  11

Arg Tyr Gly Asn Tyr Tyr Ser Met Asp Tyr 

1               5                   10  

<210>  12

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.731 light chain CDR1
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<400>  12

Lys Ala Ser Gln Ser Val Gly Asp Asp Val Ala 

1               5                   10      

<210>  13

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.731 light chain CDR2

<400>  13

Arg Val Ser Asn Arg Tyr Thr 

1               5           

<210>  14

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.731 light chain CDR3

<400>  14

Gln Gln Asp Tyr Ser Ser Pro Tyr Thr 

1               5                   

<210>  15

<211>  124

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.802 heavy chain variable region

<400>  15

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met His Trp Phe Arg Gln Ala Pro Glu Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  
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Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Ser 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Lys His Tyr Asn Gly Gly Tyr Phe Asp Val Trp Gly Thr Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro 

        115                 120                 

<210>  16

<211>  117

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.802 light chain variable region

<400>  16

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

1               5                   10                  15      

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Lys Ile Val Ser Thr Ser 

            20                  25                  30          

Gly Tyr Ser Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro 

        35                  40                  45              

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala 

    50                  55                  60                  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn Ile His 

65                  70                  75                  80  

Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg 

                85                  90                  95      

Glu Leu Pro Pro Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

            100                 105                 110         

Ala Asp Ala Ala Pro 

        115         

<210>  17

<211>  10
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.802 heavy chain CDR1

<400>  17

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Gly Met His 

1               5                   10  

<210>  18

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.802 heavy chain CDR2

<400>  18

Tyr Ile Ser Ser Gly Ser Arg Thr Val Tyr 

1               5                   10  

<210>  19

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.802 heavy chain CDR3

<400>  19

Lys His Tyr Asn Gly Gly Tyr Phe Asp Val 

1               5                   10  

<210>  20

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.802 light chain CDR1

<400>  20

Arg Ala Ser Lys Ile Val Ser Thr Ser Gly Tyr Ser Tyr Met His 

1               5                   10                  15  

<210>  21

<211>  7

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.802 light chain CDR2

<400>  21

Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser 

1               5           

<210>  22

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.802 light chain CDR3

<400>  22

Gln His Ser Arg Glu Leu Pro Pro Thr 

1               5                   

<210>  23

<211>  125

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.815 heavy chain variable region

<400>  23

Asp Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Arg Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Phe 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Ala Tyr Ser Ser Ser Gly Gly Thr Thr Val Tyr Tyr Ala Asp Thr Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ala Ser Tyr Asp Gly Gly Tyr Phe Asp Cys Trp Gly Gln Gly 
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            100                 105                 110         

Thr Ser Leu Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro 

        115                 120                 125 

<210>  24

<211>  117

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220>

<223>  Synthetic: MAb 1.815 light chain variable region

<400>  24

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

1               5                   10                  15      

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser 

            20                  25                  30          

Gly Tyr Ser Tyr Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro 

        35                  40                  45              

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asp Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala 

    50                  55                  60                  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ala Ala Phe Thr Leu Asn Ile His 

65                  70                  75                  80  

Pro Val Glu Glu Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys His His Ser Arg 

                85                  90                  95      

Glu Leu Pro Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

            100                 105                 110         

Ala Asp Ala Ala Pro 

        115         

<210

>  25

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.815 heavy chain CDR1

<400>  25

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Phe Gly Met His 
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1               5                   10  

<210>  26

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.815 heavy chain CDR2

<400>  26

Tyr Ser Ser Ser Gly Gly Thr Thr Val Tyr 

1               5                   10  

<210>  27

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.815 heavy chain CDR3

<400>  27

Ala Ser Tyr Asp Gly Gly Tyr Phe Asp Cys 

1               5                   10  

<210>  28

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.815 light chain CDR1

<400>  28

Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser Gly Tyr Ser Tyr Ile His 

1               5                   10                  15  

<210>  29

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.815 light chain CDR2

<400>  29

Leu Ala Ser Asp Leu Glu Ser 

1               5           
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<210>  30

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.815 light chain CDR3

<400>  30

His His Ser Arg Glu Leu Pro Phe Thr 

1               5                   

<210>  31

<211>  125

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.846 heavy chain variable region

<400>  31

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro 

        115                 120                 125 

<210>  32

<211>  117

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.846 light chain variable region

<400>  32

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

1               5                   10                  15      

Gln Arg Ala Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Glu Ser 

            20                  25                  30          

Gly Tyr Ser Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro 

        35                  40                  45              

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala 

    50                  55                  60                  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn Ile His 

65                  70                  75                  80  

Pro Val Glu Glu Gly Asp Ala Thr Thr Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg 

                85                  90                  95      

Val Leu Pro Pro Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

            100                 105                 110         

Ala Asp Ala Ala Pro 

        115         

<210>  33

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.846 heavy chain CDR1

<400>  33

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Gly Met His 

1               5                   10  

<210>  34

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.846 heavy chain CDR2
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<400>  34

Tyr Ile Ser Ser Gly Ser Thr Thr Leu Ser 

1               5                   10  

<210>  35

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.846 heavy chain CDR3

<400>  35

Lys Asn Tyr Asn Gly Gly Tyr Phe Asp Val 

1               5                   10  

<210>  36

<211>  15

<212>  PRT

<213

>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.846 light chain CDR1

<400>  36

Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Glu Ser Gly Tyr Ser Tyr Met His 

1               5                   10                  15  

<210>  37

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.846 light chain CDR2

<400>  37

Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser 

1               5           

<210>  38

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 1.846 light chain CDR3

<400>  38
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Gln His Ser Arg Val Leu Pro Pro Thr 

1               5                   

<210>  39

<211>  127

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.1029 heavy chain variable region

<400>  39

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Val His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu 

        35                  40                  45              

Gly Val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Ser Ala Leu Met 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Met Asn Ser Leu Gln Thr Asp Asp Thr Ala Ile Tyr Phe Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Asp Gly Asp Tyr Gly Thr Ile Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Ala Pro Ser 

        115                 120                 125         

<210>  40

<211>  113

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.1029 light chain variable region

<400>  40

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

1               5                   10                  15      
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Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr 

            20                  25                  30          

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Thr Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu Gln 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly Lys Thr Leu Pro Arg 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Met Leu Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala 

            100                 105                 110         

Pro 

    

<210>  41

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.1029 heavy chain CDR1

<400>  41

Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr Gly Val His 

1               5                   10  

<210>  42

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.1029 heavy chain CDR2

<400>  42

Val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Asn 

1               5                   

<210>  43

<211>  12
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.1029 heavy chain CDR3

<400>  43

Asp Gly Asp Tyr Gly Thr Ile Tyr Ala Met Asp Tyr 

1               5                   10          

<210>  44

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.1029 light chain CDR1

<400>  44

Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr Leu Asn 

1               5                   10      

<210>  45

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.1029 light chain CDR2

<400>  45

Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser 

1               5           

<210>  46

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.1029 light chain CDR3

<400>  46

Gln Gln Gly Lys Thr Leu Pro Arg Thr 

1               5                   

<210>  47

<211>  126

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic: MAb 2.55 heavy chain variable region

<400>  47

Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Thr Val Leu Ala Arg Pro Gly Ala 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Trp Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Lys Ser Asp Thr Arg Tyr Asn Gln Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Asp Lys Ala Lys Leu Thr Ala Val Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ser Arg Arg Tyr Gly Asn Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Ala Pro Ser 

        115                 120                 125     

<210>  48

<211>  113

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.55 light chain variable region

<400>  48

Ser Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Lys Phe Leu Leu Val Ser Ala Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Met Thr Cys Lys Ala Ser Gln Ser Val Ser Asn Asp 

            20                  25                  30          

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Glu Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Tyr Ala Ser Asp Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly 
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    50                  55                  60                  

Ser Gly Tyr Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Thr Val Gln Ala 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Thr Lys Arg Ala Asp Ala Ala 

            100                 105                 110         

Pro 

    

<210>  49

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.55 heavy chain CDR1

<400>  49

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Met His 

1               5                   10  

<210>  50

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.55 heavy chain CDR2

<400>  50

Ala Ile Tyr Pro Gly Lys Ser Asp Thr Arg 

1               5                   10  

<210>  51

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><

223>  Synthetic: MAb 2.55 heavy chain CDR3

<400>  51

Arg Tyr Gly Asn Phe Tyr Ala Met Asp Tyr 

1               5                   10  
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<210>  52

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.55 light chain CDR1

<400>  52

Lys Ala Ser Gln Ser Val Ser Asn Asp Val Ala 

1               5                   10      

<210>  53

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.55 light chain CDR2

<400>  53

Tyr Ala Ser Asp Arg Tyr Thr 

1               5           

<210>  54

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.55 light chain CDR3

<400>  54

Gln Gln Asp Tyr Ser Ser Pro Tyr Thr 

1               5                   

<210>  55

<211>  123

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.78 heavy chain variable region

<400>  55

Asp Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Arg Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe 
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            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser Ala Lys Thr Thr Pro Pro Ser 

        115                 120             

<210>  56

<211>  113

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.78 light chain variable region

<400>  56

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

1               5                   10                  15      

Glu Thr Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Gly Ala Thr Asn Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Gln Tyr Ser Leu Lys Ile Asn Ser Leu Lys Ser 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Gly Ser Tyr Tyr Cys Gln His Phe Trp Gly Thr Pro Phe 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala 
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            100                 105                 110         

Pro 

    

<210>  57

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.78 heavy chain CDR1

<400>  57

Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe Gly Met His 

1               5                   10  

<210>  58

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.78 heavy chain CDR2

<400>  58

Tyr Ile Thr Ser Gly Ser Gly Ala Ile Tyr 

1               5                   10  

<210>  59

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.78 heavy chain CDR3

<400>  59

Ser Ala Asp Gly Leu Asp Tyr 

1               5           

<210>  60

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.78 light chain CDR1

<400>  60
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Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn Leu Ala 

1               5                   10      

<210>  61

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.78 light chain CDR2

<400>  61

Gly Ala Thr Asn Leu Ala Asp 

1               5           

<210>  62

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: MAb 2.78 light chain CDR3

<400>  62

Gln His Phe Trp Gly Thr Pro Phe Thr 

1               5                   

<210>  63

<211>  116

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220>

<223>  Synthetic: Humanized Ab (HumAb) 2.78 heavy chain variable region

<400>  63

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  
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Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser 

        115     

<210>  64

<211>  455

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 2.78 heavy chain

<400>  64

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Phe 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Thr Val Ser Ser Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 
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Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp 

145                 150                 155                 160 

Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr 

                165                 170                 175     

Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr 

            180                 185                 190         

Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Thr Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln 

        195                 200                 205             

Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala 

225                 230                 235                 240 

Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys 

                245                 250                 255     

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val 

            260                 265                 270         

Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp 

        275                 280                 285             

Gly Met Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe 

    290                 295                 300                 

Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Val His Gln Asp 

305                 310                 315                 320 

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu 

                325                 330                 335     

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg 

            340                 345                 350         

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys 

        355                 360                 365             

Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp 

    370                 375                 380                 

Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys 
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385                 390                 395                 400 

Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser 

                405                 410                 415     

Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser 

            420                 425                 430         

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser 

        435                 440                 445             

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

    450                 455 

<210>  65

<211>  106

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 2.78 light chain variable region

<400>  65

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

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Gly Ala Thr Asn Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Phe Trp Gly Thr Pro Phe 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile 

            100                 105     

<210>  66

<211>  214

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 2.78 light chain

<400>  66

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

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Asn 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Gly Ala Thr Asn Leu Ala Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln His Phe Trp Gly Thr Pro Phe 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala 

    130                 135                 140                 

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln 

145                 150                 155                 160 

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser 

                165                 170                 175     

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr 

            180                 185                 190         

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser 

        195                 200                 205             

Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 

<210>  67
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<211>  120

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 2.1029 heavy chain variable region

<400>  67

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

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Val His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Asp Gly Asp Tyr Gly Thr Ile Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210>  68

<211>  459

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 2.1029 heavy chain

<400>  68

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

1               5                   10                  15      

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Val His Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 
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        35                  40                  45              

Gly Val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Arg Asp Gly Asp Tyr Gly Thr Ile Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys 

