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명 세 서

청구범위

청구항 1 

c-KIT의 도메인 II에 특이적으로 결합하는 것을 특징으로 하는, 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 항체는 서열번호 1로 표시되는 경쇄 CDR1, 서열번호 2로 표시되는 경쇄 CDR2 및 서열번호 3으로 표시되는

경쇄 CDR3을 포함하는 경쇄 가변영역; 및 서열번호 4로 표시되는 중쇄 CDR1, 서열번호 5로 표시되는 중쇄 CDR2

및 서열번호 6으로 표시되는 중쇄 CDR3을 포함하는 중쇄 가변영역;을 포함하는 것을 특징으로 하는, 항-c-KIT

항체 또는 이의 항체 단편.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 항체는 서열번호 7의 아미노산 서열을 포함하는 경쇄 가변영역; 및 서열번호 8의 아미노산 서열을 포함하

는 중쇄 가변영역;을 포함하는 것을 특징으로 하는, 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편.

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 항체는 인간 IgG1 유래 불변영역을 포함하는 것을 특징으로 하는, 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항의 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 코딩하는 핵산.

청구항 6 

제5항에 있어서,

상기 핵산은 (i) 서열번호 9 내지 14, (ii) 서열번호 15 및 16, (iii) 서열번호 17 내지 22, 또는 (iv) 서열번

호 23 및 24를 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산.

청구항 7 

제5항의 핵산을 포함하는 벡터.

청구항 8 

제7항의 벡터로 형질전환된 세포.

청구항 9 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항의 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 포함하는, 혈관신생 관련 질환의 예방

또는 치료용 약학 조성물.

청구항 10 

제9항에 있어서,

상기 혈관신생 관련 질환은 암, 백혈병, 안혈관 질환, 류마티스 관절염, 건선, 만성 상처, 만성 염, 혈관종, 혈

관섬유종, 혈관기형, 동맥경화, 혈관유착, 혈관염, 화농성 육아종, 수포질환, 폐고혈압증, 천식, 비폴립, 감염

성 질환, 염증성 장 질환, 치주 질환, 복막 유착, 자궁내막, 자궁출혈, 난소낭종, 골수염, 골증, 패혈증 및 자
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가면역질환으로 이루어진 군으로부터 선택된 것을 특징으로 하는 약학 조성물.

청구항 11 

제10항에 있어서,

상기 암은 골암, 폐암, 두부암, 경부암, 갑상선암, 부갑상선암, 비소세포성폐암, 위암, 간암, 췌장암, 피부암,

피부 또는 안구내 흑색종, 직장암, 항문부근암, 결장암, 자궁암, 유방암, 난소암, 나팔관암종, 자궁내막암종,

자궁경부암종, 질암종, 음문암종, 호지킨병, 식도암, 소장암, 내분비선암, 부신암, 연조직 육종, 요도암, 음경

암,  전립선암,  방광암,  신장암,  수뇨관암,  신장세포  암종,  신장골반  암종,  중추신경계  종양,  중추신경계

림프종, 척수 종양, 교모세포종, 뇌간 신경교종 및 뇌하수체 선종으로 이루어진 군으로부터 선택된 것을 특징으

로 하는 약학 조성물.

청구항 12 

제10항에 있어서,

상기 안혈관 질환은 당뇨성 망막병, 황반변성, 노인성 황반변성, 녹내장, 녹내장성 망막색소변성, 맥락막 혈관

신생, 미숙망막증, 각막 이영양증 및 망막층간분리로 이루어진 군으로부터 선택된 것을 특징으로 하는 약학 조

성물.

청구항 13 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항의 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 포함하는 혈관신생 관련 질환 진단용

키트.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 신규 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편에 관한 것이다. 또한, 본 발명은 상기 항-c-KIT 항체 또는[0001]

이의 항체 단편을 포함하는 혈관신생 관련 질환의 예방 또는 치료용 조성물, 또는 혈관신생 관련 질환 진단용

키트에 관한 것이다.

배 경 기 술

신생혈관형성(Angiogenesis)은 기존 혈관으로부터 새로운 혈관이 생성되는 기작을 의미한다. 비정상적이거나 과[0002]

도한 혈관신생은 다양한 질환의 원인이 된다. 예를 들어, 혈관신생은 종양의 성장 뿐만 아니라 종양의 양성에서

악성으로의 발전의 원인 중 하나이며, 이외에도 연령-관련 황반변성(Age-related Macular Degeneration), 당뇨

성  망막병증(Diabetic  Retinopathy),  녹내장(Glaucoma)  등과  같은  안질환과  류마티스  관절염(Rheumatoid

Arthritis), 건선(Psoriasis), 만성 염증(Chronic inflammation) 등 다양한 질환에서 신생혈관의 과다 형성이

보고된 바 있다(Cameliet and Jain, Nature, 407:249, 2000). 이러한 이유로 인해 신생혈관형성 억제제를 이용

하여 혈관신생 관련 질환을 치료하기 위한 연구가 이루어지고 있으며, 혈관내피세포의 성장, 이동, 분화 등과

같은 혈관형성 과정에 관여하는 다수의 신생혈관 촉진 및 억제 인자들이 발견되었다.

신생혈관형성 억제제는 작용기작에 따라 매트릭스-분해 억제제(Matrix-breakdown inhibitor), 내피세포 억제제[0003]

(Endothelial cell inhibitor), 혈관생성 억제제(Angiogenesis inhibitor) 등 몇 개의 카테고리로 나뉠 수 있

는데, 이 중에서 상기 혈관생성 억제제에는 VEGFR2, VEGFR1, PDGFR, c-KIT, FLT3 등을 타겟하여 이들의 활성,

신호전달, 생산 등을 저해하는 약물들이 포함된다.

상기 혈관생성 억제제의 타겟 중 하나인 c-KIT는 수용체 티로신 키나아제(Receptor Tyrosine Kinase, RTK)의[0004]

class III에 속하며, SCF(Stem Cell Factor)의 수용체로도 알려져 있다. 상기 SCF는 c-KIT 수용체에 결합하는

사이토카인으로서, 혈액세포, 정자, 멜라닌세포의 분화 및 생성에 중요한 역할을 하는 것으로 보고되고 있다.

상기 SCF는 c-KIT의 리간드 결합 도메인에 결합하여 상호작용한 결과 c-KIT 단백질은 인산화되어 활성을 가지게[0005]

되며 PI3K/AKT 시스템, RAS/MAP 키나아제 등의 신호전달 과정을 통해 세포 성장, 분화 및 증식 등 다양한 생물

학적 기능을 조절하게 된다. 특히 신생혈관형성에 있어서 SCF/c-KIT 자극(stimulation)의 작용에 대해 보고된

바 있다(Angiogenesis in Health, Disease and Malignancy, pp 33-36).
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c-KIT을 타겟하는 시판 약물로서 글리벡(이마티닙 메실레이트) 및 수텐트(수니티닙 말레이트)가 있으나, 이들은[0006]

여러 키나아제를 억제하는 다중표적 치료제로서 이에 따른 많은 부작용, 낮은 특이성과 생체이용률, 항원성 및

부적합한 약물동태 등과 같은 치료적 한계점이 보고되고 있다. 따라서, c-KIT의 활성화에 의한 혈관신생과 관련

된 질환에 대해 c-KIT에 특이적이면서 부작용이 없고 유효한 치료제의 개발이 요구되고 있다.

본 발명자들은 혈관신생 관련 질환의 치료 물질을 찾기 위해 예의 노력한 결과, c-KIT에 특이적으로 결합하는[0007]

특정 항-c-KIT 항체가 신생혈관형성을 유의적으로 억제시킬 수 있고 이에 따라 혈관신생 관련 질환에 대해 우수

한 치료능을 가질 수 있다는 점을 확인하고 본 발명을 완성하게 되었다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 c-KIT 단백질의 도메인 II에 특이적으로 결합하여 우수한 c-KIT 억제능을 가지는 항-c-KIT 항체 또는[0008]

이의 항체 단편을 제공하는 것을 목적으로 한다. 또한, 본 발명은 상기 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을

포함하는 혈관신생 관련 질환의 예방 또는 치료용 조성물 및 진단 키트를 제공하는 것을 목적으로 한다.

과제의 해결 수단

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 c-KIT에 특이적으로 결합하는 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 제[0009]

공한다. 

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명에 따른 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편은 c-KIT의 도메인 II에 특이[0010]

적으로 결합한다.

본 명세서에서 사용되는 용어 "항체"는 면역학적으로 특정 항원과 반응성을 갖는 면역글로불린 분자 또는 항원[0011]

을 특이적으로 인식하는 수용체 역할을 하는 단백질 분자를 의미한다. 따라서, 본 발명에서 "항체"는 광범위한

의미로 사용되며, 폴리클로날항체, 모노클로날항체, 전장(whole) 항체(디설파이드 결합에 의해 상호 연결된 적

어도 2개의 중쇄 및 2개의 경쇄로 이루어진 항체) 및 항체 단편을 모두 포함하는 것으로 해석된다. 상기 전장

항체는 IgA, IgD, IgE, IgM 및 IgG를 포함한다. 또한 상기 IgG는 아형(subtype)으로서 IgG1, IgG2, IgG3 및

IgG4를 포함할 수 있다.

