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(54) 발명의 명칭 효모접합을 이용한 항체 CH3 도메인 이종이중체 돌연변이쌍 제조 방법 및 이에 의하여 제조된
CH3 돌연변이체 쌍

(57) 요 약

본 발명은 인간 항체의 이종이중체 중쇄불변부위 형성 수율 증진을 위해 인간 항체 중쇄불변부위 돌연변이 쌍 조

합 라이브러리로부터 이종이중체 고효율 형성을 유도하는 돌연변이체를 평가 및 선별하는 방법 및 이에 의한 이

종이중체 중쇄불변부위 (heterodimeric F) 라이브러리에 관한 것이다. 

(뒷면에 계속)
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또한, 본 발명은 상기 라이브러리에서 이종이중체 중쇄불변부위의 형성이 선호되는 CH3 도메인 돌연변이 쌍, 상

기 CH3 돌연변이 쌍을 포함하는 이종이중체 중쇄불변부위 쌍, 이중 특이성 항체, 및 융합 단백질 및 이들의 용도

에 관한 것이다. 

본 발명에 따른 CH3 도메인 돌연변이체 쌍은 이종이중체 중쇄불변부위를 80~90 % 이상의 고수율로 형성할 뿐 아

니라, 열안정성이 뛰어나고, 중쇄불변부위 수용체 (FcRn)에 대한 결합능이 유지되어 있다. 본 발명의 CH3 도메인

돌연변이체 쌍 및 이를 포함하는 이중특이적 항체, 또는 항체불변부위 융합 단백질은 타겟 항원 또는 타겟 단백

질 관련 질병의 치료 또는 예방에 유용하게 적용할 수 있다. 
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(1) 아미노산 변이를 포함하는 제1 CH3 도메인을 포함하는 효모 세포 표면 발현 벡터 및 아미노산 변이를 포함

하는 제2 CH3 도메인을 포함하는 효모 세포 외 분비 벡터를 준비하는 단계;

(2) 상기 단계 (1)의 벡터를 접합타입이 다른 효모에 각각 형질감염시키는 단계;

(3)  상기  단계 (2)의  효모접합 타입이 다른 두  효모를 효모접합하여 효모 표면에 이종이중체 중쇄불변부위

(heterodimeric Fc)를 형성시키는 단계; 및

(4) 상기 단계 (3)의 접합된 효모 표면에 형성된 이종이중체 중쇄불변부위에서 효모 세포 외 분비 벡터에 포함

된 제2 CH3 도메인을 탐지하는 단계를 포함하는,

항체 CH3 도메인의 이종이중체 형성 평가 방법.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 항체 CH3 도메인의 이종이중체는 하기의 변이를 포함하는 것인, 방법. 

(A1) 제1 CH3 도메인의 K370 위치에서의 아미노산의 치환; 및 

    제2 CH3 도메인의 E357 및/또는 S364 위치에서의 아미노산의 치환; 또는

(B1) 제1 CH3 도메인의 D399 위치에서의 아미노산의 치환; 및 

    제2 CH3 도메인의 K392 및/또는 K409 위치에서의 아미노산의 치환.

(단, 상기 위치는 EU index에 따름)

청구항 3 

제1 CH3 도메인을 포함하는 효모 세포 표면 발현 벡터 및 제2 CH3 도메인을 포함하는 효모 세포 외 분비 벡터를

접합타입이 다른 효모에 각각 형질감염시키고, 두 효모를 접합하여 접합된 효모세포 표면에 생성되는 하기의 변

이를 포함하는 항체 CH3 도메인의 이종이중체 라이브러리:

(A1) 제1 CH3 도메인의 K370 위치에서의 글루탐산 (E), 메티오닌 (M) 또는 아스파르트산 (D)으로의 치환; 및 

    제2 CH3 도메인의 E357 위치에서의 아스파라진 (N), 이소류신 (I) 또는 메티오닌 (M)으로의 치환 및/또는

S364 위치에서의 트레오닌 (T) 또는 트립토판 (W)으로의 치환; 또는

(B1) 제1 CH3 도메인의 D399 위치에서의 글루탐산 (E) 또는 류신 (L)으로 의 치환; 및 

     제2 CH3 도메인의 K392 위치에서의 글루탐산 (E), 세린 (S) 또는 글리신 (G)으로의 치환 및/또는 K409 위

치에서의 류신 (L) 또는 메티오닌 (M)으로의 치환.

(단, 상기 위치는 EU index에 따름)

청구항 4 

하기의 단계를 포함하는 이종이중체 중쇄불변부위의 형성이 선호되는 CH3 도메인 변이체 (heterodimeric CH3)

쌍의 선별 및 제조 방법:

(1') 제1 CH3 도메인의 K370 위치에서 글루탐산 (E), 메티오닌 (M) 또는 아스파르트산 (D)으로 치환하고, 제2

CH3 도메인의 E357 위치에서 아스파라진 (N), 이소류신 (I) 또는 메티오닌 (M)으로 치환 및/또는 S364 위치에서

트레오닌 (T) 또는 트립토판 (W)으로 치환하는 단계; 또는

(1'') 제1 CH3 도메인의 D399 위치에서 글루탐산 (E) 또는 류신 (L)으로 치환하고, 제2 CH3 도메인의 K392 위치

에서 글루탐산 (E), 세린 (S) 또는 글리신 (G)으로 치환 및/또는 K409 위치에서 류신 (L) 또는 메티오닌 (M)으

등록특허 10-1851380

- 3 -



로 치환하는 단계; 및

(2) 상기 제1 CH3 도메인 돌연변이 라이브러리를 포함하는 효모 세포 표면 발현 벡터 및 제2 CH3 도메인 돌연변

이 라이브러리를 포함하는 효모 세포 외 분비 벡터를 접합타입이 다른 효모에 각각 형질전환한 후에, 두 효모의

접합을 통해 효모세포 표면에 이종이중체 중쇄불변부위 라이브러리를 발현하는 단계 후에, 제2 CH3 도메인을 탐

지하여 이종이중체 중쇄불변부위의 형성이 선호되는 CH3 도메인 변이체 (heterodimeric CH3) 쌍을 선별하는 제

조 방법.

청구항 5 

하기의 변이를 포함하는 항체 CH3 도메인의 이종이중체:

(A1-1) 제1 CH3 도메인의 K370은 글루탐산 (E)으로, 제2 CH3 도메인의 E357은 아스파라진 (N)으로 치환;

(A1-2) 제1 CH3 도메인의 K370은 글루탐산 (E)으로, 제2 CH3 도메인의 E357은 이소류신 (I)으로, S364는 트레

오닌 (T)으로 치환;

(A1-3) 제1 CH3 도메인의 K370은 메티오닌 (M)으로, 제2 CH3 도메인의 E357은 메티오닌 (M)으로, S364는 트립

토판 (W)으로 치환; 또는

(A1-4) 제1 CH3 도메인의 K370은 아스파르트산 (D)으로, 제2 CH3 도메인의 E357은 메티오닌 (M)으로 치환; 

또는

(B1-1) 제1 CH3 도메인의 D399는 글루탐산 (E)으로, 제2 CH3 도메인의 K392는 글루탐산 (E)으로 치환; 

(B1-2) 제1 CH3 도메인의 D399는 류신 (L)으로, 제2 CH3 도메인의 K392는 세린 (S)으로, K409는 류신 (L)으로

치환; 또는

(B1-3)  제1 CH3  도메인의 D399는 류신 (L)으로, 제2 CH3  도메인의 K392는 글리신 (G)으로, K409는 메티오닌

(M)으로 치환. 

(단, 상기 위치는 EU index에 따름)

청구항 6 

삭제

청구항 7 

삭제

청구항 8 

삭제

청구항 9 

삭제

청구항 10 

청구항 5에 있어서, (A1-1) 내지 (A1-4)의 이종이중체는 하기의 변이를 추가로 포함하는 것인, 항체 CH3 도메인

의 이종이중체:

제1 CH3 도메인의 K409의 트립토판 (W)으로 치환; 및

제2 CH3 도메인의 D399의 발린(V)으로, F405의 트레오닌 (T)으로 치환.

청구항 11 

청구항 5에 있어서, (A1-1)의 이종이중체는 하기의 변이를 추가로 포함하는 것인, 항체 CH3 도메인의 이종이중

체:
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(A2) 제1 CH3 도메인의 E357 및 S364 위치에서의 아미노산의 치환.