145                 150                 155                 160 

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser 

                165                 170                 175     

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser 

            180                 185                 190         

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Thr Ser Ser Asn 

        195                 200                 205             

Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn 

    210                 215                 220                 

Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro 

225                 230                 235                 240 

Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro 

                245                 250                 255     

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr 

            260                 265                 270         

Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn 

        275                 280                 285             
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Trp Tyr Val Asp Gly Met Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg 

    290                 295                 300                 

Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val 

305                 310                 315                 320 

Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser 

                325                 330                 335     

Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys 

            340                 345                 350         

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

        355                 360                 365             

Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe 

    370                 375                 380                 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu 

385                 390                 395                 400 

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe 

                405                 410                 415     

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly 

            420                 425                 430         

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr 

        435                 440                 445             

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

    450                 455                 

<210>  69

<211>  106

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 2.1029 light chain variable region

<400>  69

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

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr 
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            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Lys Thr Leu Pro Arg 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile 

            100                 105     

<210>  70

<211>  214

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 2.1029 light chain

<400>  70

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Tyr Tyr Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Gly Lys Thr Leu Pro Arg 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala 

            100                 105                 110         

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly 
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        115                 120                 125             

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala 

    130                 135                 140                 

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln 

145                 150                 155                 160 

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser 

                165                 170                 175     

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr 

            180                 185                 190         

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser 

        195                 200                 205             

Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 

<210>  71

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.802 heavy chain variable region

<400>  71

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Lys His Tyr Asn Gly Gly Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly 
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            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  72

<211>  458

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.802 heavy chain

<400>  72

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Lys His Tyr Asn Gly Gly Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu 

145                 150                 155                 160 

Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly 

                165                 170                 175     
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Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser 

            180                 185                 190         

Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Thr Ser Ser Asn Phe 

        195                 200                 205             

Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr 

    210                 215                 220                 

Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro 

225                 230                 235                 240 

Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro 

                245                 250                 255     

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys 

            260                 265                 270         

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp 

        275                 280                 285             

Tyr Val Asp Gly Met Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 

    290                 295                 300                 

Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Val 

305                 310                 315                 320 

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 

                325                 330                 335     

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

            340                 345                 350         

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

        355                 360                 365             

Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr 

    370                 375                 380                 

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn 

385                 390                 395                 400 

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe 

                405                 410                 415     

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn 
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            420                 425                 430         

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 

        435                 440                 445             

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

    450                 455             

<210>  73

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.802 light chain variable region

<400>  73

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

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Lys Ile Val Ser Thr Ser 

            20                  25                  30          

Gly Tyr Ser Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro 

        35                  40                  45              

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg 

                85                  90                  95      

Glu Leu Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile 

            100                 105                 110 

<210>  74

<211>  218

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.802 light chain

<400>  74

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

공개특허 10-2018-0069083

- 113 -



1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Lys Ile Val Ser Thr Ser 

            20                  25                  30          

Gly Tyr Ser Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro 

        35                  40                  45              

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg 

                85                  90                  95      

Glu Leu Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

            100                 105                 110         

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser 

145                 150                 155                 160 

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 

            180                 185                 190         

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro 

        195                 200                 205             

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 215             

<210>  75

<211>  119

<212

>  PRT

<213>  Artificial Sequence

공개특허 10-2018-0069083

- 114 -



<220><223>  Synthetic: HumAb 1.815 heavy chain variable region

<400>  75

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Phe 

            20                  25                  30          

Gly Met His Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Tyr Ser Ser Ser Gly Gly Thr Thr Val Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ala Ser Tyr Asp Gly Gly Tyr Phe Asp Cys Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210>  76

<211>  458

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.815 heavy chain

<400>  76

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Phe 

            20                  25                  30          

Gly Met His Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Tyr Ser Ser Ser Gly Gly Thr Thr Val Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  
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Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Ala Ser Tyr Asp Gly Gly Tyr Phe Asp Cys Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu 

145                 150                 155                 160 

Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly 

                165                 170                 175     

Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser 

            180                 185                 190         

Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Thr Ser Ser Asn Phe 

        195                 200                 205             

Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr 

    210                 215                 220                 

Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro 

225                 230                 235                 240 

Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro 

                245                 250                 255     

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys 

            260                 265                 270         

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp 

        275                 280                 285             

Tyr Val Asp Gly Met Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 

    290                 295                 300                 

Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Val 
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305                 310                 315                 320 

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 

                325                 330                 335     

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

            340                 345                 350         

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

        355                 360                 365             

Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr 

    370                 375                 380                 

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn 

385                 390                 395                 400 

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe 

                405                 410                 415     

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn 

            420                 425                 430         

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 

        435                 440                 445             

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

    450                 455             

<210>  77

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.815 light chain variable region

<400>  77

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

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser 

            20                  25                  30          

Gly Tyr Ser Tyr Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro 

        35                  40                  45              

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asp Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp 
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    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys His His Ser Arg 

                85                  90                  95      

Glu Leu Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile 

            100                 105                 110 

<210>  78

<211>  218

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.815 light chain

<400>  78

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

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Ser 

            20                  25                  30          

Gly Tyr Ser Tyr Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro 

        35                  40                  45              

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asp Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys His His Ser Arg 

                85                  90                  95      

Glu Leu Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

            100                 105                 110         

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 
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Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser 

145                 150                 155                 160 

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 

            180                 185                 190         

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro 

        195                 200                 205             

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 215             

<210>  79

<211>  119

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.846 heavy chain variable region

<400>  79

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Lys Asn Tyr Asn Gly Gly Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
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        115                 

<210>  80

<211>  458

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.846 heavy chain

<400>  80

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Ala Arg Lys Asn Tyr Asn Gly Gly Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu 

145                 150                 155                 160 

Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly 

                165                 170                 175     

Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser 

            180                 185                 190         

Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Thr Ser Ser Asn Phe 
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        195                 200                 205             

Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr 

    210                 215                 220                 

Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro 

225                 230                 235                 240 

Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro 

                245                 250                 255     

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys 

            260                 265                 270         

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp 

        275                 280                 285             

Tyr Val Asp Gly Met Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 

    290                 295                 300                 

Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Val 

305                 310                 315                 320 

His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 

                325                 330                 335     

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

            340                 345                 350         

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

        355                 360                 365             

Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr 

    370                 375                 380                 

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn 

385                 390                 395                 400 

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe 

                405                 410                 415     

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn 

            420                 425                 430         

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 

        435                 440                 445             

공개특허 10-2018-0069083

- 121 -



Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

    450                 455             

<210>  81

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.846 light chain variable region

<400>  81

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

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Glu Ser 

            20                  25                  30          

Gly Tyr Ser Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro 

        35                  40                  45              

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110 

<210>  82

<211>  218

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.846 light chain

<400>  82

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

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Glu Ser 

            20                  25                  30          
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Gly Tyr Ser Tyr Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Pro Pro 

        35                  40                  45              

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Asp 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg 

                85                  90                  95      

Val Leu Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg 

            100                 105                 110         

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser 

145                 150                 155                 160 

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 

            180                 185                 190         

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro 

        195                 200                 205             

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 215             

<210>  83

<211>  496

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Human-mouse chimeric NOTUM

<400>  83

Met Gly Arg Gly Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Ser Leu Leu His Cys 

1               5                   10                  15      
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Ala Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Pro Pro Pro Arg Thr Glu Ala Ala Pro Ala Ala Gly Gln Pro 

        35                  40                  45              

Val Glu Ser Phe Pro Leu Asp Phe Thr Ala Val Glu Gly Asn Met Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys 

65                  70                  75                  80  

Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His Leu Leu Leu Asn 

                85                  90                  95      

Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys 

            100                 105                 110         

Glu Ser Arg Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp 

        115                 120                 125             

Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp Ser Arg Tyr Asp Thr Met Arg 

    130                 135                 140                 

Arg Leu Met Ser Ser Arg Asp Trp Pro Arg Thr Arg Thr Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp Trp Asn Ala Asn 

                165                 170                 175     

Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser 

            180                 185                 190         

Ser Lys Ser Glu Lys Asn Glu Tyr Ala Phe Met Gly Ala Leu Ile Ile 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu 

225                 230                 235                 240 

Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Gln Leu Glu Lys Leu Gly Tyr Pro Ala 

                245                 250                 255     

Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys 
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            260                 265                 270         

Gln Tyr Arg Arg Ser Asp Cys Ile Asp Thr Ile Asn Cys Ala Pro Thr 

        275                 280                 285             

Asp Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr Trp Ser Gly Met Val Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Arg Cys Gln Arg Gln Phe Lys Glu Gly Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe 

305                 310                 315                 320 

Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg Cys Pro Val Phe Val Val Gln 

                325                 330                 335     

Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr Val Asp Asn Val His Leu Thr 

            340                 345                 350         

Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Gln Trp Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly 

        355                 360                 365             

Arg Glu Leu Arg Gly Thr Leu Lys Asp Val Gln Ala Ser Phe Ala Pro 

    370                 375                 380                 

Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile Arg Ser Tyr Trp Thr Asp Val 

385                 390                 395                 400 

Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Cys Trp Asp Arg 

                405                 410                 415     

Ser Phe His Asp Ser His Lys Ala Ser Lys Thr Pro Met Lys Gly Cys 

            420                 425                 430         

Pro Phe His Leu Val Asp Ser Cys Pro Trp Pro His Cys Asn Pro Ser 

        435                 440                 445             

Cys Pro Thr Ile Arg Asp Gln Phe Thr Gly Gln Glu Met Asn Val Ala 

    450                 455                 460                 

Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp Val Gln Thr Val Ala Gln Gln 

465                 470                 475                 480 

Gln Gly Met Glu Pro Ser Lys Leu Leu Gly Met Leu Ser Asn Gly Asn 

                485                 490                 495     

<210>  84

<211>  503
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Mouse-human chimeric NOTUM

<400>  84

Met Gly Gly Glu Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Gly Leu Leu His Trp 

1               5                   10                  15      

Val Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Gln Pro Pro Pro Pro Pro Pro Leu Pro Gln Arg Ala Glu Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Ala Val Glu Gly Asn Met Asp Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu 

                85                  90                  95      

Arg Leu His Leu Leu Leu Asn Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser 

            100                 105                 110         

Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys Glu Ser Lys Gly Ser Arg Arg Trp Leu 

        115                 120                 125             

Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp 

    130                 135                 140                 

Ser Arg Tyr Ser Thr Met Arg Arg Leu Met Ser Ser Lys Asp Trp Pro 

145                 150                 155                 160 

His Thr Arg Thr Gly Thr Gly Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn 

                165                 170                 175     

Pro His Trp Trp Asn Ala Asn Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser 

            180                 185                 190         

Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser Pro Lys Ser Asp Lys Asn Glu Tyr Ala 

        195                 200                 205             

Phe Met Gly Ser Leu Ile Ile Gln Glu Val Val Arg Glu Leu Leu Gly 

    210                 215                 220                 
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Lys Gly Leu Ser Gly Ala Lys Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala 

225                 230                 235                 240 

Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Leu Leu 

                245                 250                 255     

Glu Glu Leu Gly Tyr Pro Ser Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser 

            260                 265                 270         

Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys Gln Tyr Arg His Thr Asp Cys Val Asp 

        275                 280                 285             

Thr Ile Thr Cys Ala Pro Thr Glu Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr 

    290                 295                 300                 

Trp Asn Gly Val Val Pro Glu Arg Cys Arg Arg Gln Phe Gln Glu Gly 

305                 310                 315                 320 

Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg 

                325                 330                 335     

Cys Pro Val Phe Val Val Gln Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr 

            340                 345                 350         

Val Asp Asn Val His Leu Thr Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Leu Arg 

        355                 360                 365             

Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly Arg Glu Leu Arg His Thr Leu Lys Asp 

    370                 375                 380                 

Val Pro Ala Ser Phe Ala Pro Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile 

385                 390                 395                 400 

Arg Ser His Trp Thr Asp Val Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg 

                405                 410                 415     

Ala Leu His Cys Trp Asp Arg Ser Leu His Asp Ser His Lys Ala Ser 

            420                 425                 430         

Lys Thr Pro Leu Lys Gly Cys Pro Val His Leu Val Asp Ser Cys Pro 

        435                 440                 445             

Trp Pro His Cys Asn Pro Ser Cys Pro Thr Val Arg Asp Gln Phe Thr 

    450                 455                 460                 

Gly Gln Glu Met Asn Val Ala Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp 
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465                 470                 475                 480 

Met Gln Thr Val Ala Gln Pro Gln Gly Leu Glu Pro Ser Glu Leu Leu 

                485                 490                 495     

Gly Met Leu Ser Asn Gly Ser 

            500             

<210>  85

<211>  496

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Human-mouse-human chimeric NOTUM