본 명세서에서 사용되는 용어 "항체 단편"은 모 항체의 결합 특이성을 적어도 일부 보유하고, 모 항체의 항원[0012]

결합 영역의 일부(예를 들면, 하나 이상의 CDR) 또는 가변영역을 포함하는 항원-결합 단편 또는 항체의 유사체

를 의미한다. 상기 항체 단편은 예를 들면 Fab, Fab', F(ab')2, Fv 단편, sc-Fv, 유니바디 (unibody), 디아바

디, 선형 항체, 나노바디, 도메인 항체 또는 항체 단편으로부터 형성된 다특이적 항체일 수 있다.

본 명세서에서 사용되는 용어 "중쇄"는 중쇄 가변영역(Variable Region)과 중쇄 불변영역(Constant Region)을[0013]

포함하는 전장 중쇄 및 이의 단편을 의미한다. 중쇄에는 감마(γ), 뮤(μ), 알파(α), 델타(δ) 및 엡실론(ε)

형이 있다.

본 명세서에서 사용되는 용어 "경쇄"는 경쇄 가변영역과 경쇄 불변영역을 포함하는 전장 경쇄 및 이의 단편을[0014]

의미한다. 경쇄에는 카파(κ) 및 람다(λ) 형이 있다.

본 발명에서 항체는 전장 항체이거나 또는 항원 결합능을 갖는 항체 단편이며, 중쇄는 감마(γ), 뮤(μ), 알파[0015]

(α), 델타(δ) 또는 엡실론(ε)형 중 어느 하나일 수 있고 경쇄는 카파(κ) 또는 람다(λ) 형일 수 있다. 본

발명의 일 양태에 따르면, 경쇄는 카파형이다.

본 명세서에서 사용되는 용어 "c-KIT"는 수용체 티로신 키나아제(Receptor Tyrosine Kinase, RTK)의 class III[0016]

에 속하며, SCF의 수용체로도 알려져 있다.

상기 혈관생성 억제제의 타겟 중 하나인 c-KIT는 수용체 티로신 키나아제(Receptor Tyrosine Kinase, RTK)의[0017]

class III에 속하며, 혈액생성(haematopoiesis)에서 중요한 역할을 하는 SCF(Stem Cell Factor)의 수용체이다.

본 명세서에서 사용되는 용어 "항-c-KIT 항체"는 c-KIT에 특이적으로 결합하는 항체를 의미한다. 구체적으로 상[0018]

기 항-c-KIT 항체는 c-KIT의 도메인 II에 특이적으로 결합하며, 이에 따라 c-KIT의 활성 또는 활성화를 억제 또

는 중화시킬 수 있다.

본 발명의 또 다른 일 양태에 따르면, 본 발명의 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편은 서열번호 1로 표시되는[0019]
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경쇄 CDR1, 서열번호 2로 표시되는 경쇄 CDR2, 및 서열번호 3으로 표시되는 경쇄 CDR3을 포함하는 경쇄 가변영

역을 포함한다.

본 발명의 또 다른 일 양태에 따르면, 본 발명의 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편은 서열번호 4로 표시되는[0020]

중쇄 CDR1, 서열번호 5로 표시되는 중쇄 CDR2, 및 서열번호 6으로 표시되는 중쇄 CDR3을 포함하는 중쇄 가변영

역을 포함한다.

본 발명의 또 다른 일 양태에 따르면, 본 발명의 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편의 경쇄 가변영역은 서열번[0021]

호 7의 아미노산 서열을 포함한다.

본 발명의 또 다른 일 양태에 따르면, 본 발명의 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편의 중쇄 가변영역은 서열번[0022]

호 8의 아미노산 서열을 포함한다.

본 발명의 또 다른 일 양태에 따르면, 본 발명의 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편은 서열번호 25의 아미노산[0023]

서열을 포함하는 경쇄를 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 일 양태에 따르면, 본 발명의 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편은 서열번호 26의 아미노산[0024]

서열을 포함하는 중쇄를 포함할 수 있다.

본 명세서에서 사용되는 용어 "CDR(Complementarity determining region)"은 B 세포 및 T 세포에 의해 생성된[0025]

항체의 가변영역의 일부로서 항원결합부위를 형성하고 있는 초가변영역(Hypervariable region)의 아미노산 서열

을 의미한다. 중쇄 및 경쇄의 아미노산 서열에는 각각 비연속적으로 배열된 3개의 CDR, 즉 중쇄 CDRH1, CDRH2,

CDRH3 및 경쇄 CDRL1, CDRL2, CDRL3이 포함되어 있다. CDR은 항원의 인식에 관여하는 부위로 항체가 항원 또는 에

피토프와 결합함에 있어 주요한 접촉 잔기를 제공하여 항원 특이성의 다양성에 결정적인 역할을 한다.

본  발명의  항체  또는  이의  항체  단편은  서열목록에  기재된  서열과  실질적인  동일성을  나타내는  서열을[0026]

포함한다. 상기 실질적인 동일성이란 두 개의 서열을 최대한 대응되도록 정렬한 후 당업계에서 통상적으로 이용

되는 알고리즘을 사용하여 분석한 결과 80%, 90% 또는 95% 이상의 서열간 상동성을 나타내는 것을 의미한다.

또한, 본 발명의 항-c-KIT 항체는 c-KIT을 특이적으로 인식하고 결합할 수 있는 범위 내에서 본 명세서에 기재[0027]

된 항-c-KIT 항체의 서열 뿐만 아니라, 이의 생물학적 균등물을 포함할 수 있다. 예를 들어, 항체 결합 친화도

및/또는 생물학적 특성 등을 개선시키기 위한 서열의 추가적인 변이를 포함할 수 있으며, 분자의 전체적 활성을

변경시키지 않는 범위 내에서 추가적인 변이를 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편은 인간 IgG1 유래 불변영역을 포함할 수[0028]

있다. 본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 상기 경쇄 가변영역 및 중쇄 가변영역과 인간 IgG1 유래 불변영

역을 포함하는 인간 항-c-KIT 항체를 제공한다.

본 명세서에서 사용되는 용어 "인간 항체"는 프레임워크 및 CDR 영역이 인간 면역글로불린 서열로부터 유래된[0029]

가변영역을 갖는 항체를 의미하는 것으로 이해된다. 본 발명에서 인간 항체는 인간 유래 면역글로불린 서열에

의해 코딩되지 않는 아미노산 잔기(예를 들어, 시험관내 무작위 또는 부위-특이적 돌연변이유발에 의해 또는 생

체내 체세포 돌연변이에 의해 도입된 돌연변이)를 포함할 수 있다. 상기 인간 항체는 전장 항체 형태 또는 항체

분자의 기능적인 단편을 포함하는 형태일 수 있다. 상기 인간 항체의 모든 구성요소는 인간으로부터 유래된 바,

인간화 항체 또는 마우스 항체에 비하여 인간에게 투여시 면역 반응이 일어날 확률이 적다. 따라서, 인간을 대

상으로 하는 치료용 항체로서 유리한 이점을 갖는다.

후술하는 다양한 실시예들을 통해 신생혈관형성 억제 효과와 관련된 효과를 확인한 바에 따르면, 본 발명의 항-[0030]

c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편은 신생혈관형성을 유의적으로 억제함으로써 혈관신생 관련 질환을 효과적으로

예방 또는 치료하는 것이 가능하다.

본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 본 발명은 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 코딩하는 핵산을 제공한다.[0032]

본 발명에 따른 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 코딩하는 핵산은 서열번호 9, 서열번호 10 및 서열번호[0033]

11의 염기서열을 포함할 수 있다. 여기서, 서열번호 9, 서열번호 10 및 서열번호 11의 염기서열은 각각 서열번

호 1로 표시되는 경쇄 CDR1, 서열번호 2로 표시되는 경쇄 CDR2 및 서열번호 3으로 표시되는 경쇄 CDR3을 코딩한

다. 서열번호 9 내지 11의 염기서열은 각각 CHO 세포에 대해 코돈 최적화될 수 있으며, 이와 같이 코돈 최적화
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된 염기서열을 포함하는 핵산은 본 발명에 따른 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 코딩하는 핵산의 범위 내

에 포함되는 것으로 해석되어야 한다. 예를 들어, 본 발명에 따른 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 코딩하

는 핵산은 서열번호 17, 서열번호 18 및 서열번호 19를 포함할 수 있다.