(단, 상기 위치는 EU index에 따름)

청구항 12 

청구항 11에 있어서, A2 변이에서 

제1 CH3 도메인의 E357은 아스파르트산 (D), 알라닌 (A), 글리신 (G), 또는 아스파라진 (N)으로 치환; 및/또는

제1 CH3 도메인의 S364은 트립토판 (W) 또는 타이로신 (Y)으로 치환되는 것인, 항체 CH3 도메인의 이종이중체. 

(단, 상기 위치는 EU index에 따름)

청구항 13 

청구항  12에  있어서,  하기로  이루어진  군으로부터  선택된  변이를  포함하는  것인,  항체  CH3  도메인의

이종이중체: 

(A2-1) 제1 CH3 도메인의 E357은 아스파르트산 (D)으로, 제1 CH3 도메인의 S364는 트립토판 (W)으로 치환;

(A2-2) 제1 CH3 도메인의 E357은 알라닌 (A)으로, 제1 CH3 도메인의 S364는 타이로신 (Y)으로, 치환;

(A2-3) 제1 CH3 도메인의 E357은 글리신 (G)으로, 제1 CH3 도메인의 S364는 트립토판 (W)으로 치환; 및 

(A2-4) 제1 CH3 도메인의 E357은 아스파라진 (N)으로, 제1 CH3 도메인의 S364는 트립토판 (W)으로 치환.

(단, 상기 위치는 EU index에 따름)

청구항 14 

청구항 5에 있어서, (B1-3)의 이종이중체는 하기의 변이를 추가로 포함하는 것인, 항체 CH3 도메인의 이종이중

체:

제1 CH3 도메인의 K392 및/또는 K409 위치에서의 아미노산의 치환; 및 

제2 CH3 도메인의 D399 위치에서의 아미노산의 치환. 

(단, 상기 위치는 EU index에 따름)

청구항 15 

청구항 14에 있어서, 상기 (B1-3)의 이종이중체에서, 

제1 CH3 도메인의 K392는 이소류신 (I), 아르기닌 (R), 시스테인 (C), 류신 (L), 세린 (S), 또는 아스파라진

(N)으로 치환; 및/또는 

제1 CH3 도메인의 K409는 아르기닌 (R)으로 치환; 및 

제2 CH3 도메인의 D399는 글리신 (G), 트립토판 (W), 시스테인 (C), 세린 (S), 또는 발린 (V)으로 치환되는 것

인, 항체 CH3 도메인의 이종이중체. 

(단, 상기 위치는 EU index에 따름)

청구항 16 

청구항  14에  있어서,  하기로  이루어진  군으로부터  선택된  변이를  포함하는  것인,  항체  CH3  도메인의

이종이중체: 

(B2-1) 제1 CH3 도메인의 K392는 이소류신 (I)으로, 제2 CH3 도메인의 D399는 글리신 (G)으로 치환; 

(B2-2) 제1 CH3 도메인의 K392는 아르기닌 (R)으로, K409는 아르기닌 (R)으로, 제2 CH3 도메인의 D399는 트립

토판 (W)으로 치환; 

(B2-3) 제1 CH3 도메인의 K392는 시스테인 (C)으로, 제2 CH3 도메인의 D399는 시스테인 (C)으로 치환;
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(B2-4) 제1 CH3 도메인의 K392는 류신 (L)으로, 제2 CH3 도메인의 D399는 세린 (S)으로 치환;

(B2-5) 제1 CH3 도메인의 K392는 세린 (S)으로, 제2 CH3 도메인의 D399는 글리신 (G)으로 치환; 및 

(B2-6) 제1 CH3 도메인의 K392는 아스파라진 (N)으로, 제2 CH3 도메인의 D399는 발린 (V)으로 치환. 

(단, 상기 위치는 EU index에 따름)

청구항 17 

청구항 5에 있어서, 상기 항체 CH3 도메인의 이종이중체는 IgG, IgM, IgA, IgD 및 IgE로 이루어진 군으로부터

선택된 면역글로불린의 Fc 부분에 포함되는 것을 특징으로 하는, 항체 CH3 도메인의 이종이중체.

청구항 18 

청구항 17에 있어서, 상기 IgG는 인간 IgG인 것을 특징으로 하는, 항체 CH3 도메인의 이종이중체.

청구항 19 

청구항 18에 있어서, 상기 인간 IgG는 IgG1, IgG2, IgG3 및 IgG4로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으

로 하는, 항체 CH3 도메인의 이종이중체.

청구항 20 

청구항 5의 CH3 도메인의 이종이중체를 포함하는 이종이중체 중쇄불변부위 (heterodimeric Fc) 쌍.

청구항 21 

청구항 5의 CH3 도메인의 이종이중체를 포함하는, 이중 특이성 항체.

청구항 22 

청구항 21에 있어서, 상기 항체는 scFv-Fc, scIgG(scFab-Fc), (Fv)2-Fc, 및 mAb-Fv으로 이루어진 군으로부터

선택된 것인, 이중특이성 항체.

청구항 23 

청구항 22에 있어서, 상기 scFv-Fc는 이종이중체 중쇄불변부위 쌍의 N-말단 또는 C-말단에 항원 특이성이 다른

2종의 항체 절편 scFv가 융합된 것인, 이중특이성 항체.

청구항 24 

청구항 22에 있어서, 상기 scIgG(scFab-Fc)는 2종의 scFab가 융합된 것인, 이중특이성 항체.

청구항 25 

청구항 22에 있어서, 상기 (Fv)2-Fc는 항원 결합 Fv를 이루는 중쇄가변부위(VH) 및 경쇄가변부위(VL) 쌍의 2종

이 이종이중체 중쇄불변부위 쌍의 N-말단 및 C-말단에 각각 융합된 것인, 이중특이성 항체.

청구항 26 

청구항 22에 있어서, 상기 mAb-Fv는 이종이중체 중쇄불변부위 쌍으로 이루어진 IgG의 중쇄 C-말단에 가변 단일

항원 결합도메인 (VH 또는 VL)이 각각 융합된 이중특이성 가변 부위 융합 단일 항체의 형태인 것인, 이중특이성

항체.

청구항 27 

청구항 20의 이종이중체 중쇄불변부위 쌍을 포함하는 1가 항원 결합 항체로서, 상기 항체는 이종이중체 중쇄불

변부위 쌍의 N-말단 또는 C-말단에 단일 항원에 결합하는 중쇄가변부위 (VH) 및 경쇄가변부위 (VL)을 융합하여

단일 항원에 1가(monovalent)로 결합할 수 있는 Fv-Fc 형태인 것인, 항체.

청구항 28 
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청구항 20의 이종이중체 중쇄불변부위 쌍의 N-말단 또는 C-말단에 2종의 단백질이 융합된 융합 단백질.

청구항 29 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 효모 세포 표면 발현 (yeast surface display) 및 효모 접합 (yeast mating)을 이용한 항체 CH3 도[0001]

메인의 이종이중체 형성 평가 방법 및 이를 이용한 인간 항체 (immunoglobulin G, IgG)의 이종이중체 중쇄불변

부위 (heterodimeric F) 라이브러리를 제조하는 방법에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 상기 라이브러리 및 상기 라이브러리를 통하여 이종이중체 중쇄불변부위의 형성이 선호되는[0002]

CH3 도메인 돌연변이체 쌍을 선별하는 방법에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 이종이중체 중쇄불변부위의 형성이 선호되는 CH3 도메인 돌연변이 쌍, 상기 CH3 돌연변이 쌍을[0003]

포함하는 이종이중체 중쇄불변부위 쌍, 이중 특이성 항체, 및 융합 단백질에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 상기 이종이중체, 이를 포함하는 이종이중체 중쇄불변부위 쌍, 이중 특이성 항체, 및 융합 단[0004]

백질을 포함하는 약학적 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

19세기 말 비-치사량의 디프테리아와 파상풍이 투여된 실험동물의 혈청을 다른 동물에게 투여함으로써 디프테리[0005]

아와 파상풍으로부터 보호받을 수 있다는 사실이 발견된 이후 혈청 치료, 즉 항체 치료의 개념이 점차적으로 임

상에 활용되기 시작하였다. 하지만, 초기의 항체 치료는 고순도의 항체 및 혈액 유래 전염성 매개체의 오염 등

의 문제점으로 인하여 실용성이 극히 제한되었다. 이러한 전통적인 항체치료의 문제점은 1975년에 개발된 하이

브리도마 융합 기술 (hybridoma fusion technique)로 인해 순수한 형태의 설치류 기원 단클론 항체를 비교적 저

렴한 가격으로 대량 생산할 수 있게 되어 새로운 전환점을 맞이하게 되었으나, 생쥐 기원의 단클론 항체가 인체

투여 시 일으키는 짧은 반감기, 항-생쥐 항체에 대한 면역반응, 효능저하, 치명적인 알레르기 반응 등 여러 단

점 및 부작용으로 인해 임상에서의 사용이 제한되었다. 