<400>  85

Met Gly Arg Gly Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Ser Leu Leu His Cys 

1               5                   10                  15      

Ala Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Pro Pro Pro Arg Thr Glu Ala Ala Pro Ala Ala Gly Gln Pro 

        35                  40                  45              

Val Glu Ser Phe Pro Leu Asp Phe Thr Ala Val Glu Gly Asn Met Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys 

65                  70                  75                  80  

Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His Leu Leu Leu Asn 

                85                  90                  95      

Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys 

            100                 105                 110         

Glu Ser Arg Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp 

        115                 120                 125             

Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp Ser Arg Tyr Asp Thr Met Arg 

    130                 135                 140                 

Arg Leu Met Ser Ser Arg Asp Trp Pro Arg Thr Arg Thr Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 
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Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp Trp Asn Ala Asn 

                165                 170                 175     

Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser 

            180                 185                 190         

Pro Lys Ser Asp Lys Asn Glu Tyr Ala Phe Met Gly Ser Leu Ile Ile 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu 

225                 230                 235                 240 

Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Leu Leu Glu Glu Leu Gly Tyr Pro Ser 

                245                 250                 255     

Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys 

            260                 265                 270         

Gln Tyr Arg Arg Ser Asp Cys Ile Asp Thr Ile Asn Cys Ala Pro Thr 

        275                 280                 285             

Asp Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr Trp Ser Gly Met Val Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Arg Cys Gln Arg Gln Phe Lys Glu Gly Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe 

305                 310                 315                 320 

Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg Cys Pro Val Phe Val Val Gln 

                325                 330                 335     

Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr Val Asp Asn Val His Leu Thr 

            340                 345                 350         

Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Leu Arg Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly 

        355                 360                 365             

Arg Glu Leu Arg His Thr Leu Lys Asp Val Pro Ala Ser Phe Ala Pro 

    370                 375                 380                 

Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile Arg Ser His Trp Thr Asp Val 

385                 390                 395                 400 

Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Cys Trp Asp Arg 
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                405                 410                 415     

Ser Leu His Asp Ser His Lys Ala Ser Lys Thr Pro Leu Lys Gly Cys 

            420                 425                 430         

Pro Val His Leu Val Asp Ser Cys Pro Trp Pro His Cys Asn Pro Ser 

        435                 440                 445             

Cys Pro Thr Val Arg Asp Gln Phe Thr Gly Gln Glu Met Asn Val Ala 

    450                 455                 460                 

Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp Met Gln Thr Val Ala Gln Pro 

465                 470                 475                 480 

Gln Gly Leu Glu Pro Ser Glu Leu Leu Gly Met Leu Ser Asn Gly Ser 

                485                 490                 495     

<210>  86

<211>  503

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Mouse-human-mouse chimeric NOTUM

<400>  86

Met Gly Gly Glu Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Gly Leu Leu His Trp 

1               5                   10                  15      

Val Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Gln Pro Pro Pro Pro Pro Pro Leu Pro Gln Arg Ala Glu Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Ala Val Glu Gly Asn Met Asp Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu 

                85                  90                  95      

Arg Leu His Leu Leu Leu Asn Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser 

            100                 105                 110         
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Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys Glu Ser Lys Gly Ser Arg Arg Trp Leu 

        115                 120                 125             

Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp 

    130                 135                 140                 

Ser Arg Tyr Ser Thr Met Arg Arg Leu Met Ser Ser Lys Asp Trp Pro 

145                 150                 155                 160 

His Thr Arg Thr Gly Thr Gly Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn 

                165                 170                 175     

Pro His Trp Trp Asn Ala Asn Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser 

            180                 185                 190         

Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser Ser Lys Ser Glu Lys Asn Glu Tyr Ala 

        195                 200                 205             

Phe Met Gly Ala Leu Ile Ile Gln Glu Val Val Arg Glu Leu Leu Gly 

    210                 215                 220                 

Arg Gly Leu Ser Gly Ala Lys Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala 

225                 230                 235                 240 

Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Gln Leu 

                245                 250                 255     

Glu Lys Leu Gly Tyr Pro Ala Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser 

            260                 265                 270         

Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys Gln Tyr Arg His Thr Asp Cys Val Asp 

        275                 280                 285             

Thr Ile Thr Cys Ala Pro Thr Glu Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr 

    290                 295                 300                 

Trp Asn Gly Val Val Pro Glu Arg Cys Arg Arg Gln Phe Gln Glu Gly 

305                 310                 315                 320 

Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg 

                325                 330                 335     

Cys Pro Val Phe Val Val Gln Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr 

            340                 345                 350         

Val Asp Asn Val His Leu Thr Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Gln Trp 
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        355                 360                 365             

Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly Arg Glu Leu Arg Gly Thr Leu Lys Asp 

    370                 375                 380                 

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

385                 390                 395                 400 

Arg Ser Tyr Trp Thr Asp Val Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg 

                405                 410                 415     

Ala Leu His Cys Trp Asp Arg Ser Phe His Asp Ser His Lys Ala Ser 

            420                 425                 430         

Lys Thr Pro Met Lys Gly Cys Pro Phe His Leu Val Asp Ser Cys Pro 

        435                 440                 445             

Trp Pro His Cys Asn Pro Ser Cys Pro Thr Ile Arg Asp Gln Phe Thr 

    450                 455                 460                 

Gly Gln Glu Met Asn Val Ala Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp 

465                 470                 475                 480 

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

                485                 490                 495     

Gly Met Leu Ser Asn Gly Asn 

            500             

<210>  87

<211>  466

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(466)

<223>  Human NOTUM (Delta1-46)

<400>  87

Met Pro Leu Leu Leu Leu Leu Pro Leu Leu Trp Ala Gly Ala Leu Ala 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Met Asp Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser Leu Tyr 
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        35                  40                  45              

Pro Cys Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His Leu Leu 

    50                  55                  60                  

Leu Asn Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser Pro Ala Gly Tyr Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Lys Glu Ser Arg Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu Glu Gly 

                85                  90                  95      

Gly Trp Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp Ser Arg Tyr Asp Thr 

            100                 105                 110         

Met Arg Arg Leu Met Ser Ser Arg Asp Trp Pro Arg Thr Arg Thr Gly 

        115                 120                 125             

Thr Gly Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp Trp Asn 

    130                 135                 140                 

Ala Asn Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser Asp Val Trp Ser Gly 

145                 150                 155                 160 

Ala Ser Ser Lys Ser Glu Lys Asn Glu Tyr Ala Phe Met Gly Ala Leu 

                165                 170                 175     

Ile Ile Gln Glu Val Val Arg Glu Leu Leu Gly Arg Gly Leu Ser Gly 

            180                 185                 190         

Ala Lys Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala Gly Gly Thr Gly Val 

        195                 200                 205             

Leu Leu Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Gln Leu Glu Lys Leu Gly Tyr 

    210                 215                 220                 

Pro Ala Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser Gly Trp Phe Leu Asp 

225                 230                 235                 240 

Asn Lys Gln Tyr Arg His Thr Asp Cys Val Asp Thr Ile Thr Cys Ala 

                245                 250                 255     

Pro Thr Glu Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr Trp Asn Gly Val Val 

            260                 265                 270         

Pro Glu Arg Cys Arg Arg Gln Phe Gln Glu Gly Glu Glu Trp Asn Cys 

        275                 280                 285             
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Phe Phe Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg Cys Pro Val Phe Val 

    290                 295                 300                 

Val Gln Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr Val Asp Asn Val His 

305                 310                 315                 320 

Leu Thr Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Leu Arg Leu Tyr Ile Gln Asn 

                325                 330                 335     

Leu Gly Arg Glu Leu Arg His Thr Leu Lys Asp Val Pro Ala Ser Phe 

            340                 345                 350         

Ala Pro Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile Arg Ser His Trp Thr 

        355                 360                 365             

Asp Val Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Cys Trp 

    370                 375                 380                 

Asp Arg Ser Leu His Asp Ser His Lys Ala Ser Lys Thr Pro Leu Lys 

385                 390                 395                 400 

Gly Cys Pro Val His Leu Val Asp Ser Cys Pro Trp Pro His Cys Asn 

                405                 410                 415     

Pro Ser Cys Pro Thr Val Arg Asp Gln Phe Thr Gly Gln Glu Met Asn 

            420                 425                 430         

Val Ala Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp Met Gln Thr Val Ala 

        435                 440                 445             

Gln Pro Gln Gly Leu Glu Pro Ser Glu Leu Leu Gly Met Leu Ser Asn 

    450                 455                 460                 

Gly Ser 

465     

<210>  88

<211>  496

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(496)

<223>  Human NOTUM N96D

<400>  88
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Met Gly Arg Gly Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Ser Leu Leu His Cys 

1               5                   10                  15      

Ala Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Pro Pro Pro Arg Thr Glu Ala Ala Pro Ala Ala Gly Gln Pro 

        35                  40                  45              

Val Glu Ser Phe Pro Leu Asp Phe Thr Ala Val Glu Gly Asn Met Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys 

65                  70                  75                  80  

Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His Leu Leu Leu Asp 

                85                  90                  95      

Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys 

            100                 105                 110         

Glu Ser Arg Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp 

        115                 120                 125             

Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp Ser Arg Tyr Asp Thr Met Arg 

    130                 135                 140                 

Arg Leu Met Ser Ser Arg Asp Trp Pro Arg Thr Arg Thr Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp Trp Asn Ala Asn 

                165                 170                 175     

Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser 

            180                 185                 190         

Ser Lys Ser Glu Lys Asn Glu Tyr Ala Phe Met Gly Ala Leu Ile Ile 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu 

225                 230                 235                 240 

Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Gln Leu Glu Lys Leu Gly Tyr Pro Ala 
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                245                 250                 255     

Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys 

            260                 265                 270         

Gln Tyr Arg His Thr Asp Cys Val Asp Thr Ile Thr Cys Ala Pro Thr 

        275                 280                 285             

Glu Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr Trp Asn Gly Val Val Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Arg Cys Arg Arg Gln Phe Gln Glu Gly Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe 

305                 310                 315                 320 

Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg Cys Pro Val Phe Val Val Gln 

                325                 330                 335     

Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr Val Asp Asn Val His Leu Thr 

            340                 345                 350         

Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Leu Arg Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly 

        355                 360                 365             

Arg Glu Leu Arg His Thr Leu Lys Asp Val Pro Ala Ser Phe Ala Pro 

    370                 375                 380                 

Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile Arg Ser His Trp Thr Asp Val 

385                 390                 395                 400 

Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Cys Trp Asp Arg 

                405                 410                 415     

Ser Leu His Asp Ser His Lys Ala Ser Lys Thr Pro Leu Lys Gly Cys 

            420                 425                 430         

Pro Val His Leu Val Asp Ser Cys Pro Trp Pro His Cys Asn Pro Ser 

        435                 440                 445             

Cys Pro Thr Val Arg Asp Gln Phe Thr Gly Gln Glu Met Asn Val Ala 

    450                 455                 460                 

Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp Met Gln Thr Val Ala Gln Pro 

465                 470                 475                 480 

Gln Gly Leu Glu Pro Ser Glu Leu Leu Gly Met Leu Ser Asn Gly Ser 

                485                 490                 495     
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<210>  89

<211>  131

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(131)

<223>  Human NOTUM Q47-M177

<400>  89

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

1               5                   10                  15      

Met Asp Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser Leu Tyr 

            20                  25                  30          

Pro Cys Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His Leu Leu 

        35                  40                  45              

Leu Asn Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser Pro Ala Gly Tyr Tyr 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Glu Ser Arg Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu Glu Gly 

65                  70                  75                  80  

Gly Trp Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp Ser Arg Tyr Asp Thr 

                85                  90                  95      

Met Arg Arg Leu Met Ser Ser Arg Asp Trp Pro Arg Thr Arg Thr Gly 

            100                 105                 110         

Thr Gly Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp Trp Asn 

        115                 120                 125             

Ala Asn Met 

    130     

<210>  90

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Campaign 1 heavy chain CDR1 consensus

<220><221>  misc_feature

공개특허 10-2018-0069083

- 137 -



<222>  (7)..(7)

<223>  X is Y or F

<400>  90

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Xaa Gly Met His 

1               5                   10  

<210>  91

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Campaign 1 heavy chain CDR3 consensus

<220><221>  misc_feature

<222>  (2)..(2)