선택적으로, 본 발명에 따른 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 코딩하는 핵산은 서열번호 12, 서열번호 13[0034]

및 서열번호 14의 염기서열을 포함할 수 있다. 여기서, 서열번호 12, 서열번호 13 및 서열번호 14의 염기서열은

각각 서열번호 4로 표시되는 중쇄 CDR1, 서열번호 5로 표시되는 중쇄 CDR2 및 서열번호 6으로 표시되는 중쇄

CDR3을 코딩한다. 서열번호 12 내지 14의 염기서열은 각각 CHO 세포에 대해 코돈 최적화될 수 있으며, 이와 같

이 코돈 최적화된 염기서열을 포함하는 핵산은 본 발명에 따른 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 코딩하는

핵산의 범위 내에 포함되는 것으로 해석되어야 한다. 예를 들어, 본 발명에 따른 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체

단편을 코딩하는 핵산은 서열번호 20, 서열번호 21 및 서열번호 22를 포함할 수 있다.

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명에 따른 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 코딩하는 핵산은 서열번호[0035]

15 또는 서열번호 23을 포함하는 경쇄 가변영역 코딩 핵산을 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 일 양태에 따르면, 본 발명에 따른 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 코딩하는 핵산은[0036]

서열번호 16 또는 서열번호 24를 포함하는 중쇄 가변영역 코딩 핵산을 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 일 양태에 따르면, 본 발명에 따른 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 코딩하는 핵산은[0037]

서열번호 27 또는 서열번호 29를 포함하는 경쇄 코딩 핵산을 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 일 양태에 따르면, 본 발명의 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 코딩하는 핵산은 서열번[0038]

호 28 또는 서열번호 30을 포함하는 중쇄 코딩 핵산을 포함할 수 있다.

본 명세서에서 사용되는 용어 "핵산"은 DNA(gDNA 및 cDNA) 및 RNA를 포괄적으로 포함하는 의미를 가진다. 핵산[0039]

분자에서 기본 구성단위를 이루는 뉴클레오타이드는 천연 뉴클레오타이드 뿐만 아니라, 당 또는 염기 부위가 변

형된 유사체(analogue) 뉴클레오타이드를 포함한다(Scheit, Nucleotide Analogs, John Wiley, New York(1980);

Uhlman and Peyman, Chemical Reviews, 90:543-584(1990)).

본 발명의 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 코딩하는 핵산 분자는 상기한 뉴클레오타이드 서열에 대하여[0040]

실질적인 동일성을 나타내는 뉴클레오타이드 서열을 포함한다. 상기 실질적인 동일성이란 두 개의 서열을 최대

한 대응되도록 정렬한 후 당업계에서 통상적으로 이용되는 알고리즘을 사용하여 분석한 결과 80%, 90% 또는 95%

이상의 서열간 상동성을 나타내는 것을 의미한다.

본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상기 핵산을 포함하는 벡터 및 상기 벡터로 형질전환된 세포를 제[0042]

공한다.

본 명세서에서 사용되는 용어 "벡터"는 숙주 세포에 삽입되어 유전자 복제를 할 수 있는 임의의 것을 의미한다.[0043]

이러한 벡터로서 플라스미드, 선형 핵산, 코스미드, RNA 벡터, 바이러스 벡터 등이 있으며, 상기 바이러스 벡터

에는 레트로 바이러스, 아데노 바이러스, 아데노 관련 바이러스 등이 있으나 이에 한정되는 것은 아니다. 본 발

명의 재조합 벡터 시스템은 당업계에 공지된 다양한 방법을 통해 구축될 수 있다. 또한, 본 발명의 벡터는 클로

닝 또는 발현을 위한 벡터로서 구축될 수 있으며, 원핵 세포 또는 진핵 세포를 숙주로 하여 구축될 수 있다.

또한, 본 발명에 있어서, 상기 세포는 원핵세포, 진핵세포 또는 동물세포일 수 있다. 적절하게 선택된 숙주 세[0044]

포를 상기 벡터로 형질전환시키고 표적 단백질의 발현 및/또는 분비시키는데 이용할 수 있다. 상기 숙주 세포는

불멸화된 하이브리도마세포, N/SO 골수종 세포, 293 세포, HuT 78 세포, CHO 세포, HELA 세포, COS 세포 등일

수 있으며, 바람직하게는 CHO 세포일 수 있다. 다만, 이에 한정되는 것은 아니며, 당업계에 공지되어 있는 어떠

한 숙주 세포도 본 발명의 숙주 세포로서 이용이 가능하다.

본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 본 발명은 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 포함하는 혈관신생 관련 질[0046]

환의 예방 또는 치료용 약학 조성물을 제공한다.

본 발명에서 사용되는 용어 "치료"는 본 발명에 따른 조성물의 투여에 의해혈관신생 관련 질환의 증상이 호전,[0047]

역전, 완치 등이 되는 모든 것을 의미한다.
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본 발명에서 사용되는 용어 "예방"은 본 발명에 따른 조성물의 투여에 의해 혈관신생 관련 질환의 발생 또는 재[0048]

발의 억제, 지연, 방지 등이 되는 모든 것을 의미한다.

본 발명에서 사용되는 용어 "혈관신생 관련 질환"은 혈관신생으로부터 야기되는 질환을 의미한다. 여기에는 암,[0049]

백혈병, 안혈관 관련 질환, 류마티스 관절염, 건선, 만성 상처, 만성 염, 혈관종, 혈관섬유종, 혈관기형, 동맥

경화, 혈관유착, 혈관염, 화농성 육아종, 수포질환, 폐고혈압증, 천식, 비폴립, 감염성 질환, 염증성 장 질환,

치주 질환, 복막 유착, 자궁내막, 자궁출혈, 난소낭종, 골수염, 골증, 패혈증 및 자가면역질환 등이 포함된다.

바람직하게는 암 및 안혈관 관련 질환일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

상기 암은 골암, 폐암, 두부암, 경부 암, 갑상선암, 부갑상선암, 비소세포성폐암, 위암, 간암, 췌장암, 피부암,[0050]

피부 또는 안구내 흑색종, 직장암, 항문부근암, 결장암, 자궁암, 유방암, 난소암, 나팔관암종, 자궁내막암종,

자궁경부암종, 질암종, 음문암종, 호지킨병, 식도암, 소장암, 내분비선암, 부신암, 연조직 육종, 요도암, 음경

암, 전립선암, 방광암, 신장암 또는 수뇨관 암, 신장세포 암종, 신장골반 암종, 중추신경계 종양, 중추신경계

림프종, 척수 종양, 교모세포종, 뇌간 신경교종, 뇌하수체 선종일 수 있다.

상기 안혈관 관련 질환은 당뇨성 망막병증, 황반변성, 노인성 황반변성, 녹내장, 녹내장성 망막색소변성, 맥락[0051]

막 혈관신생, 미숙아 망막증, 각막 이영양증 및 망막층간분리일 수 있다.

본 발명에 따른 약학 조성물은 상기 항-c-kit 항체 또는 이의 단편을 단독으로 함유할 수도 있으며, 또는 하나[0052]

이상의 약학적으로 허용되는 담체, 부형제 또는 희석제를 추가로 함유할 수도 있다.

상기 약학적으로 허용되는 담체로는 예컨대, 경구 투여용 담체 또는 비경구 투여용 담체를 추가로 포함할 수 있[0053]

다. 경구 투여용 담체는 락토스, 전분, 셀룰로스 유도체, 마그네슘 스테아레이트, 스테아르산 등을 포함할 수

있다. 또한, 비경구 투여용 담체는 물, 적합한 오일, 식염수, 수성 글루코스 및 글리콜 등을 포함할 수 있으며,

안정화제 및 보존제를 추가로 포함할 수 있다. 안정화제의 예로서 아황산수소나트륨, 아황산나트륨 또는 아스코

르브산과 같은 항산화제가 있다. 보존제의 예로서 벤즈알코늄 클로라이드, 메틸- 또는 프로필-파라벤 및 클로로

부탄올이  있다.  그  밖의  약학적으로  허용되는  담체로서  당업계에  공지되어  있는  것을  이용할  수  있다

(Remington's Pharmaceutical Sciences, 19th ed, Mack Publishing Company, Easton, PA, 1995).

본 발명의 약학 조성물은 인간을 비롯한 포유동물에 어떠한 방법으로도 투여할 수 있다. 예를 들면, 경구 또는[0054]

비경구적으로 투여할 수 있다. 비경구 투여방법으로서 정맥내, 근육내, 동맥내, 골수내, 경막내, 심장내, 경피,

피하, 복강내, 비강내, 장관, 국소, 설하 또는 직장내 투여일 수 있으며, 이에 한정되는 것은 아니다. 예컨대,

본 발명의 약학 조성물을 주사형 제형으로 제조하여 이를 30게이지의 가는 주사 바늘로 피부를 가볍게 단자

(prick)하는 방법, 또는 피부에 직접적으로 도포하는 방법으로 투여될 수 있다.