1980년대 바이오혁명의 시발점이 된 유전자 재조합 기술의 등장으로 생쥐 단클론 항체를 유전자 조작을 통해 인[0006]

간화시키는 인간화 항체 (humanized antibody)의 제작을 가능케 했으며, 환자 투여 시 발생했던 다양한 면역적

부작용을 최소화시켜 치료용 항체가 임상에 적극적으로 활용될 수 있는 기틀을 마련하였다. 한편, 1990년 중반

부터 파지 디스플레이 (phage display) 기술 혹은 유전자 이식 생쥐를 사용하여 완전한 인간 단클론 항체를 만

들 수 있는 원천기술이 개발되었으며, 현재 국내외 많은 제약사들이 사활을 걸고 항체를 이용한 신약 개발에 막

대한 연구와 투자를 진행하고 있다. 현재 약 40개의 항체 신약이 미국 식약청의 허가를 받아 전 세계적으로 시

판되고 있으며, 300개 이상의 치료용 항체가 임상실험 단계에 있어 제약산업에서의 항체의 중요성을 잘 증명해

주고 있다.  한편 최근 들어 표적선택성을 지닌 항체와 표적특이성이 없는 화학요법 치료제를 병행투여 함으로

써 부작용을 억제하고 치료 효과가 개선된다는 전임상 및 임상실험 결과가 도출되고 있어 항암치료에 있어서 항

체의 유용성이 더욱 확대될 예정이다.

한편, 현재의 항체 신약은 암, 자가면역질환 등을 주요 타겟으로 개발되었는데, 특히 고형암 (solid tumor)의[0007]

경우 IgG 혹은 순수한 항체 형태의 항체 신약이 만족할 만한 치료 효과를 보이지 않고, 항체 생산의 고비용 문

제 등이 항체 신약 개발에 걸림돌이 되고 있어, 기존 항체보다 생물학적 효능이 개선된 재조합 단백질 형태의

새로운 항체 신약 개발 시도가 꾸준히 진행되어 왔다. 그 중 하나가 특히 항암 치료에 활용하고자 1980년대 중

반부터 연구가 시작된 한 개의 항체가 최소한 두 개 이상의 표적분자와 결합할 수 있는 이중특이성 항체라고 할

수 있다.

자연에 존재하는 항체 (Immunoglobulin G (IgG), IgM, IgD, IgE, IgA)는 동일한 아미노산 서열을 가진 두 개의[0008]

중쇄와 동일한 서열을 가진 두 개의 경쇄가 조합 (assembly)된 형태로 존재한다. 이때, 동일한 두 개의 중쇄간

의 동종이중체 (homodimer)는 항체의 불변영역 (Fc, crystallizable fragment)의 마지막 도메인 (즉 IgG의 경

등록특허 10-1851380

- 7 -



우 CH3 도메인, IgM의 경우 CH4 도메인, IgD의 경우 CH3도메인, IgE의 경우 CH2 및 CH4도메인, IgA의 경우 CH3

도메인) 간의 비공유결합 (non-covalent interaction)을 통해 형성이 유도되고, 이어서 힌지 (hinge) 영역간의

이황화 결합 (disulfide bond)이 유도되어, 견고한 중쇄간의 동종이중체가 형성된다. 구체적으로, 인간 IgG1에

있어서 중쇄와 경쇄의 조합은 중쇄 힌지 영역의 5번째 Cys와 kappa 경쇄의 107번째 Cys 간의 이황화 결합에 의

해 유도된다. 상기 항체 사슬의 아미노산 숫자는 EU 넘버링에 의한 것이다 (Cunningham, Pflumm et al. 1969).

이때, 상기 용어 "비공유결합 (non-covalent interaction)"은 원자 또는 분자가 공유결합 이외의 상호작용에 의[0009]

해  집합체를  형성할  때  결합력이  약한  상호작용을  의미하는  것으로,  정전기적  결합  (electrostatic

interaction),  소수성  결합  (hydrophobic  interaction),  수소  결합  (hydrogen  bonding),  양이온-π  결합

(cation-π interaction),  반데르발스 결합(Van Der Waals interaction)에 의한 상호작용을 포함한다. 또한,

상기 용어 "정전기적 결합(electrostatic interaction)"은 반대 전하를 갖는 이온 사이의 전기적 인력에 의존하

는 결합을 의미하고, 상기 용어 "소수성 결합 (hydrophobic interaction)"은 극성 용매와의 상호작용을 피하고

열역학적으로 안정화하기 위한 소수성 분자들의 경향에 따른 결합을 의미하며, 상기 용어 "수소 결합 (hydrogen

bonding)"은 수소와 플루오린, 산소, 질소가 만나 생긴 극성 공유 결합 분자 사이에 생기는 쌍극자 쌍극자간 상

호작용을 의미하며, 상기 용어 “양이온-π 결합 (cation-π interaction)”은 양전하를 가지는 분자와 전자가

풍부한 방향족 고리가 포함된 분자 간의 상호작용을 의미한다.  또한,  상기 용어 "반데르발스 결합(Van  Der

Waals interaction)"은 Van Der Waals 힘에 의해 분자에 극성이 생겨 상호간에 인력과 척력의 작용으로 이루어

지는 결합을 의미한다. 또한, 상기 용어 "동종이중체"는 동일한 아미노산 서열을 지닌 항체 도메인 또는 이를

포함하는 항체의 일부 또는 전체의 이중체를 의미하며, 구체적으로 인간 항체의 중쇄불변부위의 CH3 도메인간의

이중체 또는 이 동일한 CH3 도메인을 포함한 항체 중쇄불변부위 이중체를 의미한다.

따라서, 자연에 존재하는 단일클론항체 (monoclonal antibody, mAb)는 1종의 항원에 대해 이가 (bivalent)의[0010]

형태로 결합하는 특성을 보인다. 반면에 이중특이성 항체 (bispecific antibody)는 하나의 단일분자 형태의 항

체로  2종의  항원을  동시에  (simultaneously)  또는  교차적으로  (alternatively)  결합할  수  있는  항체를

의미한다. 이러한 이중특이성 항체는 2개 이상의 항원과 결합할 수 있는 이중- 또는 다중특이적 항체와 같은 조

작된 단백질로 당 업계에 공지되어 있으며, 세포 융합, 화학적 접합, 재조합 DNA 기술을 사용하여 제작할 수 있

다. 

기존의 이중특이성 항체는 목적하는 특이성을 가지는 쥐 단일클론 항체를 발현하는 2개의 상이한 하이브리도마[0011]

(hybridoma) 세포주의 체세포 융합을 이용한 쿼드로마 (quadroma) 기술을 사용하여 제조되었는데 (Milstein and

Cuello, 1983), 이 경우 쿼드로마 세포주 내에서 각기 다른 두 개의 경쇄가 무작위적으로 쌍을 이루어 최대 10

가지 정도의 다양한 항체가 만들어지며, 이 항체 혼합물로부터 원하는 단 한가지의 이중특이성 항체를 분리 정

제하는 것이 매우 어렵다는 단점이 있었다. 따라서 잘못된 쌍을 형성한 부산물 및 감소된 생산 수율에 의해 목

적하는 이중항체만을 얻기 위해서는 복잡한 정제 과정들이 요구되었다 (Morrison et al., 2007). 

이러한 문제를 해결하기 위한 하나의 방법으로, 경쇄와 중쇄의 항원결합부위 절편을 다양한 사슬로 연결하여 단[0012]

일 구조체 (single constructs)로 발현하는 형태의 이중특이성 항체가 개발되었으며, 이러한 형태에는 단일사슬

다이아바디  (single  chain  diabodies),  탠덤  (tandem)  단일사슬항체절편  (scFv)  등의  형태가  포함된다

(Holliger and Hudson, 2005). 또한, 항체의 중쇄 또는 경쇄의 N-말단 또는 C-말단에 추가의 항원결합 항체 절

편을 융합한 Ig와 유사한 형태의 이중특이성 항체 또한 제조되었다 (Miller, Meng et al., 2003; Lu, Zhang et

al., 2004).