<223>  X is H or N

<400>  91

Lys Xaa Tyr Asn Gly Gly Tyr Phe Asp Val 

1               5                   10  

<210>  92

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Campaign 1 light chain CDR1 consensus

<220><221>  misc_feature

<222>  (5)..(5)

<223>  X is I or S

<220><221>  misc_feature

<222>  (8)..(8)

<223>  X is T or E

<220><221>  misc_feature

<222>  (14)..(14)

<223>  X is M or I

<400>  92

Arg Ala Ser Lys Xaa Val Ser Xaa Ser Gly Tyr Ser Tyr Xaa His 

1               5                   10                  15  
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<210>  93

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Campaign 1 light chain CDR2 consensus

<220><221>  misc_feature

<222>  (4)..(4)

<223>  X is D or N

<400>  93

Leu Ala Ser Xaa Leu Glu Ser 

1               5           

<210>  94

<211>  496

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(496)

<223>  Human NOTUM D141S

<400>  94

Met Gly Arg Gly Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Ser Leu Leu His Cys 

1               5                   10                  15      

Ala Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Pro Pro Pro Arg Thr Glu Ala Ala Pro Ala Ala Gly Gln Pro 

        35                  40                  45              

Val Glu Ser Phe Pro Leu Asp Phe Thr Ala Val Glu Gly Asn Met Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys 

65                  70                  75                  80  

Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His Leu Leu Leu Asn 

                85                  90                  95      

Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys 

            100                 105                 110         
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Glu Ser Arg Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp 

        115                 120                 125             

Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp Ser Arg Tyr Ser Thr Met Arg 

    130                 135                 140                 

Arg Leu Met Ser Ser Arg Asp Trp Pro Arg Thr Arg Thr Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp Trp Asn Ala Asn 

                165                 170                 175     

Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser 

            180                 185                 190         

Ser Lys Ser Glu Lys Asn Glu Tyr Ala Phe Met Gly Ala Leu Ile Ile 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu 

225                 230                 235                 240 

Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Gln Leu Glu Lys Leu Gly Tyr Pro Ala 

                245                 250                 255     

Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys 

            260                 265                 270         

Gln Tyr Arg His Thr Asp Cys Val Asp Thr Ile Thr Cys Ala Pro Thr 

        275                 280                 285             

Glu Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr Trp Asn Gly Val Val Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Arg Cys Arg Arg Gln Phe Gln Glu Gly Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe 

305                 310                 315                 320 

Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg Cys Pro Val Phe Val Val Gln 

                325                 330                 335     

Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr Val Asp Asn Val His Leu Thr 

            340                 345                 350         

Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Leu Arg Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly 
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        355                 360                 365             

Arg Glu Leu Arg His Thr Leu Lys Asp Val Pro Ala Ser Phe Ala Pro 

    370                 375                 380                 

Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile Arg Ser His Trp Thr Asp Val 

385                 390                 395                 400 

Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Cys Trp Asp Arg 

                405                 410                 415     

Ser Leu His Asp Ser His Lys Ala Ser Lys Thr Pro Leu Lys Gly Cys 

            420                 425                 430         

Pro Val His Leu Val Asp Ser Cys Pro Trp Pro His Cys Asn Pro Ser 

        435                 440                 445             

Cys Pro Thr Val Arg Asp Gln Phe Thr Gly Gln Glu Met Asn Val Ala 

    450                 455                 460                 

Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp Met Gln Thr Val Ala Gln Pro 

465                 470                 475                 480 

Gln Gly Leu Glu Pro Ser Glu Leu Leu Gly Met Leu Ser Asn Gly Ser 

                485                 490                 495     

<210>  95

<211>  503

<212>  PRT

<213>  Mouse

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(503)

<223>  Mouse NOTUM S148D

<400>  95

Met Gly Gly Glu Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Gly Leu Leu His Trp 

1               5                   10                  15      

Val Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Gln Pro Pro Pro Pro Pro Pro Leu Pro Gln Arg Ala Glu Val 

        35                  40                  45              

Glu Pro Gly Ala Gly Gln Pro Val Glu Ser Phe Pro Leu Asp Phe Thr 
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    50                  55                  60                  

Ala Val Glu Gly Asn Met Asp Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu 

65                  70                  75                  80  

Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu 

                85                  90                  95      

Arg Leu His Leu Leu Leu Asn Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser 

            100                 105                 110         

Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys Glu Ser Lys Gly Ser Arg Arg Trp Leu 

        115                 120                 125             

Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp 

    130                 135                 140                 

Ser Arg Tyr Asp Thr Met Arg Arg Leu Met Ser Ser Lys Asp Trp Pro 

145                 150                 155                 160 

His Thr Arg Thr Gly Thr Gly Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn 

                165                 170                 175     

Pro His Trp Trp Asn Ala Asn Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser 

            180                 185                 190         

Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser Pro Lys Ser Asp Lys Asn Glu Tyr Ala 

        195                 200                 205             

Phe Met Gly Ser Leu Ile Ile Gln Glu Val Val Arg Glu Leu Leu Gly 

    210                 215                 220                 

Lys Gly Leu Ser Gly Ala Lys Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala 

225                 230                 235                 240 

Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Leu Leu 

                245                 250                 255     

Glu Glu Leu Gly Tyr Pro Ser Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser 

            260                 265                 270         

Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys Gln Tyr Arg Arg Ser Asp Cys Ile Asp 

        275                 280                 285             

Thr Ile Asn Cys Ala Pro Thr Asp Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr 

    290                 295                 300                 
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Trp Ser Gly Met Val Pro Glu Arg Cys Gln Arg Gln Phe Lys Glu Gly 

305                 310                 315                 320 

Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg 

                325                 330                 335     

Cys Pro Val Phe Val Val Gln Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr 

            340                 345                 350         

Val Asp Asn Val His Leu Thr Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Gln Trp 

        355                 360                 365             

Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly Arg Glu Leu Arg Gly Thr Leu Lys Asp 

    370                 375                 380                 

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

385                 390                 395                 400 

Arg Ser Tyr Trp Thr Asp Val Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg 

                405                 410                 415     

Ala Leu His Cys Trp Asp Arg Ser Phe His Asp Ser His Lys Ala Ser 

            420                 425                 430         

Lys Thr Pro Met Lys Gly Cys Pro Phe His Leu Val Asp Ser Cys Pro 

        435                 440                 445             

Trp Pro His Cys Asn Pro Ser Cys Pro Thr Ile Arg Asp Gln Phe Thr 

    450                 455                 460                 

Gly Gln Glu Met Asn Val Ala Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp 

465                 470                 475                 480 

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

                485                 490                 495     

Gly Met Leu Ser Asn Gly Asn 

            500             

<210>  96

<211>  496

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(496)
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<223>  Human NOTUM N132A/R133A

<400>  96

Met Gly Arg Gly Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Ser Leu Leu His Cys 

1               5                   10                  15      

Ala Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Pro Pro Pro Arg Thr Glu Ala Ala Pro Ala Ala Gly Gln Pro 

        35                  40                  45              

Val Glu Ser Phe Pro Leu Asp Phe Thr Ala Val Glu Gly Asn Met Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys 

65                  70                  75                  80  

Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His Leu Leu Leu Asn 

                85                  90                  95      

Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys 

            100                 105                 110         

Glu Ser Arg Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp 

        115                 120                 125             

Tyr Cys Phe Ala Ala Glu Asn Cys Asp Ser Arg Tyr Asp Thr Met Arg 

    130                 135                 140                 

Arg Leu Met Ser Ser Arg Asp Trp Pro Arg Thr Arg Thr Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp Trp Asn Ala Asn 

                165                 170                 175     

Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser 

            180                 185                 190         

Ser Lys Ser Glu Lys Asn Glu Tyr Ala Phe Met Gly Ala Leu Ile Ile 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu 
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225                 230                 235                 240 

Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Gln Leu Glu Lys Leu Gly Tyr Pro Ala 

                245                 250                 255     

Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys 

            260                 265                 270         

Gln Tyr Arg His Thr Asp Cys Val Asp Thr Ile Thr Cys Ala Pro Thr 

        275                 280                 285             

Glu Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr Trp Asn Gly Val Val Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Arg Cys Arg Arg Gln Phe Gln Glu Gly Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe 

305                 310                 315                 320 

Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg Cys Pro Val Phe Val Val Gln 

                325                 330                 335     

Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr Val Asp Asn Val His Leu Thr 

            340                 345                 350         

Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Leu Arg Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly 

        355                 360                 365             

Arg Glu Leu Arg His Thr Leu Lys Asp Val Pro Ala Ser Phe Ala Pro 

    370                 375                 380                 

Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile Arg Ser His Trp Thr Asp Val 

385                 390                 395                 400 

Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Cys Trp Asp Arg 

                405                 410                 415     

Ser Leu His Asp Ser His Lys Ala Ser Lys Thr Pro Leu Lys Gly Cys 

            420                 425                 430         

Pro Val His Leu Val Asp Ser Cys Pro Trp Pro His Cys Asn Pro Ser 

        435                 440                 445             

Cys Pro Thr Val Arg Asp Gln Phe Thr Gly Gln Glu Met Asn Val Ala 

    450                 455                 460                 

Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp Met Gln Thr Val Ala Gln Pro 

465                 470                 475                 480 
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Gln Gly Leu Glu Pro Ser Glu Leu Leu Gly Met Leu Ser Asn Gly Ser 

                485                 490                 495     

<210>  97

<211>  496

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(496)

<223>  Human NOTUM E134A/N135A

<400>  97

Met Gly Arg Gly Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Ser Leu Leu His Cys 

1               5                   10                  15      

Ala Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Pro Pro Pro Arg Thr Glu Ala Ala Pro Ala Ala Gly Gln Pro 

        35                  40                  45              

Val Glu Ser Phe Pro Leu Asp Phe Thr Ala Val Glu Gly Asn Met Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys 

65                  70                  75                  80  

Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His Leu Leu Leu Asn 

                85                  90                  95      

Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys 

            100                 105                 110         

Glu Ser Arg Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp 

        115                 120                 125             

Tyr Cys Phe Asn Arg Ala Ala Cys Asp Ser Arg Tyr Asp Thr Met Arg 

    130                 135                 140                 

Arg Leu Met Ser Ser Arg Asp Trp Pro Arg Thr Arg Thr Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp Trp Asn Ala Asn 

                165                 170                 175     
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Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser 

            180                 185                 190         

Ser Lys Ser Glu Lys Asn Glu Tyr Ala Phe Met Gly Ala Leu Ile Ile 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu 

225                 230                 235                 240 

Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Gln Leu Glu Lys Leu Gly Tyr Pro Ala 

                245                 250                 255     

Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys 

            260                 265                 270         

Gln Tyr Arg His Thr Asp Cys Val Asp Thr Ile Thr Cys Ala Pro Thr 

        275                 280                 285             

Glu Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr Trp Asn Gly Val Val Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Arg Cys Arg Arg Gln Phe Gln Glu Gly Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe 

305                 310                 315                 320 

Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg Cys Pro Val Phe Val Val Gln 

                325                 330                 335     

Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr Val Asp Asn Val His Leu Thr 

            340                 345                 350         

Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Leu Arg Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly 

        355                 360                 365             

Arg Glu Leu Arg His Thr Leu Lys Asp Val Pro Ala Ser Phe Ala Pro 

    370                 375                 380                 

Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile Arg Ser His Trp Thr Asp Val 

385                 390                 395                 400 

Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Cys Trp Asp Arg 

                405                 410                 415     

Ser Leu His Asp Ser His Lys Ala Ser Lys Thr Pro Leu Lys Gly Cys 
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            420                 425                 430         

Pro Val His Leu Val Asp Ser Cys Pro Trp Pro His Cys Asn Pro Ser 

        435                 440                 445             

Cys Pro Thr Val Arg Asp Gln Phe Thr Gly Gln Glu Met Asn Val Ala 

    450                 455                 460                 

Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp Met Gln Thr Val Ala Gln Pro 

465                 470                 475                 480 

Gln Gly Leu Glu Pro Ser Glu Leu Leu Gly Met Leu Ser Asn Gly Ser 

                485                 490                 495     

<210>  98

<211>  496

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(496)

<223>  Human NOTUM D137A/R139A

<400>  98

Met Gly Arg Gly Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Ser Leu Leu His Cys 

1               5                   10                  15      

Ala Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Pro Pro Pro Arg Thr Glu Ala Ala Pro Ala Ala Gly Gln Pro 