본 발명의 약학 조성물은 상술한 바와 같은 투여 경로에 따라 경구 투여용 또는 비경구 투여용 제제로 제형화[0055]

할 수 있다. 경구 투여용 제제의 경우에 본 발명의 조성물은 분말, 과립, 정제, 환제, 당의정제, 캡슐제, 액제,

겔제, 시럽제, 슬러리제, 현탁액 등으로 당업계에 공지된 방법을 이용하여 제형화될 수 있다. 예를 들어, 경구

용 제제는 활성성분을 고체 부형제와 배합한 다음 이를 분쇄하고 적합한 보조제를 첨가한 후 과립 혼합물로 가

공함으로써 정제 또는 당의정제를 수득할 수 있다. 부형제의 예로서 락토즈, 덱스트로즈, 수크로즈, 솔비톨, 만

니톨, 자일리톨, 에리스리톨 및 말티톨 등을 포함하는 당류와 옥수수 전분, 밀 전분, 쌀 전분 및 감자 전분 등

을 포함하는 전분류, 셀룰로즈, 메틸 셀룰로즈, 나트륨 카르복시메틸셀룰로오즈 및 하이드록시 프로필메틸-셀룰

로즈 등을 포함하는 셀룰로즈류, 젤라틴, 폴리비닐피롤리돈 등과 같은 충전제가 포함될 수 있다. 또한, 경우에

따라 가교결합 폴리비닐피롤리돈, 한천, 알긴산 또는 나트륨 알기네이트 등을 붕해제로 첨가할 수 있다. 또한,

본 발명의 약학 조성물은 항응집제, 윤활제, 습윤제, 향료, 유화제 및 방부제 등을 추가로 포함할 수 있다. 비

경구 투여용 제제의 경우에는 주사제, 크림제, 로션제, 외용연고제, 오일제, 보습제, 겔제, 에어로졸 및 비강

흡입제의 형태로 당업계에 공지된 방법으로 제형화할 수 있다. 이들 제형은 모든 제약 화학에 일반적으로 공지

된  문헌(Remington's  Pharmaceutical  Science,  15th  Edition,  1975  Mack  Publishing  Company,  Easton,

Pennsylvania 18042, Chapter 87: Blaug, Seymour)에 기재되어 있다.

본 발명의 약학 조성물의 총 유효량은 단일 투여량(single dose)으로 환자에게 투여될 수 있으며, 다중 투여량[0056]

(multiple dose)으로 장기간 투여되는 분할 치료 방법(fractionated treatment protocol)에 의해 투여될 수 있

다. 본 발명의 약학 조성물은 질환의 증상 정도에 따라 유효성분의 함량을 달리할 수 있다. 예를 들어, 본 발명

의 약학 조성물의 1일 투여량은 00001-100 ㎎/㎏일 수 있다. 그러나 상기 본 발명의 약학 조성물의 용량은 투여

경로 및 치료 횟수 뿐만 아니라 환자의 연령, 체중, 건강 상태, 성별, 질환의 중증도, 식이 및 배설율 등 다양

공개특허 10-2020-0040407

- 8 -



한 요인들을 고려하여 환자에 대한 유효 투여량을 고려하여, 당 분야의 통상적인 지식을 가진 자가 적절한 유효

투여량을 결정할 수 있을 것이다. 본 발명에 따른 약학 조성물은 본 발명의 효과를 보이는 한 그 제형, 투여 경

로 및 투여 방법에 특별히 제한되지 아니한다.

또한, 본 발명의 약학 조성물은 개별 치료제로 투여되거나 다른 치료제와 병용하여 투여될 수 있다. 다른 치료[0057]

제와 병용하여 투여되는 경우, 본 발명의 조성물과 다른 치료제는 동시에, 개별적으로 또는 순차적으로 투여될

수 있다. 상기 다른 치료제는 신생혈관 관련 질환의 치료 또는 개선 효과를 갖는 것으로 이미 알려져 있는 물질

일 수 있으며 방사선 치료 등 약물 요법 이외의 기타 항암 요법을 모두 포함한다.

본 발명의 약학 조성물이 다른 치료제와 병용하여 투여될 경우, 본 발명의 조성물에 함유되는 항-c-kit 항체와[0058]

다른 치료제는 각각 별도의 용기로 분리시켜 제형화되거나, 동일한 용기에서 함께 제형화될 수 있다.

본 발명의 또 다른 일 양태에 따르면, 본 발명은 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편을 포함하는 혈관신생 관련[0060]

질환 진단용 키트를 제공한다. 

본 명세서에서 사용되는 용어 "생물학적 시료"는 조직, 세포, 혈액, 혈청, 혈장, 조직 부검 시료(뇌, 피부, 림[0061]

프절, 척수) 등을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 항체를 생물학적 시료와 반응시켜 혈관신생 관련 질환의 발병 여부 또는 발병 가능성을 진단할 수 있[0062]

다. 구체적으로, 항-c-KIT 항체 또는 이의 기능적 단편과 생물학적 시료를 접촉시켜 항원-항체 복합체의 형성

여부를  확인함으로써  진단할  수  있다.  본  발명의  진단  키트는  항체를  포함하기  때문에,  다양한  면역분석

(Immunoassay) 또는 면역염색(Immunostaining)에 적합하도록 제작될 수 있다. 상기 면역분석 또는 면역염색은

효소면역분석법(ELISA),  면역형광(Immunofluorescence),  웨스턴 블로팅(Western  Blotting),  면역조직화학염색

(Immunohistochemistry  staining),  유세포분석법(Flow  cytometry),  면역세포화학법,  방사능면역분석법(RIA),

면역침전분석법(Immunoprecipitation  Assay),  방사능면역분석법(RIA) 및 단백질칩(Protein Chip) 등을 포함하

지만, 이에 한정되는 것은 아니다.

항원-항체 복합체의 형성 여부를 정성적 또는 정량적으로 측정하기 위한 라벨에는 효소, 형광물, 리간드, 발광[0063]

물, 미소입자(microparticle), 레독스 분자 및 방사선 동위원소 등이 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

발명의 효과

본 발명에 따른 신규 항-c-KIT 항체 또는 이의 항체 단편은 c-KIT의 특정 도메인 II에 특이적으로 결합하며, 강[0064]

한 친화도를 갖는다. 이에 따라, 본 발명에 따른 항체 또는 이의 항체 단편은 비정상적 또는 과도한 신생혈관의

생성을 유의적으로 억제시키는 효과가 매우 우수하며, 혈관신생 관련 질환을 효과적으로 예방 또는 치료할 수

있다. 뿐만 아니라, 본 발명에 따른 항체 또는 이의 항체 단편은 인간 외에도 마우스와 래트에 대해 교차반응성

이 있으므로 혈관신생 관련 질환의 연구에 효과적으로 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 HUVEC 세포를 SCF로 처리하였을 때 총 15종의 항-c-KIT 단일클론 항체의 튜브 형성 억제 효과를 비-처리[0065]

대조군 대비 상대적인 수준으로 나타낸 그래프이다.

도 2는 HUVEC 세포를 SCF로 처리하였을 때 2G4 항체의 농도별 튜브 형성 억제 효과를 비-처리 대조군 대비 상대

적인 수준으로 나타낸 그래프이다.

도 3은 마우스 유래 내피세포 MS-1을 SCF로 처리하였을 때 2G4 항체의 농도별 튜브 형성 억제 효과를 나타낸 그

래프이다.

도 4 및 5는 각각 2G4 항체의 경쇄 가변영역 및 중쇄 가변영역 밴드를 나타낸다.

도 6은 2G4 항체의 경쇄 가변영역의 염기 서열, 아미노산 서열 및 CDR 영역을 나타낸다.

도 7은 2G4 항체의 중쇄 가변영역의 염기 서열, 아미노산 서열 및 CDR 영역을 나타낸다.

도 8은 클로닝, 분리 및 정제를 통해 수득된 2G4 항체의 SDS-PAGE 분석 결과를 나타낸다.

도 9는 2G4 항체의 c-KIT 친화도를 확인하기 위한 SPR 분석 결과를 나타내는 그래프이다.
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도 10은 2G4 항체의 c-KIT 결합 도메인을 확인하기 위한 실험결과를 나타낸다.

도 11은 마우스 산소 유도 망막증 모델을 이용하여 2G4 항체와 시판 중인 Eylea의 비정상적 혈관형성 억제능을

비교한 결과를 나타낸다.

도 12는 브라운 노르웨이 래트 황반변성 모델을 이용하여 2G4 항체와 시판 중인 Eylea의 비정상적 혈관형성 억

제능을 비교한 결과를 나타낸다.

도 13은 HUVEC 세포주에서 SCF에 의한 AKT 인산화에 대해 2G4 항체의 억제능을 나타낸다.

도 14는 TF-1 세포주에서 AKT 인산화, c-KIT 인산화, ERK 1/2 인산화 및 β-카테닌에 대해 2G4 항체의 억제능을

나타내며, 이를 통해 백혈병 세포 증식 억제를 보여준다.

도 15는 2G4 항체에 의한 HUVEC과 TF-1 세포 증식 억제능을 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 실시예에 의해 보다 상세하게 설명한다. 그러나 이들 실시예는 본 발명을 예시적으로 설명하기[0066]

위한 것으로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것은 아니다. 본 명세서에서 특별히 정의되지 않

은 용어들에 대해서는 본 발명이 속하는 기술 분야에서 통상적으로 사용되는 의미를 갖는 것으로 이해되어야 할

것이다.