그러나, 이러한 항체 절편 조합에 기반한 이중특이성 항체는 낮은 안정성으로 인한 발현 양의 감소, 항체 응집[0013]

(aggregation) 형성 및 이로 인해 증가된 면역원성의 문제점이 존재한다 (Chan and Carter, 2010). 또한, 항체

절편 조합에만 기반한 이중특이성 항체는 항체의 중쇄불변부위 (Fc)가 없어, 중쇄불변부위와 연관되어 증가되는

안정성,  증가된 크기와 Fc  수용체 (neonatal  Fc  receptor,  FcRn)와  결합으로 인한 혈청 내 반감기의 증가

(long serum half-life), 정제과정에서의 결합부위 보존 (protein A and protein G)의 이점, 항체-의존성 세포

세포독성  (antibody-dependent  cellular  cytotoxicity),  보체-의존성  세포독성  (complement-dependent

cellular cytotoxicity)이 부재한 문제점이 있다 (Chan and Carter, 2010).

따라서, 이상적으로는 자연발생적 항체 (IgG, IgM, IgA, IgD, IgE) 와 구조가 매우 유사하고, 서열에 있어 최소[0014]

의 편차를 가진 이중특이성 항체를 개발하는 것이 요구되고 있다.

이 문제를 해결하기 위해, 이종이중체 중쇄불변부위를 이용한 이중특이성 항체의 개발이 시도되었다. 이 기술은[0015]

유전자 조작을 통해 각기 다른 두 개의 항체 중쇄의 CH3 도메인에 돌연변이를 유도하여, 두 개의 중쇄가 이종이
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중체를 형성하도록 유도하는 것이다 (미국특허 US 7695936 B2; 대한민국 등록특허 10-1522954).

야생형의 IgG 항체의 경우, CH3 도메인의 동종이중체는 CH3 도메인 상호작용면의 중심(소수성 코어)에 위치하는[0016]

소수성 결합을 유도하는 잔기 (L351, T366, L368, Y407)들과 그 주위의 대칭적인 정전기적 결합을 유도하는 잔

기 (E357, K370, K392, D399, K409)들에 의해 형성되는 것이 알려져 있다 (Gunasekaran et al., 2010; Choi et

al., 2013). 따라서 지금까지 알려진 이종이중체 형성을 유도하는 CH3 도메인 돌연변이체는 대부분 CH3 도메인

상호작용면에  항체의  구조  기반  rational  design에  의한  비대칭적  돌연변이  쌍을  도입함으로써  제조되었다

(Spreter Von Kreudenstein et al., 2014).

상기한 방법 중 하나는 놉-인투-홀 (knob-into-hole) 기술을 이용한 것이다. 놉-인투-홀 기술은 CH3 도메인 상[0017]

호작용면의 소수성 코어에 위치하는 잔기들에 대하여, 한쪽 CH3 도메인에는 측쇄의 크기가 큰 소수성아미노산

잔기들을 측쇄가 작은 소수성 아미노산으로 치환하여 hole 구조로 만들고 (T366S, L368A, Y407V), 다른 CH3 도

메인에는 측쇄의 크기가 작은 소수성 아미노산 잔기를 측쇄가 큰 소수성 아미노산으로 치환하여 knob 구조를 만

들어 (T366W), 돌연변이 쌍이 도입된 중쇄불변부위를 공동 발현하였을 때, 공간보완적인 소수성 결합이 형성되

어 이종이중체 형성이 선호되게 한 것이다 (Ridgway et al., 1996). 이와 유사한 전략을 이용하여 제조된 CH3

도메인 돌연변이체로는 HA-TF  (Moore  GL  et  al.,  2011),  ZW1  (Von  Kreudenstein  et  al.,  2013),  SEEDBody

(Davis JH et al., 2010)이 보고되어있다.

 이종이중체의 형성을 증진한 다른 방법으로 CH3 도메인 상호작용면에 존재하는 전하를 띠는 아미노산에 돌연변[0018]

이를 유도하여, 한쪽 CH3 도메인은 모두 양전하를 갖는 측쇄 아미노산으로, 다른 쪽 CH3 도메인은 모두 음전하

를 갖는 측쇄 아미노산으로 돌연변이를 유도하여 정전기적 반발력에 의해 동종이중체 형성은 저해되고 정전기적

인력에 의해 이종이중체의 형성을 증진시킬 수 있다. 이러한 전략을 이용하여 제조된 CH3 도메인 돌연변이체로

는 DD-KK (Gunasekaran et al., 2010), EEE-RRR (Strop P et al., 2012)이 보고되어 있다.

이종이중체의 형성을 증진한 또 다른 방법으로 CH3 도메인 상호작용면의 소수성 코어는 보존하고 전하를 띠는[0019]

아미노산에 돌연변이를 유도하여 공간보완적인 소수성 결합이 형성되게 하고 (K409WCH3A-D399V/F405TCH3B), CH3 도

메인 상호작용면의 가장자리에 추가적인 장거리 정전기적 결합이 형성되도록 하여 (K360ECH3A-Q347RCH3B) 이종이중

체의 형성을 증진시킨 방법이 있다 (Choi et al., 2013; 대한민국 등록특허 10-1522954)

하지만  상기  개발된  CH3  도메인  돌연변이체  쌍을  포함하는  이종이중체  중쇄불변부위의  열역학적  안정성[0020]

(thermodynamic stability)과 발현 수율 (expression yield)은 야생형 항체와 비교하여 낮은 결과를 보여주고

있다. 

따라서, 가능한 높은 이종이중체 형성수율을 나타내면서, 야생형과 비교하여 열역학적 안정성과 발현 수율이 비[0021]

슷하거나 향상된 이종이중체 중쇄불변부위의 개발에 대한 필요성이 대두되고 있으나, 아직까지 이를 충족시킬

만한 보고는 이루어지지 않고 있는 실정이다. 

또한 지금까지의 이종이중체 형성 증진을 위한 전략으로 항체의 구조 기반 rational design을 이용하여 CH3 도[0022]

메인 상호작용면에 공간보완적 소수성 결합 또는 정전기적 결합을 도입하였기 때문에, 새로운 종류의 비공유결

합을 지니는 CH3 도메인 돌연변이체의 개발에 대한 필요성이 요구된다.

따라서 본 발명자는 효모 세포 표면 발현 시스템을 이용한 이종이중체 중쇄불변부위의 형성능을 평가하는 시스[0023]

템을 제작하였으며, 이를 활용하여 인간 항체 이종이중체 중쇄불변부위 라이브러리를 구축 후 고속선별을 통해

이종이중체 형성능이 높은 CH3 도메인 돌연변이체를 선별하였다. 또한 선별된 CH3 도메인 돌연변이체들이 수소

결합 및 양이온-π 결합과 같은 새로운 종류의 비공유결합에 의해 이종이중체의 형성이 선호됨을 확인하고 본

발명을 완성하기에 이르렀다.
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해결하려는 과제

본 발명은 상기와 같이 인간 항체의 이종이중체 중쇄불변부위 형성 수율을 90% 이상으로 안정적으로 증진시키는[0025]

기술을 개발하기 위해 안출된 것으로, 본 발명의 일 양상은 이종이중체 중쇄불변부위 라이브러리 및 효모접합을

통한 항체 CH3 도메인의 이종이중체 형성 평가 방법을 제공하는 것이다.

또한, 본 발명의 다른 양상은 이종이중체 중쇄불변부위의 형성이 선호되는 CH3 도메인 변이체 (heterodimeric[0026]

CH3) 쌍의 제조 방법을 제공하는 것이다. 

또한, 본 발명의 다른 일 양상은 상기 평가방법에 의하여 이종이중체 중쇄불변부위 라이브러리를 통해 선별된,[0027]

이종이중체의 형성 수율이 증진된 CH3 도메인 돌연변이 쌍을 제공하는 것이다. 

또한, 본 발명의 또 다른 양상은 상기 제조된 이종이중체 중쇄불변부위 쌍을 포함하는 단백질을 세포에서 발현[0028]

생산하여,  원래  야생형  항체의  발현,  생산수율  (production  yield)  및  열역학적  안정성  (thermodynamic

stability)과 비슷하거나, 향상된 특징을 보이는 이중특이성 항체 또는 항체불변부위 융합 단백질을 제공하는

것이다.