        35                  40                  45              

Val Glu Ser Phe Pro Leu Asp Phe Thr Ala Val Glu Gly Asn Met Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys 

65                  70                  75                  80  

Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His Leu Leu Leu Asn 

                85                  90                  95      

Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys 

            100                 105                 110         

Glu Ser Arg Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp 
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        115                 120                 125             

Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Ala Ser Ala Tyr Asp Thr Met Arg 

    130                 135                 140                 

Arg Leu Met Ser Ser Arg Asp Trp Pro Arg Thr Arg Thr Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp Trp Asn Ala Asn 

                165                 170                 175     

Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser 

            180                 185                 190         

Ser Lys Ser Glu Lys Asn Glu Tyr Ala Phe Met Gly Ala Leu Ile Ile 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu 

225                 230                 235                 240 

Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Gln Leu Glu Lys Leu Gly Tyr Pro Ala 

                245                 250                 255     

Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys 

            260                 265                 270         

Gln Tyr Arg His Thr Asp Cys Val Asp Thr Ile Thr Cys Ala Pro Thr 

        275                 280                 285             

Glu Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr Trp Asn Gly Val Val Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Arg Cys Arg Arg Gln Phe Gln Glu Gly Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe 

305                 310                 315                 320 

Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg Cys Pro Val Phe Val Val Gln 

                325                 330                 335     

Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr Val Asp Asn Val His Leu Thr 

            340                 345                 350         

Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Leu Arg Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly 

        355                 360                 365             
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Arg Glu Leu Arg His Thr Leu Lys Asp Val Pro Ala Ser Phe Ala Pro 

    370                 375                 380                 

Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile Arg Ser His Trp Thr Asp Val 

385                 390                 395                 400 

Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Cys Trp Asp Arg 

                405                 410                 415     

Ser Leu His Asp Ser His Lys Ala Ser Lys Thr Pro Leu Lys Gly Cys 

            420                 425                 430         

Pro Val His Leu Val Asp Ser Cys Pro Trp Pro His Cys Asn Pro Ser 

        435                 440                 445             

Cys Pro Thr Val Arg Asp Gln Phe Thr Gly Gln Glu Met Asn Val Ala 

    450                 455                 460                 

Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp Met Gln Thr Val Ala Gln Pro 

465                 470                 475                 480 

Gln Gly Leu Glu Pro Ser Glu Leu Leu Gly Met Leu Ser Asn Gly Ser 

                485                 490                 495     

<210>  99

<211>  496

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(496)

<223>  Human NOTUM R144A/R145A

<400>  99

Met Gly Arg Gly Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Ser Leu Leu His Cys 

1               5                   10                  15      

Ala Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Pro Pro Pro Arg Thr Glu Ala Ala Pro Ala Ala Gly Gln Pro 

        35                  40                  45              

Val Glu Ser Phe Pro Leu Asp Phe Thr Ala Val Glu Gly Asn Met Asp 

    50                  55                  60                  
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Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys 

65                  70                  75                  80  

Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His Leu Leu Leu Asn 

                85                  90                  95      

Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys 

            100                 105                 110         

Glu Ser Arg Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp 

        115                 120                 125             

Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp Ser Arg Tyr Asp Thr Met Ala 

    130                 135                 140                 

Ala Leu Met Ser Ser Arg Asp Trp Pro Arg Thr Arg Thr Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp Trp Asn Ala Asn 

                165                 170                 175     

Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser 

            180                 185                 190         

Ser Lys Ser Glu Lys Asn Glu Tyr Ala Phe Met Gly Ala Leu Ile Ile 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu 

225                 230                 235                 240 

Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Gln Leu Glu Lys Leu Gly Tyr Pro Ala 

                245                 250                 255     

Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys 

            260                 265                 270         

Gln Tyr Arg His Thr Asp Cys Val Asp Thr Ile Thr Cys Ala Pro Thr 

        275                 280                 285             

Glu Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr Trp Asn Gly Val Val Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Arg Cys Arg Arg Gln Phe Gln Glu Gly Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe 
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305                 310                 315                 320 

Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg Cys Pro Val Phe Val Val Gln 

                325                 330                 335     

Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr Val Asp Asn Val His Leu Thr 

            340                 345                 350         

Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Leu Arg Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly 

        355                 360                 365             

Arg Glu Leu Arg His Thr Leu Lys Asp Val Pro Ala Ser Phe Ala Pro 

    370                 375                 380                 

Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile Arg Ser His Trp Thr Asp Val 

385                 390                 395                 400 

Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Cys Trp Asp Arg 

                405                 410                 415     

Ser Leu His Asp Ser His Lys Ala Ser Lys Thr Pro Leu Lys Gly Cys 

            420                 425                 430         

Pro Val His Leu Val Asp Ser Cys Pro Trp Pro His Cys Asn Pro Ser 

        435                 440                 445             

Cys Pro Thr Val Arg Asp Gln Phe Thr Gly Gln Glu Met Asn Val Ala 

    450                 455                 460                 

Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp Met Gln Thr Val Ala Gln Pro 

465                 470                 475                 480 

Gln Gly Leu Glu Pro Ser Glu Leu Leu Gly Met Leu Ser Asn Gly Ser 

                485                 490                 495     

<210>  100

<211>  496

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(496)

<223>  Human NOTUM R150A/D151A

<400>  100
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Met Gly Arg Gly Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Ser Leu Leu His Cys 

1               5                   10                  15      

Ala Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Pro Pro Pro Arg Thr Glu Ala Ala Pro Ala Ala Gly Gln Pro 

        35                  40                  45              

Val Glu Ser Phe Pro Leu Asp Phe Thr Ala Val Glu Gly Asn Met Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys 

65                  70                  75                  80  

Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His Leu Leu Leu Asn 

                85                  90                  95      

Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys 

            100                 105                 110         

Glu Ser Arg Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp 

        115                 120                 125             

Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp Ser Arg Tyr Asp Thr Met Arg 

    130                 135                 140                 

Arg Leu Met Ser Ser Ala Ala Trp Pro Arg Thr Arg Thr Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp Trp Asn Ala Asn 

                165                 170                 175     

Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser 

            180                 185                 190         

Ser Lys Ser Glu Lys Asn Glu Tyr Ala Phe Met Gly Ala Leu Ile Ile 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu 

225                 230                 235                 240 

Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Gln Leu Glu Lys Leu Gly Tyr Pro Ala 
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                245                 250                 255     

Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys 

            260                 265                 270         

Gln Tyr Arg His Thr Asp Cys Val Asp Thr Ile Thr Cys Ala Pro Thr 

        275                 280                 285             

Glu Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr Trp Asn Gly Val Val Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Arg Cys Arg Arg Gln Phe Gln Glu Gly Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe 

305                 310                 315                 320 

Gly Tyr Lys Val Tyr Pro Thr Leu Arg Cys Pro Val Phe Val Val Gln 

                325                 330                 335     

Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr Val Asp Asn Val His Leu Thr 

            340                 345                 350         

Gly Gln Pro Val Gln Glu Gly Leu Arg Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly 

        355                 360                 365             

Arg Glu Leu Arg His Thr Leu Lys Asp Val Pro Ala Ser Phe Ala Pro 

    370                 375                 380                 

Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile Arg Ser His Trp Thr Asp Val 

385                 390                 395                 400 

Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Cys Trp Asp Arg 

                405                 410                 415     

Ser Leu His Asp Ser His Lys Ala Ser Lys Thr Pro Leu Lys Gly Cys 

            420                 425                 430         

Pro Val His Leu Val Asp Ser Cys Pro Trp Pro His Cys Asn Pro Ser 

        435                 440                 445             

Cys Pro Thr Val Arg Asp Gln Phe Thr Gly Gln Glu Met Asn Val Ala 

    450                 455                 460                 

Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp Met Gln Thr Val Ala Gln Pro 

465                 470                 475                 480 

Gln Gly Leu Glu Pro Ser Glu Leu Leu Gly Met Leu Ser Asn Gly Ser 

                485                 490                 495     
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<210>  101

<211>  495

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 1.802 heavy chain variable region polynucleotide 

       sequence

<400>  101

atggactcca ggctcaattt agttttcctt gtccttattt taaaaggtgt ccagtgtgag       60

gtgcagctgg tggagtctgg gggaggctta gtgaagcctg gagggtccct gaaactctcc      120

tgtgcagcct ctggattcac tttcagtgac tatggaatgc actggtttcg tcaggctcca      180

gagaaggggc tggagtgggt tgcatatatt agtagtggca gtagaaccgt ctactatgca      240

gacacagtga agggccgatt caccatctcc agagacaatg ccaagaacac cctgtccctg      300

caaatgacca gtctgaggtc tgaggacacg gccatgtatt actgtgcgag gaaacattac      360

aacggtggat acttcgatgt ctggggcaca gggaccacgg tcaccgtctc ctcagccaaa      420

acgacacccc catctgtcta tccactggcc cctggatctg ctgcccaaac taactccatg      480

gtgaccctgg gatgc                                                       495

<210>  102

<211>  482

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 1.802 light chain variable region polynucleotide 

       sequence

<400>  102

atcctctctt ccagctctca gagatggaga cagacacact cctgttatgg gtactgctgc       60

tctgggttcc aggttccact ggtgacattg tgctgacaca gtctcctgct tccttagctg      120

tatctctggg gcagagggcc accatctcat gcagggccag caaaattgtc agtacatctg      180

gctatagtta tatgcactgg taccaacaga aaccaggaca gccgcccaaa ctcctcatct      240

atcttgcatc caacctagaa tctggggtcc ctgccaggtt cagtggcagt gggtctggga      300

cagacttcac cctcaacatc catcctgtgg aggaggagga tgctgcaacc tattactgtc      360

agcacagtag ggagcttcct cccacgttcg gctcggggac aaagttggaa ataaaacggg      420

ctgatgctgc accaactgta tccatcttcc caccatccag tgagcagtta acatctggag      480

gt                                                                     482
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<210>  103

<211>  570

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 1.815 heavy chain variable region polynucleotide 

       sequence

<400>  103

tctgacagag gagccaagcc ctggattccc aggtcctcac attcagtgat cagcactgaa       60

cacagaccac tcaccatgga ctccaggctc aatttagttt tccttgtcct tattttaaaa      120

ggtgtccagt gtgatgtgca actgctggaa tctgggggag gcttagtgca gcctggaggg      180

tcccggaaac tctcctgtgc agcctctgga ttcactttca gtgactttgg aatgcactgg      240

gttcgtcagg ctccagagaa ggggctggag tgggtcgcat acagtagtag tggcggtact      300

accgtctact atgcagacac ggtgaagggc cgactcaccc tctccagaga caattccaag      360

aacaccctgt tcctggaaat gaccagtcta aggtctgagg acacggccat gtattactgt      420

gcaagagcgt cctatgatgg agggtacttt gactgctggg gccaaggcac ctctctcaca      480

gtctcctcag ccaaaacgac acccccatct gtctatccac tggcccctgg atctgctgcc      540

caaactaact ccatggtgac cctgggatgc                                       570

<210>  104

<211>  497

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 1.815 light chain variable region polynucleotide 

       sequence

<400>  104

atcctctctt ccagctctca gagatggaga cagacacact cctgttatgg gtactgctgc       60

tctgggttcc aggttccact ggtgacattg tgctgacaca gtctcctgct tccttagctg      120

tatctctggg gcagagggcc accatctcat gcagggccag caaaagtgtc agtacatctg      180

gctatagtta tatacactgg taccaacaga aaccaggaca gccacccaaa ctcctcatct      240

atcttgcatc cgacctagaa tctggggtcc ctgccaggtt cagtggcagt ggatctgggg      300

cagccttcac cctcaacatc catcctgtgg aggaggagga tgctgcaacc tattactgtc      360

accacagtag ggagcttcca ttcacgttcg gctcggggac aaagttggaa ataaaacggg      420

ctgatgctgc accaactgta tccatcttcc caccatccag tgagcagtta acatctggag      480
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gtgcctcagt cgtgtgc                                                     497