실시예 1. c-KIT 항체 생성 세포주 제작[0068]

1-1. 면역화된 마우스 제작[0069]

Elabscience사로부터 구매한 재조합 c-KIT 단백질(cat# PKSH030939) 50 μg(마우스 1마리 기준)을 동일한 부피[0070]

의 완전 프라운트 아주반트(Freund's Adjuvant)(sigma, USA)와 혼합하여 에멀젼을 제조하였다. 이와 같이 제조

된 에멀젼을 7주령 암컷 human CD34+ 세포 주사로 제작된 인간화 NSG 마우스 6마리의 복강내에 주입하였다. 항

원 50 μg을 총 부피 500 μl로 각각의 마우스에게 주입하였다. 1주 및 2주 경과 후, 각각 불완전 프라운트 아

주반트(Sigma, USA)와 항원을 혼합한 에멀젼을 마우스의 복강내에 추가로 주입하였다.

1-2. 항체 생성 확인[0072]

상기 방법을 통해 면역화된 마우스의 안구에서 혈액을 채취하고 1.5 ml 미세원심분리 튜브에 넣은 후, 13,000[0073]

rpm에서 10분 동안 원심분리하였다. 혈청을 분리하고 항체 생성을 확인하는 실험을 실시할 때까지 -20 ℃에서

보관하였다. 항원 단백질을 이용한 효소면역 측정법을 실시하여 항체 생성을 확인한 후, 세포 융합 3일 전에 불

완전 프라운트 아주반트(Sigma, USA)와 항원을 혼합한 에멀젼을 한번 더 마우스의 복강내에 주입하였다.

1-3. 하이브리도마의 제조[0075]

항체  생성을  확인한  후  마우스를  희생시켰다.  비장세포를  분리하여  골수종  세포  P3X63Ag  8.653(ATCC  CRL-[0076]

1580)와 융합시켜 하이브리도마를 제조하였다.

구체적으로, 10% 소태아혈청을 보충한 RPMI1640 배지를 사용하여 배양 플레이트 내에서 마우스의 P3X63Ag 8.653[0077]

세포를 배양하였다. 세포융합을 실시하기 위해 P3X63Ag 8.653 세포를 무혈청 RPMI1640 배지(Hyclone, USA)로 2

회 세척하고, 1x10
7
 세포농도가 되도록 조정하였다. 마우스를 경추탈구에 의해 희생시키고 비장을 채취한 후, 메

시 용기(Sigma, USA)에 넣고 세포를 분리하였다. 비장세포의 현탁액을 제조한 후, 원심분리를 이용하여 현탁액

을 세척하였다. 비장세포 용액을 Tris-NH4Cl(TRIS 20.6 g/L, NH4Cl 8.3 g/L)에 노출시켜 적혈구 세포를 용해하

였다.  완전히  분리된  항체-생성세포를  400xg로  5분  동안  원심분리하였다.  그  후,  무혈청  배지에서  2회

세척하고, 10 ml 배지에서 재현탁시켰다. 림프세포를 혈구계를 이용하여 계수하고 림프구 1x10
8 
을 무혈청 배지

내에서 P3X63Ag 8.653 세포 1x10(10:1)와 혼합하였다. 

400xg로 5분 동안 원심분리한 후, 37 ℃에서 데워진 50% (M/V) 폴리에틸렌글리콜 1500(sigma, USA)을 사용하여[0078]
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1 ml 용액을 적하하여 1분 동안 혼합하였다.  이와 같이 제조된 융합 혼합용액을 무혈청 RPMI1640으로 희석하고

400xg로 3분 동안 원심분리하였다. 세포를 20% 소태아 혈청 및 HAT(100 μM 하이포잔틴, 0.4 μM 아미노프테린,

16  μM  티미딘)을  보충한  RPMI1640  선택배지  35  ml에서  현탁하였다.  현탁액  100  μl를  1일  전  피더세포

(RPMI1640을 사용한 복강으로부터 분리된 대식세포)를 코팅한 96-웰 플레이트에 로딩하고, 37 ℃, 5% CO2에서

배양하였다. 5일 후, HAT 배지는 2~3일 간격으로 교체하고, 세포를 14일 동안 배양하였다. 14일 후, 20% 소태아

혈청 및 HT(HAT로부터 0.4 μM 아미노프테린을 제거한 배지)를 보충한 RPMI1640 배지로 교체하여 2차 배양하였

다. 

1-4. 항체 생성 융합세포의 선택 및 분리[0080]

앞서 제조한 융합된 세포 배양액의 상층액을 수집하고 효소면역 측정법을 실시하여, 상기 제조된 항원에 대해[0081]

특이적인 항체 생성 여부를 확인하였다. 음성대조군에 비해 4배 이상의 적정 농도를 나타낸 융합세포의 배양액

을 선택하고, 24- 웰 플레이트로 옮겨 배양하였다. 추가로 96-웰 플레이트에 웰당 1개의 세포가 들어가도록 희

석하여(limiting dilution) 배양한 후 배양액을 회수하여, 96-웰 플레이트에 항원으로 사용한 c-KIT 단백질을

웰당 0.1 μg으로 코팅하였다. 그 후, 효소면역측정법을 실시하여 최종적으로 15개의 단클론 항체(1C6,  1H2,

1A6, AFA, 2B3, 2G4, 4G5, 4C4, 4C7, 4D7, 1E1, 2H6, 1G3, 1A3, 1D3)를 생산하는 융합세포를 선택하였다.

실시예 2. c-KIT 항체 선별[0083]

2-1. HUVEC을 이용한 튜브(Tube) 형성 분석[0084]

매트리겔(Matriegel)(Corning,  USA)  300  μl를  24-웰  플레이트에  분주한  후,  HUVEC(Human  Umbilical  Vein[0085]

Endothelial  Cells)을  SCF(50  ng/ml)  또는  SCF(50  ng/ml)  +  항-c-KIT  항체(1  μg/ml)를  매트리겔에

분주하였다. 이후, HUVEC의 튜브 형성을 관찰하고, 그 결과를 도 1에 나타내었다.

도 1에서, HUVEC을 이용한 튜브 형성 분석(in vitro angiogenesis) 결과에 따르면 SCF에 의해 유도되는 HUVEC[0086]

튜브 형성을 억제하는 효과는 15개의 항체 중 2G4가 가장 강력하다는 것이 확인되었다. 이는 2G4로 지칭되는 항

-c-KIT 항체가 혈관신생 관련 질환의 예방 또는 치료에 효과적으로 사용될 수 있다는 것을 시사한다.

2-2. 2G4 항체의 농도별 처리에 따른 혈관신생 억제 효능[0088]

매트리겔(Corning, USA) 300 μl를 24-웰 플레이트에 분주한 후 HUVEC을 SCF (50 ng/ml), SCF (50 ng/ml) +[0089]

2G4 항체 (0.1 μg/ml) 또는 SCF (50 ng/ml) + 2G4 항체 (1 μg/ml)를 매트리겔에 분주하였다. 이후, HUVEC의

튜브 형성을 관찰하고, 그 결과를 도 2에 나타내었다.

도 2에서, HUVEC을 이용한 튜브 형성 분석 결과에 따르면, 2G4 항체는 농도 의존적으로 HUVEC 튜브 형성을 억제[0090]

한다는 것이 확인되었다. 특히, 2G4 항체는 농도 0.1 μg/ml에서도 혈관신생 억제능이 우수하였다.

2-3. 마우스에 대한 교차반응 시험[0092]

2G4 항체의 마우스에 대한 교차반응력을 테스트하기 위하여, 마우스 유래 내피세포 MS-1을 이용하여 실시예 2-2[0093]

의 방법과 동일하게 수행하였다.

그 결과, 도 3에 나타낸 바와 같이 마우스 유래 내피세포 MS-1에서 2G4 항체가 마우스 내피세포의 혈관신생 억[0094]

제능이 유의적으로 나타난다는 것이 확인되었다.

실시예 3. 항-c-KIT 항체 IgG 가변영역의 염기 서열 분석[0096]

실시예  1  및  실시예  2로부터  수득한  융합세포  2G4  클론  5x10
5
 로부터  전체  RNA를  분리하였다.  Random[0097]

primer(bioneer, Korea)와 역전사효소를 이용하여 cDNA를 합성하였다.

PROGEN사의 human IgG library primer set를 이용하여 상기 cDNA로부터 카파경쇄 도메인을 증폭시켰다. 증폭시[0098]
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킨 핵산은 아가로즈 겔 전기영동으로 확인하였으며, 그 결과를 도 4에 나타내었다. 중쇄 도메인에 대해서도 마

찬가지로 PROGEN사의 human IgG library primer set를 이용하여 증폭시키고 그 결과를 도 5에 나타내었다.

도 4 및 도 5에 나타낸 바와 같이, 카파경쇄 도메인(414 bp)과 중쇄 도메인(483 bp) 사이에서 밴드가 발견되어[0099]

예상된 크기의 PCR 산물이 생성됨을 확인하였다.