아울러, 본 발명의 또 다른 양상은 상기 제조된 이종이중체 중쇄불변부위 쌍을 포함하는 단백질을 세포에서 발[0029]

현 생산하여, 원래 야생형 항체가 지니는 중쇄불변부위의 고유기능, 즉 FcRn (neonatal Fc receptor) 과의 결합

능이 유지되어 혈액 내 긴 반감기 (long serum half-life)를 가지게 되고 효과 기능 (effector function)을 유

지하면서, 정제과정에서의 결합부위 (protein A 및 protein G)가 보존되는 항체 또는 항체불변부위 융합 단백질

을 제공하는 것이다. 

과제의 해결 수단

본 발명의 일 양상은 하기의 단계를 포함하는 항체 CH3 도메인의 이종이중체 형성 평가 방법을 제공한다:[0030]

(1) 제1 CH3 도메인을 포함하는 효모 세포 표면 발현 벡터 및 제 2 CH3 도메인을 포함하는 효모 세포외 분비 벡[0031]

터를 준비하는 단계:

(2) 상기 단계 (1)의 벡터를 각각 효모에 형질감염시키는 단계;[0032]

(3) 상기 단계 (2)의 각각의 효모를 효모접합하는 단계; 및 [0033]

(4) 상기 단계 (3) 의 접합된 효모 표면에 효모 세포 외 분비 벡터에 포함된 제2 CH3 도메인을 탐지하는 단계.[0034]

본 발명에 대하여 이하 상세히 설명한다. [0035]

본 명세서에서 사용하는 용어 "이종이중체"는 아미노산 서열이 서로 다른 2종의 항체 도메인 또는 이를 포함하[0036]

는 항체의 일부 또는 전체로 이루어진 이중체를 의미하며, 구체적으로 인간 항체의 중쇄불변부위의 서열이 다른

CH3 도메인 쌍의 이중체 또는 서열이 다른 CH3 도메인 쌍을 포함하는 항체의 일부 또는 전체로 이루어진 이중체

를 의미한다. 

또한, 상기 용어 "이종이중체 중쇄불변부위 (heterodimeric Fc)"는 아미노산 서열이 다른 CH3A, CH3B을 각각 포[0037]

함하는 중쇄불변부위 (hinge-CH2-CH3)간의 이중체를 의미한다. 

또한, 상기 용어 "이종이중체 중쇄불변부위 형성 수율"은 CH3 도메인 돌연변이 쌍이 포함된 중쇄불변부위 쌍을[0038]

HEK293F  동물세포에  동시에  형질전환하여  발현하고  정제하였을  때,  전체  중쇄불변부위  이중체  (homodimer,

heterodimer) 또는 단일체 (monomer)의 합에서 이종이중체로 형성된 중쇄불변부위의 비율을 백분율로 나타낸 것

을 의미한다. 

본 발명의 일 실시예에서는 CH3  도메인 간 상호작용에 기여하는 아미노산 잔기를 변형하여, 제1 CH3  도메인[0039]

(CH3A), 제2 CH3 도메인 (CH3B)가 비공유결합을 통해 서로 선택적으로 상호작용할 수 있는 쌍 (CH3A:CH3B)의 형
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성을 유도함으로써, CH3  돌연변이 쌍이 힌지(hinge)-CH2의 C-말단에 융합된 중쇄불변부위 쌍, 즉 hinge-CH2-

CH3A 및 hinge-CH2-CH3B 사이에 이종이중체 중쇄불변부위가 형성되는 수율을 증진시키고자 예의 노력하였으며,

이로부터, 각각의 CH3 도메인 상의 특정 위치의 아미노산 치환이 이종이중체 중쇄불변부위의 형성 수율을 증진

시킴을 확인하였다. 

구체적으로, 본 발명의 일 실시예에서 directed evolution을 이용하여 이종이중체를 고수율로 형성하는 CH3 도[0040]

메인 돌연변이체 쌍을 선별하기 위하여 이종이중체 형성수율을 정량적으로 평가하는 시스템을 구축하였다.

본 발명의 일 실시예에서는 효모 접합 (yeast mating)을 이용하여 인간항체 이종이중체 중쇄불변부위를 효모 세[0041]

포 표면에 발현하였으며, CH3A 도메인이 포함된 중쇄 (displayed FcCH3A)를 효모 세포 표면 발현벡터에, CH3B 도

메인이 포함된 중쇄 (secreted FcCH3B)를 효모 세포 외 분비벡터에 구축하여 각각 접합 타입이 다른 효모 균주인

JAR200 (MATa, Trp
+
, Ura

-
)와 YVH10 (MATα, Trp

-
, Ura

+
)에 형질전환 하여 선별 배양한 후 두 균주를 효모 접합

하여  이배체  (diploid)만  선별하였다.  선별된  이배체는  displayed  FcCH3A와  secreted  FcCH3B의  발현을

유도하였다. 이 때 세포 외로 분비된 secreted FcCH3B는 효모 세포 표면에 발현된 displayed FcCH3A와 비공유결합

을 통해 조합됨으로써 이종이중체 중쇄불변부위가 효모 세포 표면에 형성된다. 

상기 기술한 이종이중체 중쇄불변부위의 효모 세포 표면 발현 시스템은 이배체가 발현한 중쇄불변부위의 이종이[0042]

중체 형성 수율을 평가하는 데 이용될수 있다. 구체적으로 이배체가 발현하는 이종이중체 중쇄불변부위 형성이

동종이중체  형성보다  우세할  경우에는  효모  세포  외로  분비된  secreted  FcCH3B가  효모  세포  표면에  발현된

displayed FcCH3A와 조합되어 세포 표면에 고정되므로 효모 세포 표면에서 secreted FcCH3B가 탐지된다. 반면 이배

체가 발현하는 중쇄불변부위의 동종이중체 형성이 이종이중체 형성보다 우세할 경우에는 secreted FcCH3B는 효모

세포 표면에 고정되지 못하고 배지 상으로 배출되므로 효모 세포 표면에서 탐지되지 않는다. 따라서 효모 세포

표면에 고정된 secreted FcCH3B의 탐지레벨을 통해 이배체가 발현하는 중쇄불변부위의 이종이중체 수율을 비교할

수 있다.

본 발명의 일 실시예에서는, 상기 기술한 이종이중체 형성 수율 평가 시스템을 확인하기 위하여 이종이중체 중[0043]

쇄불변부위 형성 수율이 각기 다른 CH3 도메인 돌연변이체 쌍을 상기한 방법으로 이배체를 제작한 후 효모 세포

표면에 고정된 secreted FcCH3B의 탐지레벨을 측정하였으며, 효모 세포 표면의 secreted FcCH3B의 탐지 정도와 이

종이중체 중쇄불변부위 형성 수율 간의 상관관계가 있는 것을 확인하였으며, 이는 이종이중체 중쇄불변부위 효

모 표면 발현 시스템을 이용하여 이종이중체 중쇄불변부위의 형성 수율을 평가할 수 있음을 의미한다.

본 발명의 다른 일 실시예에서, CH3 도메인 상호작용면에 돌연변이를 도입한 이종이중체 중쇄불변부위 돌연변이[0044]

쌍 조합 라이브러리를 구축하였다.  구체적으로 Fc  단백질의 안정성에 영향을 주는 소수성 코어 부위 (L351,

T366,  L368,  Y407)는  보존하고,  소수성  코어  부위  가장자리에  위치한  2  쌍의  정전기적  결합  쌍  (K370-

E357/S364와 D399-K392/K409)에 돌연변이 쌍이 도입된 이종이중체 중쇄불변부위 돌연변이 쌍 조합라이브러리를

제작하였다. 상기의 2쌍의 정전기적 인력은 야생형 Fc의 이중체 형성에 기여한다고 알려져 있다 (Gunasekaran

et al., 2010; Choi et al., 2013). 따라서 상기의 정전기적 인력을 가지는 잔기를 CH3A 도메인과 CH3B 도메인

간의 선택적인 상호작용을 유도하는 잔기로 치환함으로써, 이종이중체 중쇄불변부위 형성 수율을 증진시키고자

하였다.

또한, 상기 제1 CH3 도메인 및 제2 CH3 도메인은 CH3 도메인이 포함된 중쇄불변부위의 형태로 벡터에 포함될 수[0045]

있다. 

또한, 상기 벡터는 인간 항체 중쇄의 hinge-CH2-CH3 부분을 포함하고 있으며 (잔기 225-447, EU number), 동종[0046]

이중체화를 피하기 위하여 hinge 부분 (THTCPPCP)의 Cys가 Ser으로 치환 (THTSPPSP)될 수 있다. 또한 효모 발

현  시  과다한  글라이코실화를  막기  위하여  중쇄불변부위의  N-글라이코실화  부분인  Asn297을  Gln으로  치환

(Asn297Gln)될 수 있다.