<210>  105

<211>  575

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 1.846 heavy chain variable region polynucleotide 

       sequence

<400>  105

agaggagcca aaccctggat tcccaggtcc tcacattcag tgatcagcac tgaacacaga       60

ccactcacca tggactccag gctcaattta gttttccttg tccttatttt aaaaggtgtc      120

cagtgtgagg tgcagctggt ggagtctggg ggagacttag tgaagcctgg agggtccctg      180

aaactctcct gtgcagcctc tggattcact ttcagtgact atggaatgca ctggcttcgt      240

caggctccag agaaggggct ggagtgggtt gcatatatta gtagtggcag tactaccctc      300

tcctatgcaa acacaatgaa gggccgattc accatctcca gagacaatgc caagaaaacc      360

ctgtccctgc aaatgaccag tctgaggtct gaggacacgg ccatttatta ctgtgcgcgg      420

aaaaattaca acggtggtta cttcgatgtc tggggcacag ggaccacggt caccgtctcc      480

tcagccaaaa caacaccccc atcagtctat ccactggccc ctgggtgtgg agatacaact      540

ggttcctctg tgactctggg atgcctggtc aaggg                                 575

<210>  106

<211>  484

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 1.846 light chain variable region polynucleotide 

       sequence

<400>  106

atcctctctt ccagctctca gagatggaga cagacacact cctgttatgg gtactgctgc       60

tctgggttcc aggttccact ggtgacattg tgctgacaca gtctcctgct tccttagttg      120

tatctctggg gcagagggcc accatctcat gcagggccag caaaagtgtc agtgaatctg      180

gctatagtta tatgcactgg taccaacaga aaccaggaca gccacccaaa ctcctcatct      240

atcttgcatc caacctagag tctggggtcc ctgccaggtt cagtggcagt gggtctggga      300

cagacttcac cctcaacatc catcctgtgg aggaggggga tgctacaacc tattactgtc      360
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agcacagtag ggtccttcct cccacgttcg gctcggggac aaagttggaa ataaaacggg      420

ctgatgctgc accaactgta tccatcttcc caccatccag tgagcagtta acatctggag      480

gtgc                                                                   484

<210>  107

<211>  535

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 2.78 heavy chain variable region polynucleotide 

       sequence

<400>  107

gacagaggag ccaagccctg gattcccagg tcctcacatt cagtgatcag cactgaacac       60

agaccactca ccatggactc caggctcaat ttagttttcc ttgtccttat tttaaaaggt      120

gtccagtgtg atgtgcagct ggtggagtct gggggaggct tagtgcagcc tggagggtcc      180

cggaaactct cctgtgcagc ctctggattc actttcagta gctttggcat gcactgggtt      240

cgtcaggctc cagagaaggg actggagtgg gtcgcataca ttactagtgg cagtggtgcc      300

atctactatg cagacacagt gaggggccga ttcaccatct ccagagacac tcccaagaac      360

accctgttcc tgcagatgac cagtctaagg tctgaggaca cggccatgta ttactgtgca      420

agatcggctg atggtttgga ctactggggt caaggaacct cagtcaccgt ctcctcagcc      480

aaaacaacac ccccatcagt ctatccactg gcccctgggt gtggagatac aactg           535

<210>  108

<211>  488

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 2.78 light chain variable region polynucleotide 

       sequence

<400>  108

cagcctcaca ctgatcacac acagacatga gtgtggccac tcaggtcctg gggttgctgc       60

tgctgtggct tacagatgcc agatgtgaca tccagatgac tcagtctcca gcctccctat      120

atgtatctgt gggagaaact gtcaccatca catgtcgagc aagtgagaat atttacagta      180

atttagcatg gtatcagcag aaacagggaa aatctcctca gctcctggtc tatggtgcaa      240

caaacttagc agatggtgtg ccatcaaggt tcagtggcag tggatcaggc acacagtatt      300
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ccctcaagat caacagcctg aagtctgaag attttgggag ttattactgt caacattttt      360

ggggtactcc attcacgttc ggctcgggga caaagttgga aataaaacgg gctgatgctg      420

caccaactgt atccatcttc ccaccatcca gtgagcagtt aacatctgga ggtgcctcag      480

tcgtgtgc                                                               488

<210>  109

<211>  536

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 2.1029 heavy chain variable region polynucleotide 

       sequence

<400>  109

atctcctcac tagagccccc atcagagcat ggctgtcctg gtgctgttcc tctgcctggt       60

tgcatttcca agctgtgtcc tgtcccaggt gcagctgaag gagtcaggac ctggcctggt      120

ggcgccctca cagagcctgt ccatcacttg cactgtctct gggttttcat taaccagcta      180

tggtgtacac tgggttcgcc agcctccagg aaagggtctg gagtggctgg gagtaatatg      240

ggctggtgga agcacaaatt ataattcggc tctcatgtcc agactgagca tcagcaaaga      300

caactccaag agccaagttt tcttaaaaat gaacagtctg caaactgatg acacagccat      360

ctacttctgt gccagagatg gcgactacgg tactatctac gctatggact actggggtca      420

aggaacctca gtcaccgtct cctcagccaa aacaacagcc ccatcggtct atccactggc      480

ccctgtgtgt ggagatacaa ctggctcctc ggtgactcta ggatgcctgg tcaagg          536

<210>  110

<211>  487

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: 2.1029 light chain variable region polynucleotide 

       sequence

<400>  110

attgaagtca agactcagcc tggacatgat gtcctctgct cagttccttg gtctcctgtt       60

gctctgtttt caaggtacca gatgtgatat ccagatgaca cagactacat cctccctgtc      120

tgcctctctg ggagacagag tcaccatcag ttgcagggca agtcaggaca ttagcaatta      180

tttaaactgg tatcagcaga aaccagatgg aactgttaaa ctcctgatct actacacatc      240
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aagattacac tcaggagtcc catcaaggtt cactggcagt gggtctggaa cagattattc      300

tctcaccatt agcaacctgg agcaagaaga tattgccact tacttttgcc aacagggtaa      360

aacgcttcct cggacgttcg gtggaggcac catgctggaa atcaaacggg ctgatgctgc      420

accaactgta tccatcttcc caccatccag tgagcagtta acatctggag gtgcctcagt      480

cgtgtgc                                                                487

<210>  111

<211>  348

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: Humanized Ab (HumAb) 2.78 heavy chain variable region 

       polynucleotide sequence

<400>  111

gaggtgcagc tggtggagag cggcggcggc ctggtgcagc ccggcggcag cctgagactg       60

agctgcgccg ccagcggctt caccttcagc agcttcggca tgcactgggt gagacaggcc      120

cccggcaagg gcctggagtg ggtgagctac atcaccagcg gcagcggcgc catctactac      180

gccgacagcg tgaagggcag attcaccatc agcagagaca acgccaagaa cagcctgtac      240

ctgcagatga acagcctgag agccgaggac accgccgtgt actactgcgc cagaagcgcc      300

gacggcctgg actactgggg ccagggcacc accgtgaccg tgagcagc                   348

<210>  112

<211>  1425

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 2.78 heavy chain polynucleotide sequence

<400>  112

atgcgtactc tggctatcct tgcagctatt ctgcttgttg cactgcaggc tcaagcggag       60

gtgcagctgg tggagagcgg cggcggcctg gtgcagcccg gcggcagcct gagactgagc      120

tgcgccgcca gcggcttcac cttcagcagc ttcggcatgc actgggtgag acaggccccc      180

ggcaagggcc tggagtgggt gagctacatc accagcggca gcggcgccat ctactacgcc      240

gacagcgtga agggcagatt caccatcagc agagacaacg ccaagaacag cctgtacctg      300

cagatgaaca gcctgagagc cgaggacacc gccgtgtact actgcgccag aagcgccgac      360

ggcctggact actggggcca gggcaccacc gtgaccgtga gcagcgatgt gtggggccag      420
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ggcaccaccg tgaccgtgag cagcgcgtcg accaagggcc catcggtctt ccccctggcg      480

ccctgctcca ggagcacctc cgagagcaca gcggccctgg gctgcctggt caaggactac      540

ttccccgaac cggtgacggt gtcgtggaac tcaggcgctc tgaccagcgg cgtgcacacc      600

ttcccggctg tcctacagtc ctcaggactc tactccctca gcagcgtggt gaccgtgacc      660

tccagcaact tcggcaccca gacctacacc tgcaacgtag atcacaagcc cagcaacacc      720

aaggtggaca agacagttga gcgcaaatgt tgtgtcgagt gcccaccgtg cccagcacca      780

cctgtggcag gaccgtcagt cttcctcttc cccccaaaac ccaaggacac cctcatgatc      840

tcccggaccc ctgaggtcac gtgcgtggtg gtggacgtga gccacgaaga ccccgaggtc      900

cagttcaact ggtacgtgga cggcatggag gtgcataatg ccaagacaaa gccgcgggag      960

gagcagttca acagcacgtt ccgtgtggtc agcgtcctca ccgtcgtgca ccaggactgg     1020

ctgaacggca aggagtacaa gtgcaaggtc tccaacaaag gcctcccagc ccccatcgag     1080

aaaaccatct ccaaaaccaa agggcagccc cgagaaccac aggtgtacac cctgccccca     1140

tcccgggagg agatgaccaa gaaccaggtc agcctgacct gcctggtcaa aggcttctac     1200

cccagcgaca tcgccgtgga gtgggagagc aatgggcagc cggagaacaa ctacaagacc     1260

acacctccca tgctggactc cgacggctcc ttcttcctct acagcaagct caccgtggac     1320

aagagcaggt ggcagcaggg gaacgtcttc tcatgctccg tgatgcatga ggctctgcac     1380

aaccactaca cacagaagag cctctccctg tctccgggta aatga                     1425

<210>  113

<211>  318

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 2.78 light chain variable region polynucleotide 

       sequence

<400>  113

gacatccaga tgacccagag ccccagcagc ctgagcgcca gcgtgggcga cagagtgacc       60

atcacctgca gagccagcga gaacatctac agcaacctgg cctggtacca gcagaagccc      120

ggcaaggccc ccaagctgct gatctacggc gccaccaacc tggccgacgg cgtgcccagc      180

agattcagcg gcagcggcag cggcaccgac ttcaccctga ccatcagcag cctgcagccc      240

gaggacttcg ccacctacta ctgccagcac ttctggggca cccccttcac cttcggccag      300

ggcaccaagg tggagatc                                                    318

<210>  114

<211>  702
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 2.78 light chain polynucleotide sequence

<400>  114

atgaaaatcc tgattctcgg tatcttcctg tttctctgtt ctactccagc ttgggcagac       60

atccagatga cccagagccc cagcagcctg agcgccagcg tgggcgacag agtgaccatc      120

acctgcagag ccagcgagaa catctacagc aacctggcct ggtaccagca gaagcccggc      180

aaggccccca agctgctgat ctacggcgcc accaacctgg ccgacggcgt gcccagcaga      240

ttcagcggca gcggcagcgg caccgacttc accctgacca tcagcagcct gcagcccgag      300

gacttcgcca cctactactg ccagcacttc tggggcaccc ccttcacctt cggccagggc      360

accaaggtgg agatcaaacg tacggtggct gcaccatctg tcttcatctt cccgccatct      420

gatgagcagt tgaaatctgg aactgcctct gttgtgtgcc tgctgaataa cttctatccc      480

agagaggcca aagtacagtg gaaggtggat aacgccctcc aatcgggtaa ctcccaggag      540

agtgtcacag agcaggacag caaggacagc acctacagcc tcagcagcac cctgacgctg      600

agcaaagcag actacgagaa acacaaagtc tacgcctgcg aagtcaccca tcagggcctg      660

agctcgcccg tcacaaagag cttcaacagg ggagagtgtt ga                         702

<210>  115

<211>  360

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 2.1029 heavy chain variable region 

       polynucleotide sequence

<400>  115

caggtgcagc tgcaggagag cggccccggc ctggtgaagc ccagcgagac cctgagcctg       60

acctgcaccg tgagcggctt cagcctgacc agctacggcg tgcactggat cagacagccc      120

cccggcaagg gcctggagtg gatcggcgtg atctgggccg gcggcagcac caactacaac      180

cccagcctga agagcagagt gaccatcagc gtggacacca gcaagaacca gttcagcctg      240

aagctgagca gcgtgaccgc cgccgacacc gccgtgtact actgcgccag agacggcgac      300

tacggcacca tctacgccat ggactactgg ggccagggca ccctggtgac cgtgagcagc      360

<210>  116

<211>  1437

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 2.1029 heavy chain polynucleotide sequence