이후, 상기 PCR 산물을 아가로즈 겔에 전개하여 밴드를 절단하고 아가로즈 겔을 60℃에서 녹인 후, 스핀 컬럼[0100]

(Qiagen사)을 이용하여 핵산을 정제하였다. 이와 같이 정제된 핵산을 TOPO-TA 벡터에 클로닝하여, 대장균 DH5α

에 형질전환(transformation)시켜 콜로니를 수득한 후, 콜로니를 배양하여 플라스미드를 추출하였다. 이후 다시

PCR을 수행하여 4개의 플라스미드를 수득한 후, 2G4 항체의 염기서열을 분석하였다.

도 6은 2G4 항체의 경쇄 가변영역의 아미노산 서열 및 염기 서열을 나타내며, 이는 각각 본 명세서에 첨부되는[0101]

서열목록에서 서열번호 7의 아미노산 서열 및 서열번호 15의 염기 서열에 상응한다. 또한, 도 6에서 경쇄 가변

영역의 CDR1, CDR2 및 CDR3은 빨간색으로 순서대로 표시되어 있으며, 이는 각각 본 명세서에 첨부되는 서열목록

에서 서열번호 1 내지 3의 아미노산 서열 및 서열번호 9 내지 11의 염기 서열에 상응한다. 

도 7은 2G4 항체의 중쇄 가변영역의 아미노산 서열 및 염기 서열을 나타내며, 이는 각각 본 명세서에 첨부되는[0102]

서열목록에서 서열번호 8의 아미노산 서열 및 서열번호 16의 염기 서열에 상응한다. 또한, 도 7에서 중쇄 가변

영역의 CDR1, CDR2 및 CDR3은 빨간색으로 순서대로 표시되어 있으며, 이는 각각 본 명세서에 첨부되는 서열목록

에서 서열번호 4 내지 6의 아미노산 서열 및 서열번호 12 내지 14의 염기 서열에 상응한다.

실시예 4. 항-c-KIT 항체의 제조[0104]

4-1. 완전 인간화 항체 클로닝[0105]

실시예 3에서 수득한 2G4 항체의 가변영역을 인간 Fc 아미노산 서열에 그래프팅하고, pCHO 벡터(lifetechnology[0106]

사) 내에 클로닝하였다. 

경쇄 가변영역은 인간 카파 불변영역에 대한 프레임 내에 융합시키고, 중쇄 가변영역은 인간 IgG1 불변영역에[0107]

대한 프레임 내에 융합시켰다. 전장 IgG1 항체의 배지내 분비를 위한 리더 펩타이드 서열을 두 유전자에 첨가하

여 유전자를 합성한 후, 서열분석을 통해 다시 한번 검증하였다. CHO 세포 내 발현 시험을 위해 3개의 클론을

선택하였다. 3개의 클론에 대한 글리세롤 스톡을 제조하고, 엔도톡신이 없는 플라스미드를 CHO 세포 내 발현시

험을 위해 제조하였다.

4-2. 항체의 분리 정제[0109]

상기에서  수득한  플라스미드  DNA를  CHO-S  세포  내에  형질감염시켰다.  형질감염  1주일  전  CHO-S  세포[0110]

(Invitrogen, 10743-029)를 DMEM 보충 혈청 내 단층 배양물 내로 옮겼다. 그리고 형질감염 1일 전 세포를 분주

한 후, 형질감염 시료에 대해 핵산-리포펙타민 복합체를 준비하여 밤새 인큐베이터에서 5% CO2, 37 ℃에서 세포

를 인큐베이션하였다. 배지를 2-3일에 한번씩 첨가하면서 일주일 동안 배양하였다. 그 후, 배양액을 회수하여

Protein A/G agarose(invitrogen사)에 결합시키고, PBS로 세척하였다. 이어서, 0.1 M 글리신(pH 2.8)으로 용출

한 후, 1 M Tris-HCl(pH 8.0)로 중화시켰다. PBS로 투석(dialysis)한 후 -70 ℃에서 보관하였다. 

이에 따라 분리 정제된 2G4 항체를 6% SDS-PAGE에 Non-reducing 및 Reducing 조건으로 running하여 항체의 순[0111]

도 및 크기를 확인하였다. 그 결과는 도 8에 나타내었다. 도 8에 나타낸 바와 같이, SDS-PAGE 결과 50 kDa의 중

쇄와 25 kDa의 경쇄 밴드가 관찰되었으며, 이를 통해 항체가 정확하게 생산되었음을 확인하였다.

실시예 5. 2G4 항체의 친화도[0113]

2G4  항체의  c-KIT  결합능을  확인하기  위하여  SPR(Surface  Plasmon  Resonance)을  수행하였다.[0114]

SR7500DC(Reichert, USA)를 이용하여, 항체 제작을 위해 사용된 인간 c-KIT(elabscience, PKSH030939) 20 μg,

마우스 c-KIT(SB,  Lot#LC05DE2304)  20  μg,  래트 c-KIT(SB,  Lot#LC06SE1787)  20  μg을 PEG(Reichert,  USA)

chip에 고정시켰다. 그 후, 2G4 항체를 농도별로 흘려준 후 c-KIT에 대한 친화도인 KD 값을 Scrubber2 프로그램
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을 이용하여 분석하였다. KD 값은 kd를 ka로 나눈 값으로, 수치가 낮을수록 해당 타겟에 대한 결합능이 크다는

것을 의미한다.

그 결과는 도 9에 나타내었다. 2G4 항체는 인간 c-KIT에 대한 KD 값이 약 2.8237(±0.9) X 10
-12

 M으로서 강한[0115]

친화도를 나타내었다. 인간에 대한 친화력이 가장 높고, 그 다음으로 마우스, 래트 순으로 나타났다.

실시예 6. 도메인 맵핑[0117]

인간 c-KIT 유전자(NM_000222)의 결실 변이체(Q26-P520, D113-P520 △domain I, A207-P520 △domain I - II,[0118]

K310-P520 △domain I-III)를 c-말단에 FLAG을 태깅하여 HEK293에 형질감염시켰다. 그 후, 배양액으로 분비시

킨 후 FLAG 항체 비드(Sigma-Aldrich)를 이용하여 정제하였다. 이어서, ELISA를 실시하였다.

도 10에 나타낸 바와 같이, 2G4 항체는 도메인 II가 결실되었을 때 c-KIT을 인식하지 못하였으며, 이로부터 2G4[0119]

항체의 c-KIT에 대한 구체적인 결합 부위는 도메인 II라는 점이 입증되었다.

비교예 1. 마우스 모델을 이용한 in vivo 효능 비교[0121]

증식당뇨망막증 및 미숙망막증 질환의 동물모델로서 널리 이용되는 Mouse  oxygen-induced  retinopathy  (OIR)[0122]

모델을 사용하였다. C57BL/6 마우스를 생후 7일부터 5일 동안 75%의 고산소 환경에 노출시키면 비정상적 혈관이

형성된다. 

구체적으로, C57BL/6 마우스를 생후 0일부터 7일까지는 21%의 산소 환경에 노출시키고, 생후 7일부터 12일까지[0123]

는 75%의 고산소 환경에 노출시켰다. 생후 12일째에 2G4 항체(2 μg/eye)와 Eylea(2 μg/eye)를 각각 우측 안구

의 유리체내 주사하였으며, 좌측 안구는 PBS를 주사하여 대조군으로 비교하였다. 그리고, 생후 12일부터 17일까

지 다시 21%의 산소 환경에 노출시켰으며, 생후 17일째에 희생시켰다.

그 결과, 도 11에 나타낸 바와 같이 2G4 항체와 Eylea(2 μg/eye)를 주사한 우측 안구에서 비정상적 혈관 형성[0124]

억제가 관찰되었으며, 그 정도는 동등한 수준으로 확인되었다.

비교예 2. 래트 모델을 이용한 in vivo 효능 비교[0126]

brown Norway rat를 이용하여 황반변성 모델을 구축하였다. [0127]

구체적으로, 레이저를 이용하여 래트의 안구에 CNV(choroidal neovascularization: 맥락막혈관신생)를 유발시켰[0128]

다. 이와 동시에 2G4 항체(6.28 μg/eye)와 Eylea(10 μg/eye)를 각각 4 μl/eye의 투여량으로 안구의 유리체

내 주사하였다. IgG 항체(10 μg/eye)를 4 μl/eye의 투여량으로 주사한 그룹을 대조군으로 사용하였다. 

14일 후 BS-1 렉틴을 이용하여 분석한 결과를 도 12에 나타내었다. 황반변성에 의한 비정상적 혈관형성이 Eylea[0129]

군과 2G4 항체 군에서 모두 유의적으로 억제되었다. 특히, 2G4 항체는 Eylea에 비해 투여 농도가 더 적음에도

불구하고  동등한  수준의  효능을  보였다는  것은  2G4  항체가  Eylea에  비해  유효성이  더  우수하다는  것을

나타낸다.