상기 항체 CH3 도메인의 이종이중체 형성 평가 방법에 있어서, 상기 항체 CH3 도메인의 이종이중체는 하기의 변[0047]

이를 포함한 것일 수 있다:

(A1) 제1 CH3 도메인의 K370 위치에서의 아미노산의 치환; 및 [0048]
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제2 CH3 도메인의 E357 및/또는 S364 위치에서의 아미노산의 치환; 또는[0049]

(B1) 제1 CH3 도메인의 D399 위치에서의 아미노산의 치환; 및 [0050]

제2 CH3 도메인의 K392 및/또는 K409 위치에서의 아미노산의 치환.[0051]

또한, 상기 항체 CH3 도메인의 이종이중체 형성 평가 방법은 이종이중체 중쇄 형성이 선호되는 변이체의 스크리[0052]

닝, 변이체의 선별, 이종이중체 중쇄 형성의 수율의 평가, 및 이종이중체 중쇄 형성이 선호되는 변이체의 라이

브러리의 제조에 이용될 수 있다. 

또한, 본 발명의 일 양상은 하기의 변이를 포함하는 항체 CH3 도메인의 이종이중체 라이브러리를 제공한다:[0053]

(A1) 제1 CH3 도메인의 K370 위치에서의 아미노산의 치환; 및 [0054]

제2 CH3 도메인의 E357 및/또는 S364 위치에서의 아미노산의 치환; 또는[0055]

(B1) 제1 CH3 도메인의 D399 위치에서의 아미노산의 치환; 및 [0056]

제2 CH3 도메인의 K392 및/또는 K409 위치에서의 아미노산의 치환.[0057]

바람직하게는 상기 (A1) 변이에서, [0058]

K370는 글루탐산 (E), 메티오닌 (M) 또는 아스파르트산 (D)으로 치환될 수 있으며;[0059]

E357는 아스파라진 (N), 이소류신 (I), 또는 메티오닌 (M)으로 치환으로 치환될 수 있으며;[0060]

S364는 트레오닌 (T) 또는 트립토판 (W)로 치환될 수 있다. [0061]

더욱 바람직하게는 상기 (A1) 변이에서[0062]

(A1-1) K370는 글루탐산 (E)으로, E357는 아스파라진 (N)으로 치환; [0063]

(A1-2) K370는 글루탐산 (E)으로, E357는 이소류신 (I)으로, S364는 트레오닌 (T)으로 치환;[0064]

(A1-3) K370는 메티오닌 (M)으로, E357는 메티오닌 (M)으로, S364는 트립토판 (W)으로 치환; 또는[0065]

(A1-4) K370는 아스파르트산 (D)으로, E357는 메티오닌 (M)으로 치환될 수 있다. [0066]

바람직하게 상기 (B1) 변이에서[0067]

D399는 글루탐산 (E) 또는 류신 (L)로 치환될수 있으며;[0068]

K392는 글루탐산 (E), 세린 (S), 또는 글리신 (G)으로 치환될 수 있으며;[0069]

K409는 류신 (L) 또는 메티오닌 (M)으로 치환될 수 있다.[0070]

더욱 바람직하게 상기 (B1) 변이에서[0071]

(B1-1) D399는 글루탐산 (E)으로, K392는 글루탐산 (E)으로 치환;[0072]

(B1-2) D399는 류신 (L)으로, K392는 세린 (S)으로, K409는 류신 (L)으로 치환; 또는[0073]

(B1-3) D399는 류신 (L)으로, K392는 글리신 (G)으로, K409는 메티오닌 (M)으로 치환될 수 있다.[0074]

상기 항체 CH3 도메인의 이종이중체 라이브러리는 [0075]

제1 CH3 도메인의 K409가 트립토판 (W)으로 치환되고;[0076]

제2 CH3 도메인의 D399가 발린(V)으로, F405가 트레오닌 (T)으로 치환된 변이를 추가로 포함할 수 있다. [0077]
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또한, 본 발명의 다른 일 실시예에서, 상기 이종이중체 중쇄불변부위 돌연변이 쌍 조합 라이브러리에서 선별된[0078]

돌연변이체 쌍의 이종이중체 형성 수율을 향상시키기 위하여 추가적인 2차 라이브러리를 구축하였다. 구체적으

로,  선별된  돌연변이체가  지닌  돌연변이  부위의  대칭적인  위치에  존재하는  정전기  쌍  (E357/S364-K370과

K392/K409-D399)에 돌연변이를 도입하여 라이브러리를 제작하였다. 따라서 동종이중체 형성 시, 기존 라이브러

리에서 도입된 돌연변이 쌍과 상호작용하는 잔기에 돌연변이를 도입함으로써, 선별된 돌연변이체의 이종이중체

형성 수율을 추가적으로 증진시키고자 하였다.

따라서, 상기 항체 CH3 도메인의 이종이중체 라이브러리는 하기의 변이를 추가로 포함한 것일 수 있다:[0079]

(A2) 제1 CH3 도메인의 E370 및 S364 위치에서의 아미노산의 치환, 또는 [0080]

제2 CH3 도메인의 E257 위치에서의 아미노산의 치환.[0081]

또한, 바람직하게 상기 A2 변이에서[0082]

E370은 아스파르트산 (D), 알라닌 (A), 글리신 (G), 또는 아스파라진 (N)으로 치환될 수 있으며;[0083]

S364은 트립토판 (W) 또는 타이로신 (Y)으로 치환될 수 있으며;[0084]

E357은 아스파라진 (N)으로 치환될 수 있다. [0085]

또한, 더욱 바람직하게는 상기 A2 변이에서 [0086]

(A2-1) E370은 아스파르트산 (D)으로, S364은 트립토판 (W)으로, E357은 아스파라진 (N)으로 치환;[0087]

(A2-2) E370은 알라닌 (A)으로, S364은 타이로신 (Y)으로, E357은 아스파라진 (N)으로 치환;[0088]

(A2-3) E370은 글리신 (G)으로, S364은 트립토판 (W)으로 치환; 또는[0089]

(A2-4) E370은 아스파라진 (N)으로, S364은 트립토판 (W)으로 치환된 것일 수 있다. [0090]

또한, 상기 항체 CH3 도메인의 이종이중체는 하기의 변이를 추가로 포함할 수 있다:[0091]

(B2) 제1 CH3 도메인의 K392 및/또는 K409 위치에서의 아미노산의 치환; 및 [0092]

제2 CH3 도메인의 D399 위치에서의 아미노산의 치환. [0093]

바람직하게 상기 B2 변이에서 [0094]

K392는 이소류신 (I), 아르기닌 (R), 시스테인 (C), 류신 (L), 세린 (S), 또는 아스파라진 (N)으로 치환될 수[0095]

있으며;

K409는 아르기닌 (R)으로 치환될 수 있고; [0096]

D399는 글리신 (G), 트립토판 (W), 시스테인 (C), 세린 (S), 또는 발린 (V)으로 치환될 수 있다.[0097]

더욱 바람직하게는 상기 B2 변이에서 [0098]

(B2-1) K392는 이소류신 (I)으로, D399는 글리신 (G)으로 치환; [0099]

(B2-2) K392는 아르기닌 (R)으로, K409는 아르기닌 (R)으로, D399는 트립토판 (W)으로 치환; [0100]

(B2-3) K392는 시스테인 (C)으로, D399는 시스테인 (C)으로 치환;[0101]

(B2-4) K392는 류신 (L)으로, D399는 세린 (S)으로 치환;[0102]

(B2-5) K392는 세린 (S)으로, D399는 글리신 (G)으로 치환; 또는[0103]

(B2-6) K392는 아스파라진 (N)으로, D399는 발린 (V)으로 치환될 수 있다. [0104]

상기 항체 사슬의 아미노산 숫자는 EU 넘버링에 의한 것이다 (Cunningham, Pflumm et al. 1969).[0105]

또한,  본  발명은  하기의  단계를  포함하는  이종이중체  중쇄불변부위의  형성이  선호되는  CH3  도메인  변이체[0106]

(heterodimeric CH3)의 제조방법을 제공한다:
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(1') 제1 CH3 도메인의 K370 위치에서 아미노산을 치환하고, 제2 CH3 도메인의 E357 및/또는 S364 위치에서의[0107]