<400>  116

atgcgtactc tggctatcct tgcagctatt ctgcttgttg cactgcaggc tcaagcgcag       60

gtgcagctgc aggagagcgg ccccggcctg gtgaagccca gcgagaccct gagcctgacc      120

tgcaccgtga gcggcttcag cctgaccagc tacggcgtgc actggatcag acagcccccc      180

ggcaagggcc tggagtggat cggcgtgatc tgggccggcg gcagcaccaa ctacaacccc      240

agcctgaaga gcagagtgac catcagcgtg gacaccagca agaaccagtt cagcctgaag      300

ctgagcagcg tgaccgccgc cgacaccgcc gtgtactact gcgccagaga cggcgactac      360

ggcaccatct acgccatgga ctactggggc cagggcaccc tggtgaccgt gagcagcgat      420

gtgtggggcc agggcaccac cgtgaccgtg agcagcgcgt cgaccaaggg cccatcggtc      480

ttccccctgg cgccctgctc caggagcacc tccgagagca cagcggccct gggctgcctg      540

gtcaaggact acttccccga accggtgacg gtgtcgtgga actcaggcgc tctgaccagc      600

ggcgtgcaca ccttcccggc tgtcctacag tcctcaggac tctactccct cagcagcgtg      660

gtgaccgtga cctccagcaa cttcggcacc cagacctaca cctgcaacgt agatcacaag      720

cccagcaaca ccaaggtgga caagacagtt gagcgcaaat gttgtgtcga gtgcccaccg      780

tgcccagcac cacctgtggc aggaccgtca gtcttcctct tccccccaaa acccaaggac      840

accctcatga tctcccggac ccctgaggtc acgtgcgtgg tggtggacgt gagccacgaa      900

gaccccgagg tccagttcaa ctggtacgtg gacggcatgg aggtgcataa tgccaagaca      960

aagccgcggg aggagcagtt caacagcacg ttccgtgtgg tcagcgtcct caccgtcgtg     1020

caccaggact ggctgaacgg caaggagtac aagtgcaagg tctccaacaa aggcctccca     1080

gcccccatcg agaaaaccat ctccaaaacc aaagggcagc cccgagaacc acaggtgtac     1140

accctgcccc catcccggga ggagatgacc aagaaccagg tcagcctgac ctgcctggtc     1200

aaaggcttct accccagcga catcgccgtg gagtgggaga gcaatgggca gccggagaac     1260

aactacaaga ccacacctcc catgctggac tccgacggct ccttcttcct ctacagcaag     1320

ctcaccgtgg acaagagcag gtggcagcag gggaacgtct tctcatgctc cgtgatgcat     1380

gaggctctgc acaaccacta cacacagaag agcctctccc tgtctccggg taaatga        1437

<210>  117

<211>  318

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic: HumAb 2.1029 light chain variable region 

       polynucleotide sequence

<400>  117

gacatccaga tgacccagag ccccagcagc ctgagcgcca gcgtgggcga cagagtgacc       60

atcacctgca gagccagcca ggacatcagc aactacctga actggtacca gcagaagccc      120

ggcaaggccc ccaagctgct gatctactac accagcagac tgcacagcgg cgtgcccagc      180

agattcagcg gcagcggcag cggcaccgac ttcaccttca ccatcagcag cctgcagccc      240

gaggacatcg ccacctacta ctgccagcag ggcaagaccc tgcccagaac cttcggcggc      300

ggcaccaagg tggagatc                                                    318

<210>  118

<211>  702

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 2.1029 light chain polynucleotide sequence

<400>  118

atgaaaatcc tgattctcgg tatcttcctg tttctctgtt ctactccagc ttgggcagac       60

atccagatga cccagagccc cagcagcctg agcgccagcg tgggcgacag agtgaccatc      120

acctgcagag ccagccagga catcagcaac tacctgaact ggtaccagca gaagcccggc      180

aaggccccca agctgctgat ctactacacc agcagactgc acagcggcgt gcccagcaga      240

ttcagcggca gcggcagcgg caccgacttc accttcacca tcagcagcct gcagcccgag      300

gacatcgcca cctactactg ccagcagggc aagaccctgc ccagaacctt cggcggcggc      360

accaaggtgg agatcaaacg tacggtggct gcaccatctg tcttcatctt cccgccatct      420

gatgagcagt tgaaatctgg aactgcctct gttgtgtgcc tgctgaataa cttctatccc      480

agagaggcca aagtacagtg gaaggtggat aacgccctcc aatcgggtaa ctcccaggag      540

agtgtcacag agcaggacag caaggacagc acctacagcc tcagcagcac cctgacgctg      600

agcaaagcag actacgagaa acacaaagtc tacgcctgcg aagtcaccca tcagggcctg      660

agctcgcccg tcacaaagag cttcaacagg ggagagtgtt ga                         702

<210>  119

<211>  357

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.802 heavy chain variable region polynucleotide
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       sequence

<400>  119

gaggtgcagc tggtggagag cggcggcggc ctggtgcagc ccggcggcag cctgagactg       60

agctgcgccg ccagcggctt caccttcagc gactacggca tgcactgggt gagacaggcc      120

cccggcaagg gcctggagtg ggtgagctac atcagcagcg gcagcagaac cgtgtactac      180

gccgacagcg tgaagggcag attcaccatc agcagagaca acgccaagaa cagcctgtac      240

ctgcagatga acagcctgag agacgaggac accgccgtgt actactgcgc cagaaagcac      300

tacaacggcg gctacttcga cgtgtggggc cagggcaccc tggtgaccgt gagcagc         357

<210>  120

<211>  1434

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.802 heavy chain polynucleotide sequence

<400>  120

atgcgtactc tggctatcct tgcagctatt ctgcttgttg cactgcaggc tcaagcggag       60

gtgcagctgg tggagagcgg cggcggcctg gtgcagcccg gcggcagcct gagactgagc      120

tgcgccgcca gcggcttcac cttcagcgac tacggcatgc actgggtgag acaggccccc      180

ggcaagggcc tggagtgggt gagctacatc agcagcggca gcagaaccgt gtactacgcc      240

gacagcgtga agggcagatt caccatcagc agagacaacg ccaagaacag cctgtacctg      300

cagatgaaca gcctgagaga cgaggacacc gccgtgtact actgcgccag aaagcactac      360

aacggcggct acttcgacgt gtggggccag ggcaccctgg tgaccgtgag cagcgatgtg      420

tggggccagg gcaccaccgt gaccgtgagc agcgcgtcga ccaagggccc atcggtcttc      480

cccctggcgc cctgctccag gagcacctcc gagagcacag cggccctggg ctgcctggtc      540

aaggactact tccccgaacc ggtgacggtg tcgtggaact caggcgctct gaccagcggc      600

gtgcacacct tcccggctgt cctacagtcc tcaggactct actccctcag cagcgtggtg      660

accgtgacct ccagcaactt cggcacccag acctacacct gcaacgtaga tcacaagccc      720

agcaacacca aggtggacaa gacagttgag cgcaaatgtt gtgtcgagtg cccaccgtgc      780

ccagcaccac ctgtggcagg accgtcagtc ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc      840

ctcatgatct cccggacccc tgaggtcacg tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac      900

cccgaggtcc agttcaactg gtacgtggac ggcatggagg tgcataatgc caagacaaag      960

ccgcgggagg agcagttcaa cagcacgttc cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcgtgcac     1020
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caggactggc tgaacggcaa ggagtacaag tgcaaggtct ccaacaaagg cctcccagcc     1080

cccatcgaga aaaccatctc caaaaccaaa gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc     1140

ctgcccccat cccgggagga gatgaccaag aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa     1200

ggcttctacc ccagcgacat cgccgtggag tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac     1260

tacaagacca cacctcccat gctggactcc gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc     1320

accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag     1380

gctctgcaca accactacac acagaagagc ctctccctgt ctccgggtaa atga           1434

<210>  121

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.802 light chain variable region polynucleotide

       sequence

<400>  121

gacatcgtga tgacccagag ccccgacagc ctggccgtga gcctgggcga gagagccacc       60

atcaactgca gagccagcaa gatcgtgagc accagcggct acagctacat gcactggtac      120

cagcagaagc ccggccagcc ccccaagctg ctgatctacc tggccagcaa cctggagagc      180

ggcgtgcccg acagattcag cggcagcggc agcggcaccg acttcaccct gaccatcagc      240

agcctgcagg ccgaggacgt ggccgtgtac tactgccagc acagcagaga gctgcccccc      300

accttcggcc agggcaccaa gctggagatc                                       330

<210>  122

<211>  714

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.802 light chain polynucleotide sequence

<400>  122

atgaaaatcc tgattctcgg tatcttcctg tttctctgtt ctactccagc ttgggcagac       60

atcgtgatga cccagagccc cgacagcctg gccgtgagcc tgggcgagag agccaccatc      120

aactgcagag ccagcaagat cgtgagcacc agcggctaca gctacatgca ctggtaccag      180

cagaagcccg gccagccccc caagctgctg atctacctgg ccagcaacct ggagagcggc      240

gtgcccgaca gattcagcgg cagcggcagc ggcaccgact tcaccctgac catcagcagc      300

ctgcaggccg aggacgtggc cgtgtactac tgccagcaca gcagagagct gccccccacc      360
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ttcggccagg gcaccaagct ggagatcaaa cgtacggtgg ctgcaccatc tgtcttcatc      420

ttcccgccat ctgatgagca gttgaaatct ggaactgcct ctgttgtgtg cctgctgaat      480

aacttctatc ccagagaggc caaagtacag tggaaggtgg ataacgccct ccaatcgggt      540

aactcccagg agagtgtcac agagcaggac agcaaggaca gcacctacag cctcagcagc      600

accctgacgc tgagcaaagc agactacgag aaacacaaag tctacgcctg cgaagtcacc      660

catcagggcc tgagctcgcc cgtcacaaag agcttcaaca ggggagagtg ttga            714

<210>  123

<211>  357

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.815 heavy chain variable region polynucleotide

       sequence

<400>  123

caggtgcagc tggtggagag cggcggcggc ctggtgaagc ccggcggcag cctgagactg       60

agctgcgccg ccagcggctt caccttcagc gacttcggca tgcactggat cagacaggcc      120

cccggcaagg gcctggagtg ggtgagctac agcagcagcg gcggcaccac cgtgtactac      180

gccgacagcg tgaagggcag attcaccatc agcagagaca acgccaagaa cagcctgtac      240

ctgcagatga acagcctgag agccgaggac accgccgtgt actactgcgc cagagccagc      300

tacgacggcg gctacttcga ctgctggggc cagggcacca ccgtgaccgt gagcagc         357

<210>  124

<211>  1434

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.815 heavy chain polynucleotide sequence

<400>  124

atgcgtactc tggctatcct tgcagctatt ctgcttgttg cactgcaggc tcaagcgcag       60

gtgcagctgg tggagagcgg cggcggcctg gtgaagcccg gcggcagcct gagactgagc      120

tgcgccgcca gcggcttcac cttcagcgac ttcggcatgc actggatcag acaggccccc      180

ggcaagggcc tggagtgggt gagctacagc agcagcggcg gcaccaccgt gtactacgcc      240

gacagcgtga agggcagatt caccatcagc agagacaacg ccaagaacag cctgtacctg      300

cagatgaaca gcctgagagc cgaggacacc gccgtgtact actgcgccag agccagctac      360
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gacggcggct acttcgactg ctggggccag ggcaccaccg tgaccgtgag cagcgatgtg      420

tggggccagg gcaccaccgt gaccgtgagc agcgcgtcga ccaagggccc atcggtcttc      480

cccctggcgc cctgctccag gagcacctcc gagagcacag cggccctggg ctgcctggtc      540

aaggactact tccccgaacc ggtgacggtg tcgtggaact caggcgctct gaccagcggc      600

gtgcacacct tcccggctgt cctacagtcc tcaggactct actccctcag cagcgtggtg      660

accgtgacct ccagcaactt cggcacccag acctacacct gcaacgtaga tcacaagccc      720

agcaacacca aggtggacaa gacagttgag cgcaaatgtt gtgtcgagtg cccaccgtgc      780

ccagcaccac ctgtggcagg accgtcagtc ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc      840

ctcatgatct cccggacccc tgaggtcacg tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac      900

cccgaggtcc agttcaactg gtacgtggac ggcatggagg tgcataatgc caagacaaag      960

ccgcgggagg agcagttcaa cagcacgttc cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcgtgcac     1020

caggactggc tgaacggcaa ggagtacaag tgcaaggtct ccaacaaagg cctcccagcc     1080

cccatcgaga aaaccatctc caaaaccaaa gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc     1140

ctgcccccat cccgggagga gatgaccaag aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa     1200

ggcttctacc ccagcgacat cgccgtggag tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac     1260

tacaagacca cacctcccat gctggactcc gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc     1320

accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag     1380

gctctgcaca accactacac acagaagagc ctctccctgt ctccgggtaa atga           1434

<210>  125

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.815 light chain variable region polynucleotide

       sequence

<400>  125

gacatcgtga tgacccagag ccccgacagc ctggccgtga gcctgggcga gagagccacc       60

atcaactgca gagccagcaa gagcgtgagc accagcggct acagctacat ccactggtac      120

cagcagaagc ccggccagcc ccccaagctg ctgatctacc tggccagcga cctggagagc      180

ggcgtgcccg acagattcag cggcagcggc agcggcaccg acttcaccct gaccatcagc      240

agcctgcagg ccgaggacgt ggccgtgtac tactgccacc acagcagaga gctgcccttc      300

accttcggcc agggcaccaa gctggagatc                                       330
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<210>  126