실시예 7. 2G4 항체에 의한 SCF/c-KIT 시그널링 억제능[0131]

SCF/c-KIT 시그널링은 기본적으로 AKT의 인산화를 유도하는 것으로 알려져 있다. 도 13에서 확인할 수 있듯이,[0132]

HUVEC에 SCF를 처리하였을 때 AKT의 인산화가 증가한다는 것이 확인되었다. 반면, 2G4 항체에 의하여 AKT 인산

화가 감소하는 것이 확인되었다. 

뿐만 아니라, 백혈병 세포주 TF-1에서도 SCF에 의한 AKT 인산화가 2G4 항체에 의해 억제되는 것을 도 14에서 확[0133]

인할 수 있다. 더욱이, SCF에 의한 c-KIT의 인산화, 및 ERK1/2의 인산화도 또한 억제되는 것을 도 14에서 확인

할 수 있다.

β-카테닌(catenin)은 AKT 다운스트림 시그널로서 세포 증식에 중요한 인자로 알려져 있다. 2G4 항체는 SCF에[0134]

공개특허 10-2020-0040407

- 13 -



의한 β-카테닌의 증가를 농도의존적으로 억제하는 것을 도 14에서 확인할 수 있으며, 이는 2G4 항체가 백혈병

세포주 TF-1의 증식을 유의적으로 저해한다는 것을 의미한다. 백혈병은 c-KIT 돌연변이가 많아 항암제 저항성

또는 내성을 보이는 경우가 다수 발견되지만, 본 발명에 따른 항체는 백혈병에 대해서도 예방 또는 치료 효과를

나타낼 수 있으므로 종래 항암제의 한계점을 극복할 수 있다.

실시예 8. 2G4 항체에 의한 HUVEC과 TF-1 세포 증식 억제능[0136]

TF-1과 HUVEC에 대해 2G4  항체를 농도별(0,  0.1,  1,  5,  10  μg/ml)로 30분 동안 전처리하였다. 그 후,  50[0137]

ng/ml의 SCF를 처리하고, 36시간 후에 세포수를 측정하여 세포 증식률을 비교하였다.

도 15에 나타낸 바와 같이, SCF를 처리한 군은 음성 대조군에 대비하여 TF-1 세포수가 약 26% 증가하였으며,[0138]

HUVEC 세포수가 약 70% 증가하였다. 반면, 2G4 항체를 처리한 군에서는 SCF에 의한 세포 증식이 TF-1과 HUVEC에

서 모두 농도 의존적으로 억제되었다. 이는 2G4 항체가 HUVEC과 TF-1 세포 증식 억제능이 매우 우수하다는 점을

의미한다.
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<210>    1

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR1 of 2G4 light chain

<400>    1

Gln Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Tyr Asn Tyr

  1               5                  10    

<210>    2

<211>    3

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR2 of 2G4 light chain

<400>    2

Leu Gly Ser

  1        

<210>    3

<211>    8

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR3 of 2G4 light chain

<400>    3

Met Gln Ala Leu Gln Thr Ile Thr

  1               5            

<210>    4

<211>    8

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR1 of 2G4 heavy chain

<400>    4

Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr Gly

  1               5            

<210>    5

<211>    8

<212>    PRT

공개특허 10-2020-0040407

- 22 -



<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR2 of 2G4 heavy chain

<400>    5

Ile Trp Tyr Asp Gly Thr Asn Lys

  1               5            

<210>    6

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR3 of 2G4 heavy chain

<400>    6

Ala Arg Glu Asp Trp Ala Glu Ala Phe Asp Met

  1               5                  10    

<210>    7

<211>    111

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    variable domain of 2G4 light chain

<400>    7

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

  1               5                  10                  15 

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

             20                  25                  30 

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

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

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

                 85                  90                  95 

Leu Gln Thr Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
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            100                 105                 110 

<210>    8

<211>    118

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    variable domain of 2G4 heavy chain

<400>    8

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

  1               5                  10                  15 

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Arg Tyr

             20                  25                  30 

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

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

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

                 85                  90                  95 

Ala Arg Glu Asp Trp Ala Glu Ala Phe Asp Met Trp Gly Gln Gly Thr

            100                 105                 110 

Thr Val Thr Val Ser Ser

        115            

<210>    9

<211>    33

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR1 of 2G4 light chain

<400>    9

cagagcctcc tgcatagtaa tggatacaac tat                                      33

<210>    10

<211>    9

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR2 of 2G4 light chain

<400>    10

ttgggttct                                                                  9

<210>    11

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR3 of 2G4 light chain

<400>    11

atgcaagctc tacaaactat cacc                                                24

<210>    12

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR1 of 2G4 heavy chain

<400>    12

ggattcacct tcagtcgcta tggc                                                24

<210>    13

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR2 of 2G4 heavy chain

<400>    13

atatggtatg atggaactaa taaa                                                24

<210>    14

<211>    33

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR3 of 2G4 heavy chain

<400>    14

gcgagagaag attgggctga ggcttttgat atg                                      33

<210>    15
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<211>    333

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    variable domain of 2G4 light chain

<400>    15

gatattgtga tgactcagtc tccactctcc ctgcccgtca cccctggaga gccggcctcc         60

atctcctgca ggtctagtca gagcctcctg catagtaatg gatacaacta tttggattgg        120

tacctgcaga agccagggca gtctccacag ctcctgatct atttgggttc taatcgggcc        180

tccggggtcc ctgacaggtt cagtggcagt ggatcaggca cagattttac actgaaaatc        240

agcagagtgg aggctgagga tgttggggtt tattactgca tgcaagctct acaaactatc        300

accttcggcc aagggacacg actggagatt aaa                                     333

<210>    16

<211>    354

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    variable domain of 2G4 heavy chain

<400>    16

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc         60

tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt cgctatggca tgcactgggt ccgccaggct        120

ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atatggtatg atggaactaa taaagactat        180

acagactccg tgaggggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat        240

cttcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgtgt attactgtgc gagagaagat        300

tgggctgagg cttttgatat gtggggccaa gggacaacgg tcaccgtctc ttca              354

<210>    17

<211>    33

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR1 of 2G4 light chain_optimized codon for CHO

<400>    17

cagtccctgc tgcactccaa cggctacaac tac                                      33

<210>    18

<211>    9
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR2 of 2G4 light chain_optimized codon for CHO

<400>    18

ctgggctcc                                                                  9

<210>    19

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><

223>    CDR3 of 2G4 light chain_optimized codon for CHO

<400>    19

atgcaggccc tgcagaccat cacc                                                24

<210>    20

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR1 of 2G4 heavy chain_optimized codon for CHO

<400>    20

ggcttcacct tctccagata cgga                                                24

<210>    21

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR2 of 2G4 heavy chain_optimized codon for CHO

<400>    21

atttggtacg acggcaccaa caag                                                24

<210>    22

<211>    33

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR3 of 2G4 heavy chain_optimized codon for CHO

<400>    22

gccagagagg attgggccga agccttcgat atg                                      33
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<210>    23

<211>    333

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    variable domain of 2G4 light chain_optimized codon for CHO

<400>    23

gacatcgtga tgacccagtc tccactgagc ctgcctgtga cacctggcga gcctgcttcc         60

atctcctgca gatcctctca gtccctgctg cactccaacg gctacaacta cctggactgg        120

tatctgcaga agcccggcca gtctcctcag ctgctgatct acctgggctc caacagagct        180

tctggcgtgc ccgatagatt ctccggctct ggctctggca ccgacttcac cctgaagatc        240

tccagagtgg aagccgagga cgtgggcgtg tactactgta tgcaggccct gcagaccatc        300

accttcggcc agggaaccag actggaaatc aag                                     333

<210>    24

<211>    354

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    variable domain of 2G4 heavy chain_optimized codon for CHO

<400>    24

caggtgcagc tggtggaatc tggtggcgga gttgtgcagc ctggcagatc cctgagactg         60

tcttgtgccg cctccggctt caccttctcc agatacggaa tgcactgggt ccgacaggcc        120

cctggcaaag gattggaatg ggtcgccgtg atttggtacg acggcaccaa caaggactac        180

accgactctg tgcggggcag attcaccatc tctcgggaca actccaagaa caccctgtac        240

ctgcagatga actccctgag agccgaggac accgccgtgt actactgtgc cagagaggat        300

tgggccgaag ccttcgatat gtggggccag ggcacaaccg tgaccgtgtc ctct              354

<210>    25

<211>    238

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    2G4 light chain

<400>    25

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro

  1               5                  10                  15 
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Gly Ser Thr Gly Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro

             20                  25                  30 

Val Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser

         35                  40                  45 

Leu Leu His Ser Asn Gly Tyr Asn Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lys

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

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

                 85                  90                  95 

Thr Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr

            100                 105                 110 

Cys Met Gln Ala Leu Gln Thr Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu

        115                 120                 125 

Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro

    130                 135                 140 

Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu

145                 150                 155                 160 

Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn

                165                 170                 175 

Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser

            180                 185                 190 

Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala

        195                 200                 205 

Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly

    210                 215                 220 

Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

225                 230                 235            

<210>    26

<211>    468

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    2G4 heavy chain

<400>    26

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro

  1               5                  10                  15 

Gly Ser Thr Gly Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val

             20                  25                  30 

Gln Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr

         35                  40                  45 

Phe Ser Arg Tyr Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly

     50                  55                  60 

Leu Glu Trp Val Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Thr Asn Lys Asp Tyr