아미노산의 치환하는 단계; 또는

(1'') 제1 CH3 도메인의 D399 위치에서 아미노산을 치환하고, 제2 CH3 도메인의 K392 및/또는 K409 위치에서 아[0108]

미노산을 치환하는 단계; 및

(2) 상기 제1 CH3 도메인 및 제2 CH3 도메인을 결합하는 단계. [0109]

또한, 본 발명의 일 양상에서는 하기의 변이를 포함하는 항체 CH3 도메인의 이종이중체를 제공한다:[0110]

(A1) 제1 CH3 도메인의 K370 위치에서의 아미노산의 치환; 및 [0111]

제2 CH3 도메인의 E357 및/또는 S364 위치에서의 아미노산의 치환; 또는[0112]

(B1) 제1 CH3 도메인의 D399 위치에서의 아미노산의 치환; 및 [0113]

제2 CH3 도메인의 K392 및/또는 K409 위치에서의 아미노산의 치환.[0114]

바람직하게는 상기 (A1) 변이에서, [0115]

K370는 글루탐산 (E), 메티오닌 (M) 또는 아스파르트산 (D)으로 치환될수 있으며;[0116]

E357는 아스파라진 (N), 이소류신 (I), 또는 메티오닌 (M)으로 치환으로 치환될 수 있으며;[0117]

S364는 트레오닌 (T) 또는 트립토판 (W)로 치환될 수 있다. [0118]

더욱 바람직하게는 상기 (A1) 변이에서[0119]

(A1-1) K370는 글루탐산 (E)으로, E357는 아스파라진 (N)으로 치환; [0120]

(A1-2) K370는 글루탐산 (E)으로, E357는 이소류신 (I)으로, S364는 트레오닌 (T)으로 치환;[0121]

(A1-3) K370는 메티오닌 (M)으로, E357는 메티오닌 (M)으로, S364는 트립토판 (W)으로 치환; 또는[0122]

(A1-4) K370는 아스파르트산 (D)으로, E357는 메티오닌 (M)으로 치환될 수 있다. [0123]

바람직하게 상기 (B1) 변이에서[0124]

D399는 글루탐산 (E) 또는 류신 (L)로 치환될수 있으며;[0125]

K392는 글루탐산 (E), 세린 (S), 또는 글리신 (G)으로 치환될 수 있으며;[0126]

K409는 류신 (L) 또는 메티오닌 (M)으로 치환될 수 있다.[0127]

더욱 바람직하게 상기 (B1) 변이에서[0128]

(B1-1) D399는 글루탐산 (E)으로, K392는 글루탐산 (E)으로 치환;[0129]

(B1-2) D399는 류신 (L)으로, K392는 세린 (S)으로, K409는 류신 (L)으로 치환; 또는[0130]

(B1-3) D399는 류신 (L)으로, K392는 글리신 (G)으로, K409는 메티오닌 (M)으로 치환될 수 있다.[0131]

상기 항체 CH3 도메인의 이종이중체는 [0132]

제1 CH3 도메인의 K409가 트립토판 (W)으로 치환되고;[0133]

제2 CH3 도메인의 D399가 발린(V)으로, F405가 트레오닌 (T)으로 치환된 변이를 추가로 포함할 수 있다. [0134]

또한, 상기 항체 CH3 도메인의 이종이중체는 하기의 변이를 추가로 포함할 수 있다:[0135]
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(A2) 제1 CH3 도메인의 E370 및 S364 위치에서의 아미노산의 치환, 또는 [0136]

제2 CH3 도메인의 E257 위치에서의 아미노산의 치환.[0137]

또한, 바람직하게 상기 A2 변이에서[0138]

E370은 아스파르트산 (D), 알라닌 (A), 글리신 (G), 또는 아스파라진 (N)으로 치환될 수 있으며;[0139]

S364은 트립토판 (W) 또는 타이로신 (Y)으로 치환될 수 있으며;[0140]

E357은 아스파라진 (N)으로 치환될 수 있다. [0141]

또한, 더욱 바람직하게는 상기 A2 변이에서 [0142]

(A2-1) E370은 아스파르트산 (D)으로, S364은 트립토판 (W)으로, E357은 아스파라진 (N)으로 치환;[0143]

(A2-2) E370은 알라닌 (A)으로, S364은 타이로신 (Y)으로, E357은 아스파라진 (N)으로 치환;[0144]

(A2-3) E370은 글리신 (G)으로, S364은 트립토판 (W)으로 치환; 또는[0145]

(A2-4) E370은 아스파라진 (N)으로, S364은 트립토판 (W)으로 치환된 것일 수 있다. [0146]

또한, 상기 항체 CH3 도메인의 이종이중체는 하기의 변이를 추가로 포함할 수 있다:[0147]

(B2) 제1 CH3 도메인의 K392 및/또는 K409 위치에서의 아미노산의 치환; 및 [0148]

제2 CH3 도메인의 D399 위치에서의 아미노산의 치환. [0149]

바람직하게 상기 B2 변이에서 [0150]

K392는 이소류신 (I), 아르기닌 (R), 시스테인 (C), 류신 (L), 세린 (S), 또는 아스파라진 (N)으로 치환될 수[0151]

있으며;

K409는 아르기닌 (R)으로 치환될 수 있고; [0152]

D399는 글리신 (G), 트립토판 (W), 시스테인 (C), 세린 (S), 또는 발린 (V)으로 치환될 수 있다.[0153]

더욱 바람직하게는 상기 B2 변이에서 [0154]

(B2-1) K392는 이소류신 (I)으로, D399는 글리신 (G)으로 치환; [0155]

(B2-2) K392는 아르기닌 (R)으로, K409는 아르기닌 (R)으로, D399는 트립토판 (W)으로 치환; [0156]

(B2-3) K392는 시스테인 (C)으로, D399는 시스테인 (C)으로 치환;[0157]

(B2-4) K392는 류신 (L)으로, D399는 세린 (S)으로 치환;[0158]

(B2-5) K392는 세린 (S)으로, D399는 글리신 (G)으로 치환; 또는[0159]

(B2-6) K392는 아스파라진 (N)으로, D399는 발린 (V)으로 치환될 수 있다. [0160]

상기 항체 사슬의 아미노산 숫자는 EU 넘버링에 의한 것이다 (Cunningham, Pflumm et al. 1969).[0161]

또한, 상기 항체 CH3 도메인의 이종이중체는 IgG, IgM, IgA, IgD 및 IgE로 이루어진 군으로부터 선택된 면역글[0162]

로불린의 Fc 부분에 포함되는 것을 특징으로 하는, 항체 CH3 도메인의 이종이중체가 바람직하나, 이에 한정되지

않는다. 또한, 상기 IgG는 인간 IgG인 것을 특징으로 하는, 항체 CH3 도메인의 이종이중체가 바람직하나, 이에

한정되지 않는다. 상기 인간 IgG는 IgG1, IgG2, IgG3 및 IgG4로 이루어진 군으로부터 선택되는 것을 특징으로

하는, 항체 CH3 도메인의 이종 이중체가 바람직하나, 이에 한정되지 않는다.

또한, 본 발명은 상기 CH3 도메인의 이종이중체를 포함하는 이종이중체 중쇄불변부위 (heterodimeric Fc) 쌍 및[0163]

상기 CH3 도메인의 이종이중체를 포함하는 이중 특이성 항체를 제공한다.
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상기 이중특이적 항체는 scFv-Fc, scIgG(scFab-Fc), (Fv)2-Fc, mAb-Fv 및 Fv-Fc로 이루어진 군으로부터 선택된[0164]

어느 하나의 형태인 것이 바람직하나, 이에 한정되지 않고, 상기 융합 단백질은 Protein-Fc 형태인 것이 바람직

하나, 이에 한정되지 않는다.