<211>  714

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.815 light chain polynucleotide sequence

<400>  126

atgaaaatcc tgattctcgg tatcttcctg tttctctgtt ctactccagc ttgggcagac       60

atcgtgatga cccagagccc cgacagcctg gccgtgagcc tgggcgagag agccaccatc      120

aactgcagag ccagcaagag cgtgagcacc agcggctaca gctacatcca ctggtaccag      180

cagaagcccg gccagccccc caagctgctg atctacctgg ccagcgacct ggagagcggc      240

gtgcccgaca gattcagcgg cagcggcagc ggcaccgact tcaccctgac catcagcagc      300

ctgcaggccg aggacgtggc cgtgtactac tgccaccaca gcagagagct gcccttcacc      360

ttcggccagg gcaccaagct ggagatcaaa cgtacggtgg ctgcaccatc tgtcttcatc      420

ttcccgccat ctgatgagca gttgaaatct ggaactgcct ctgttgtgtg cctgctgaat      480

aacttctatc ccagagaggc caaagtacag tggaaggtgg ataacgccct ccaatcgggt      540

aactcccagg agagtgtcac agagcaggac agcaaggaca gcacctacag cctcagcagc      600

accctgacgc tgagcaaagc agactacgag aaacacaaag tctacgcctg cgaagtcacc      660

catcagggcc tgagctcgcc cgtcacaaag agcttcaaca ggggagagtg ttga            714

<210>  127

<211>  357

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.846 heavy chain variable region polynucleotide

       sequence

<400>  127

gaggtgcagc tggtggagag cggcggcggc ctggtgcagc ccggcggcag cctgagactg       60

agctgcgccg ccagcggctt caccttcagc gactacggca tgcactgggt gagacaggcc      120

cccggcaagg gcctggagtg ggtgagctac atcagcagcg gcagcaccac cctgagctac      180

gccgacagcg tgaagggcag attcaccatc agcagagaca acgccaagaa cagcctgtac      240

ctgcagatga acagcctgag agacgaggac accgccgtgt actactgcgc cagaaagaac      300

tacaacggcg gctacttcga cgtgtggggc cagggcaccc tggtgaccgt gagcagc         357

<210>  128
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<211>  1434

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.846 heavy chain polynucleotide sequence

<400>  128

atgcgtactc tggctatcct tgcagctatt ctgcttgttg cactgcaggc tcaagcggag       60

gtgcagctgg tggagagcgg cggcggcctg gtgcagcccg gcggcagcct gagactgagc      120

tgcgccgcca gcggcttcac cttcagcgac tacggcatgc actgggtgag acaggccccc      180

ggcaagggcc tggagtgggt gagctacatc agcagcggca gcaccaccct gagctacgcc      240

gacagcgtga agggcagatt caccatcagc agagacaacg ccaagaacag cctgtacctg      300

cagatgaaca gcctgagaga cgaggacacc gccgtgtact actgcgccag aaagaactac      360

aacggcggct acttcgacgt gtggggccag ggcaccctgg tgaccgtgag cagcgatgtg      420

tggggccagg gcaccaccgt gaccgtgagc agcgcgtcga ccaagggccc atcggtcttc      480

cccctggcgc cctgctccag gagcacctcc gagagcacag cggccctggg ctgcctggtc      540

aaggactact tccccgaacc ggtgacggtg tcgtggaact caggcgctct gaccagcggc      600

gtgcacacct tcccggctgt cctacagtcc tcaggactct actccctcag cagcgtggtg      660

accgtgacct ccagcaactt cggcacccag acctacacct gcaacgtaga tcacaagccc      720

agcaacacca aggtggacaa gacagttgag cgcaaatgtt gtgtcgagtg cccaccgtgc      780

ccagcaccac ctgtggcagg accgtcagtc ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc      840

ctcatgatct cccggacccc tgaggtcacg tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac      900

cccgaggtcc agttcaactg gtacgtggac ggcatggagg tgcataatgc caagacaaag      960

ccgcgggagg agcagttcaa cagcacgttc cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcgtgcac     1020

caggactggc tgaacggcaa ggagtacaag tgcaaggtct ccaacaaagg cctcccagcc     1080

cccatcgaga aaaccatctc caaaaccaaa gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc     1140

ctgcccccat cccgggagga gatgaccaag aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa     1200

ggcttctacc ccagcgacat cgccgtggag tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac     1260

tacaagacca cacctcccat gctggactcc gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc     1320

accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag     1380

gctctgcaca accactacac acagaagagc ctctccctgt ctccgggtaa atga           1434

<210>  129

<211>  330
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.846 light chain variable region polynucleotide

       sequence

<400>  129

gacatcgtga tgacccagag ccccgacagc ctggccgtga gcctgggcga gagagccacc       60

atcaactgca gagccagcaa gagcgtgagc gagagcggct acagctacat gcactggtac      120

cagcagaagc ccggccagcc ccccaagctg ctgatctacc tggccagcaa cctggagagc      180

ggcgtgcccg acagattcag cggcagcggc agcggcaccg acttcaccct gaccatcagc      240

agcctgcagg ccgaggacgt ggccgtgtac tactgccagc acagcagagt gctgcccccc      300

accttcggcc agggcaccaa gctggagatc                                       330

<210>  130

<211>  714

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic: HumAb 1.846 light chain polynucleotide sequence

<400>  130

atgaaaatcc tgattctcgg tatcttcctg tttctctgtt ctactccagc ttgggcagac       60

atcgtgatga cccagagccc cgacagcctg gccgtgagcc tgggcgagag agccaccatc      120

aactgcagag ccagcaagag cgtgagcgag agcggctaca gctacatgca ctggtaccag      180

cagaagcccg gccagccccc caagctgctg atctacctgg ccagcaacct ggagagcggc      240

gtgcccgaca gattcagcgg cagcggcagc ggcaccgact tcaccctgac catcagcagc      300

ctgcaggccg aggacgtggc cgtgtactac tgccagcaca gcagagtgct gccccccacc      360

ttcggccagg gcaccaagct ggagatcaaa cgtacggtgg ctgcaccatc tgtcttcatc      420

ttcccgccat ctgatgagca gttgaaatct ggaactgcct ctgttgtgtg cctgctgaat      480

aacttctatc ccagagaggc caaagtacag tggaaggtgg ataacgccct ccaatcgggt      540

aactcccagg agagtgtcac agagcaggac agcaaggaca gcacctacag cctcagcagc      600

accctgacgc tgagcaaagc agactacgag aaacacaaag tctacgcctg cgaagtcacc      660

catcagggcc tgagctcgcc cgtcacaaag agcttcaaca ggggagagtg ttga            714

<210>  131

<211>  496

<212>  PRT
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<213>  Cynomolgus monkey

<220><221>  misc_feature

<222>  (1)..(496)

<223>  Cynomolgus monkey NOTUM

<400>  131

Met Gly Arg Gly Val Arg Val Leu Leu Leu Leu Gly Leu Leu His Cys 

1               5                   10                  15      

Ala Gly Gly Ser Glu Gly Arg Lys Thr Trp Arg Arg Arg Gly Gln Gln 

            20                  25                  30          

Pro Pro Pro Pro Pro Arg Thr Glu Ala Ala Pro Ala Ala Gly Gln Pro 

        35                  40                  45              

Val Glu Ser Phe Pro Leu Asp Phe Thr Ala Val Glu Gly Asn Met Asp 

    50                  55                  60                  

Ser Phe Met Ala Gln Val Lys Ser Leu Ala Gln Ser Leu Tyr Pro Cys 

65                  70                  75                  80  

Ser Ala Gln Gln Leu Asn Glu Asp Leu Arg Leu His Leu Leu Leu Asn 

                85                  90                  95      

Thr Ser Val Thr Cys Asn Asp Gly Ser Pro Ala Gly Tyr Tyr Leu Lys 

            100                 105                 110         

Glu Ser Arg Gly Ser Arg Arg Trp Leu Leu Phe Leu Glu Gly Gly Trp 

        115                 120                 125             

Tyr Cys Phe Asn Arg Glu Asn Cys Asp Ser Arg Tyr Asn Thr Met Arg 

    130                 135                 140                 

Arg Leu Met Ser Ser Arg Asp Trp Pro Arg Thr Arg Thr Gly Thr Gly 

145                 150                 155                 160 

Ile Leu Ser Ser Gln Pro Glu Glu Asn Pro Tyr Trp Trp Asn Ala Asn 

                165                 170                 175     

Met Val Phe Ile Pro Tyr Cys Ser Ser Asp Val Trp Ser Gly Ala Ser 

            180                 185                 190         

Ser Lys Ser Glu Lys Asn Glu Tyr Ala Phe Met Gly Ala Leu Ile Ile 

        195                 200                 205             
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Gln Glu Val Val Arg Glu Leu Leu Gly Arg Gly Leu Ser Gly Ala Lys 

    210                 215                 220                 

Val Leu Leu Leu Ala Gly Ser Ser Ala Gly Gly Thr Gly Val Leu Leu 

225                 230                 235                 240 

Asn Val Asp Arg Val Ala Glu Gln Leu Glu Glu Leu Gly Tyr Pro Ala 

                245                 250                 255     

Ile Gln Val Arg Gly Leu Ala Asp Ser Gly Trp Phe Leu Asp Asn Lys 

            260                 265                 270         

Gln Tyr Arg His Thr Asp Cys Val Asp Thr Ile Thr Cys Ala Pro Thr 

        275                 280                 285             

Glu Ala Ile Arg Arg Gly Ile Arg Tyr Trp Asn Gly Val Val Pro Glu 

    290                 295                 300                 

Arg Cys Arg Arg Gln Phe Gln Glu Gly Glu Glu Trp Asn Cys Phe Phe 

305                 310                 315                 320 

Gly Tyr Lys Ile Tyr Pro Thr Leu Arg Cys Pro Val Phe Val Val Gln 

                325                 330                 335     

Trp Leu Phe Asp Glu Ala Gln Leu Thr Val Asp Asn Val His Leu Thr 

            340                 345                 350         

Gly Gln Pro Val Gln Glu Ser Gln Arg Leu Tyr Ile Gln Asn Leu Gly 

        355                 360                 365             

Arg Glu Leu Arg His Thr Leu Lys Asp Val Pro Ala Ser Phe Ala Pro 

    370                 375                 380                 

Ala Cys Leu Ser His Glu Ile Ile Ile Arg Ser His Trp Thr Asp Val 

385                 390                 395                 400 

Gln Val Lys Gly Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Cys Trp Asp Arg 

                405                 410                 415     

Ser Leu His Asp Ser His Lys Thr Ser Lys Thr Pro Leu Lys Gly Cys 

            420                 425                 430         

Pro Val His Leu Val Asp Ser Cys Pro Trp Pro His Cys Asn Pro Ser 

        435                 440                 445             

Cys Pro Thr Val Arg Asp Gln Phe Thr Gly Gln Glu Met Asn Val Ala 
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    450                 455                 460                 

Gln Phe Leu Met His Met Gly Phe Asp Val Gln Thr Val Ala Gln Gln 

465                 470                 475                 480 

Gln Gly Pro Glu Pro Ser Lys Leu Leu Gly Leu Pro Ser Asp Gly Ser 

                485                 490                 495     
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