 65                  70                  75                  80 

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

                 85                  90                  95 

Asn Thr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala

            100                 105                 110 

Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Glu Asp Trp Ala Glu Ala Phe Asp Met Trp

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

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

145                 150                 155                 160 

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr

                165                 170                 175 

Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro

            180                 185                 190 

Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr

        195                 200                 205 

Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn

    210                 215                 220 

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser
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225                 230                 235                 240 

Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu

                245                 250                 255 

Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu

            260                 265                 270 

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser

        275                 280                 285 

His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu

    290                 295                 300 

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr

305                 310                 315                 320 

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn

                325                 330                 335 

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro

            340                 345                 350 

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln

        355                 360                 365 

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val

    370                 375                 380 

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val

385                 390                 395                 400 

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro

                405                 410                 415 

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr

            420                 425                 430 

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val

        435                 440                 445 

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu

    450                 455                 460 

Ser Pro Gly Lys

465            

<210>    27
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<211>    717

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    2G4 light chain

<400>    27

atggaaacag acacactcct cctctgggtc ctcctcctct gggtcccagg cagcacagga         60

gatattgtga tgactcagtc tccactctcc ctgcccgtca cccctggaga gccggcctcc        120

atctcctgca ggtctagtca gagcctcctg catagtaatg gatacaacta tttggattgg        180

tacctgcaga agccagggca gtctccacag ctcctgatct atttgggttc taatcgggcc        240

tccggggtcc ctgacaggtt cagtggcagt ggatcaggca cagattttac actgaaaatc        300

agcagagtgg aggctgagga tgttggggtt tattactgca tgcaagctct acaaactatc        360

accttcggcc aagggacacg actggagatt aaacgtacgg tggctgcacc atctgtcttc        420

atcttcccgc catctgatga gcagttgaaa tctggaactg cctctgttgt gtgcctgctg        480

aataacttct atcccagaga ggccaaagta cagtggaagg tggataacgc cctccaatcg        540

ggtaactccc aggagagtgt cacagagcag gacagcaagg acagcaccta cagcctcagc        600

agcaccctga cgctgagcaa agcagactac gagaaacaca aagtctacgc ctgcgaagtc        660

acccatcagg gcctgagctc gcccgtcaca aagagcttca acaggggaga gtgttga           717

<210>    28

<211>    1407

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    2G4 heavy chain

<400>    28

atggaaacag acacactcct cctctgggtc ctcctcctct gggtcccagg cagcacagga         60

caggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc gtggtccagc ctgggaggtc cctgagactc        120

tcctgtgcag cgtctggatt caccttcagt cgctatggca tgcactgggt ccgccaggct        180

ccaggcaagg ggctggagtg ggtggcagtt atatggtatg atggaactaa taaagactat        240

acagactccg tgaggggccg attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat        300

cttcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctgtgt attactgtgc gagagaagat        360

tgggctgagg cttttgatat gtggggccaa gggacaacgg tcaccgtctc ttcagcctcc        420

accaagggcc catcggtctt ccccctggca ccctcctcca agagcacctc tgggggcaca        480

gcggccctgg gctgcctggt caaggactac ttccccgaac cggtgacggt gtcgtggaac        540
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tcaggcgccc tgaccagcgg cgtgcacacc ttcccggctg tcctacagtc ctcaggactc        600

tactccctca gcagcgtggt gaccgtgccc tccagcagct tgggcaccca gacctacatc        660

tgcaacgtga atcacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agaaagttga gcccaaatct        720

tgtgacaaaa ctcacacatg cccaccgtgc ccagcacctg aactcctggg gggaccgtca        780

gtcttcctct tccccccaaa acccaaggac accctcatga tctcccggac ccctgaggtc        840

acatgcgtgg tggtggacgt gagccacgaa gaccctgagg tcaagttcaa ctggtacgtg        900

gacggcgtgg aggtgcataa tgccaagaca aagccgcggg aggagcagta caacagcacg        960

taccgtgtgg tcagcgtcct caccgtcctg caccaggact ggctgaatgg caaggagtac       1020

aagtgcaagg tcagcaacaa agccctccca gcccccatcg agaaaaccat ctccaaagcc       1080

aaagggcagc cccgagaacc acaggtgtac accctgcccc catcccggga tgagctgacc       1140

aagaaccagg tcagcctgac ctgcctggtc aaaggcttct atcccagcga catcgccgtg       1200

gagtgggaga gcaatgggca gccggagaac aactacaaga ccacgcctcc cgtgctggac       1260

tccgacggct ccttcttcct ctacagcaag ctcaccgtgg acaagagcag gtggcagcag       1320

gggaacgtct tctcatgctc cgtgatgcat gaggctctgc acaaccacta cacgcagaag       1380

agcctctccc tgtctccggg taaatga                                           1407

<210>    29

<211>    717

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    2G4 light chain_optimized codon for CHO

<400>    29

atggaaaccg acacactgct gctgtgggtg ctgctcttgt gggtgccagg atctaccggc         60

gacatcgtga tgacccagtc tccactgagc ctgcctgtga cacctggcga gcctgcttcc        120

atctcctgca gatcctctca gtccctgctg cactccaacg gctacaacta cctggactgg        180

tatctgcaga agcccggcca gtctcctcag ctgctgatct acctgggctc caacagagct        240

tctggcgtgc ccgatagatt ctccggctct ggctctggca ccgacttcac cctgaagatc        300

tccagagtgg aagccgagga cgtgggcgtg tactactgta tgcaggccct gcagaccatc        360

accttcggcc agggaaccag actggaaatc aagcggacag tggccgctcc ttccgtgttc        420

atcttcccac cttccgacga gcagctgaag tccggcacag cttctgtcgt gtgcctgctg        480

aacaacttct accctcggga agccaaggtg cagtggaagg tggacaatgc cctgcagtcc        540

ggcaactccc aagagtctgt gaccgagcag gactccaagg acagcaccta cagcctgtcc        600

공개특허 10-2020-0040407

- 33 -



tccacactga ccctgtccaa ggccgactac gagaagcaca aggtgtacgc ctgcgaagtg        660

acccatcagg gcctgtctag ccctgtgacc aagtctttca accggggcga gtgctga           717

<210>    30

<211>    1407

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    2G4 heavy chain_optimized codon for CHO

<400>    30

atggaaaccg acacactgct gctgtgggtg ctgctcttgt gggtgccagg atctacagga         60

caggtgcagc tggtggaatc tggtggcgga gttgtgcagc ctggcagatc cctgagactg        120

tcttgtgccg cctccggctt caccttctcc agatacggaa tgcactgggt ccgacaggcc        180

cctggcaaag gattggaatg ggtcgccgtg atttggtacg acggcaccaa caaggactac        240

accgactctg tgcggggcag attcaccatc tctcgggaca actccaagaa caccctgtac        300

ctgcagatga actccctgag agccgaggac accgccgtgt actactgtgc cagagaggat        360

tgggccgaag ccttcgatat gtggggccag ggcacaaccg tgaccgtgtc ctctgcttct        420

accaagggac ccagcgtgtt ccctctggct ccttccagca agtctacctc tggcggaaca        480

gctgctctgg gctgcctggt caaggattac ttccctgagc ctgtgacagt gtcctggaac        540

tctggcgctc tgacatccgg cgtgcacacc tttccagctg tgctgcaatc ctccggcctg        600

tactctctgt cctccgtcgt gacagtgcct tccagctctc tgggaaccca gacctacatc        660

tgcaatgtga accacaagcc ttccaacacc aaggtggaca agaaggtgga acccaagtcc        720

tgcgacaaga cccacacctg tccaccatgt cctgctccag aactgctcgg cggaccttcc        780

gtgttcctgt ttcctccaaa gcctaaggac accctgatga tctctcggac ccctgaagtg        840

acctgcgtgg tggtggatgt gtctcacgag gatcccgaag tgaagttcaa ttggtacgtg        900

gacggcgtgg aagtgcacaa cgccaagacc aagcctagag aggaacagta caactccacc        960

tacagagtgg tgtccgtgct gaccgtgctg caccaggatt ggctgaacgg caaagagtac       1020

aagtgcaagg tgtccaacaa ggccctgcct gctcctatcg aaaagaccat ctccaaggcc       1080

aagggccagc ctagggaacc ccaggtttac accttgcctc catctcggga cgagctgacc       1140

aagaaccagg tgtccctgac ctgtctcgtg aagggcttct acccctccga tatcgccgtg       1200

gaatgggagt ctaatggcca gcctgagaac aactacaaga caacccctcc tgtgctggac       1260

tccgacggct cattcttcct gtactccaag ctgacagtgg acaagtccag atggcagcag       1320

ggcaacgtgt tctcctgctc cgtgatgcac gaggccctgc acaatcacta cacccagaag       1380
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tccctgtctc tgagccccgg caaatga                                           1407
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