본 발명에 따른 항체의 중쇄불변부위 CH3 도메인에 돌연변이가 유도된 CH3 이종이중체는 이종이중체 중쇄불변부[0165]

위 쌍 단백질을 구성할 수 있으며, 상기 이종이중체 중쇄불변부위 쌍 단백질은 항원 특이성이 다른 항체를 중쇄

가변부위(VH),  경쇄가변부위(VL),  단일사슬항체절편(scFv)  또는 단일사슬항체절편(scFab)  형태로 융합하여 두

가지 다른 항원에 동시에 결합할 수 있는 이중특이성 항체 및 전형적인 IgG의 중쇄 C-말단에 가변단일항원결합

도메인 (VH, VL)을 각각 융합한 이중특이성 가변부위융합단일항체 (mAb-Fv)의 다양한 형태의 이중특이성 항체,

또는 단일항원에 결합하는 중쇄가변부위(VH) 및 경쇄가변부위(VL)을 융합하여 단일 항원에 1가(monovalent)로

결합할 수 있는 항체(Fv-Fc), 특정 단백질과 결합할 수 있는 세포막 수용체 세포외 도메인, 펩타이드, 단일도메

인 항체, 리간드, 독소 등을 융합하여, 1종 또는 2종의 단백질을 특이적으로 인지할 수 있는 항체불변부위 융합

단백질(Protein-Fc)의 형태일 수 있다.

이때, 상기 용어 "단일사슬항체절편(scFv)"는 1 개의 VH와 1 개의 VL 을 12잔기 이상의 적당한 펩타이드 링커[0166]

(L)를 사용하여 연결한 VH-L-VL 내지 VL-L-VH 폴리펩타이드로, 항원 결합 활성을 갖는 항체 단편을 의미한다. 

또한, 상기 용어 단일사슬항체절편(scFab)는 1 개의 VH부터 CH1까지 발현된 중쇄절편과, 1개의 VL과 CL 부분이[0167]

포함된 경쇄에 34잔기 이상의 적당한 펩타이드 링커(L)를 사용하여 연결한 VL-CL-L-VH-CH1 내지는 VH-CH1-L-VL-

CL 폴리펩타이드로, 항원 결합 활성을 갖는 항체 단편을 의미한다.

또한, Fv는 완전한 항원 결합 부위를 포함하는 최소 항체 단편을 의미하며, 본 발명에서 사용된 상기 용어 "Fv-[0168]

Fc"는 단일 항원에 결합하는 중쇄가변부위(VH) 및 경쇄가변부위(VL)을 이종이중체 중쇄불변부위 쌍 단백질의 N-

말단 또는 C-말단에 융합하여 단일 항원에 1가(monovalent) 형태로 결합할 수 있는 항체를 의미한다. 

또한, 본 발명에서 사용된 상기용어 "mAb-Fv"는 전형적인 형태의 IgG 중쇄 C-말단에 중쇄가변부위(VH) 및 경쇄[0169]

가변부위(VL)이 각각 융합하여, 항원에 3가(trivalent) 형태로 결합할 수 있는 항체, 또는 mAb항원에 2가로 Fv

항원에 1가로 결합할 수 있는 이중특이성 항체를 의미한다.

또한, 본 발명에서 사용된 상기 용어 "항체불변부위 융합 단백질(Protein-Fc)"은 본 발명에 따른 이종이중체 중[0170]

쇄불변부위 쌍 단백질의 N-말단 또는 C-말단에 특정 단백질과 결합할 수 있는 세포막 수용체 세포외 도메인, 펩

타이드, 단일도메인 항체, 리간드, 독소 등이 융합되어, 1종 또는 2종의 단백질을 특이적으로 인지할 수 있는

융합 단백질을 의미한다.

또한, 본 발명의 일 양상은 상기 이종이중체 중쇄불변부위 쌍, 이중특이성 항체, 1가 항원 결합 항체 또는 융합[0171]

단백질을 포함하는 약학적 조성물을 제공한다. 

본 발명에 의해 제조된 이중특이성 항체 또는 융합 단백질은 종양, 혈관신생 관련 질환 또는 면역질환과 관련된[0172]

항원 또는 단백질을 특이적으로 표적할 수 있으므로, 상기 질환을 치료 또는 예방할 수 있는 약학적 조성물에

유용하게 쓰일 수 있다. 

이때, 본 발명에 의해 제조된 이중특이성 항체 또는 융합 단백질을 포함하는 약학적 조성물은 하나의 단백질에[0173]

의해 발병 기전이 유도되는 것이 아닌, 여러 단백질이 중복적, 우회적, 단계적으로 작용하여, 발생하는 종양 또

는 면역질환과 관련된 2종의 항원을 동시에 표적할 수 있으므로, 1종의 표적 단백질만 표적하는 단일클론항체를

포함하는 약학적 조성물에 비해 질환의 치료 효과를 높일 수 있다. 

본 발명에서 사용되는 용어, "치료"란 본 발명의 조성물의 투여에 의해 질환에 의한 증세가 호전되거나 이롭게[0174]

변경되는 모든 행위를 의미한다. 

본 발명의 상기 약학적 조성물은 암, 혈관신생관련 질환 또는 면역질환의 치료 또는 예방에 이용될 수 있다. [0175]

암의 경우, 그 종류에 제한은 없으나, 예를 들어, 편평상피세포암, 소세포폐암, 비소세포폐암, 폐의 선암, 폐의[0176]

편평상피암, 복막암, 피부암, 피부 또는 안구내 흑색종, 직장암, 항문부근암, 식도암, 소장암, 내분비선암, 부

갑상선암, 부신암, 연조직 육종, 요도암, 만성 또는 급성 백혈병, 림프구 림프종, 간세포암, 위장암, 췌장암,

등록특허 10-1851380

- 17 -



교아종, 경부암, 난소암, 간암, 방광암, 간종양, 유방암, 결장암, 대장암, 자궁내막 또는 자궁암, 침샘암, 신장

암, 간암, 전립선암, 음문암, 갑상선암, 간암 또는 두경부암일 수 있다.

상기 혈관신생 관련 질병은 그 종류에는 제한이 없으나, 예를 들어, 당뇨병성 망막증, 황반변성, 노인성 황반변[0177]

성, 미숙아 망막증, 각막이식 거부, 신생혈관성 녹내장 및 후수정체 섬유증식증, 유행성 각결막염, 비타민 A 결

핍, 콘택트 렌즈 과도착용, 아토피성 각막염, 상각막윤부 각막염, 익상편 건선 각막염, 쇼그렌 증후군, 홍반성

여드름,  플릭텐성  각결막염,  매독,  마이코박테리아  감염,  지방  변성증,  화학적  화상,  세균성  궤양,  진균성

궤양, 허피스 단순포진 감염, 대상포진 감염, 원충 감염, 카포시 육종, 무렌 궤양, 테리엔 변연성 각막변성증주

변성 각질용해증, 정신적 외상, 류마티스성 관절염, 전신성 홍반, 다발성 동맥염, 베게너 유육종증, 공막염, 스

티브 존슨병, 주변반흔성 방사상 각막절개술 또는 각막 이식 거부등 일 수 있다. 

면역질환은 장기이식 합병증, 류마티스 관절염(Rheumatoid Arthritis), 다발성 화증((Multiple Sclerosis), 중[0178]

증  근무력증(Myasthenia  gravis),  그레브스  병(Grave'  s  Disease),  하시모토씨  갑상선염(Hashimoto'  s

Thyroiditis),  애디슨병(Addison'  s  Disease),  백반증(Vitilligo),  경피증(Scleroderma),  굿패스쳐  신드롬

(Goodpasture syndrome), 베제트병(Becet' s Disease), 크론병(Crohn' s Disease), 강직성 척추염(Ankylosing

Spondylitis),  포도막염(Uveitis),  혈소판  감소성  자반증  (Thrombocytopenic  purpura),  심상성  천포창

(Pemphigus vulgaris), 소아당뇨병(Diabetes), 자가면역성 용혈성 빈혈(Autoimmune Anemia), 크라일로글로불린

증(Cryoglobulinemia), 부신백질이영양증(ALD), 전신성 홍반성 낭창(Systemic Lupus Erythematosus, SLE) 등일

수 있으며, 그 종류에 제한은 없다. 

본 발명에 따른 상기 약학적 조성물을 제제화할 경우, 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제,[0179]

계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를 사용하여 제조된다.

경구투여를 위한 고형 제제에는 정제, 환자, 산제, 과립제, 캡슐제, 트로키제 등이 포함되며, 이러한 고형 제제[0180]

는 하나 이상의 본 발명로 표시되는 화합물에 적어도 하나 이상의 부형제 예를 들면, 전분, 탄산칼슘, 수크로오

스 또는 락토오스 또는 젤라틴 등을 섞어 조제된다. 또한, 단순한 부형제 외에 마그네슘 스티레이트 탈크 같은

윤활제들도 사용된다. 경구 투여를 위한 액상 제제로는 현탁제, 내용액제, 유제 또는 시럽제 등이 해당되는데,

흔히 사용되는 단순 희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제,

보존제 등이 포함될 수 있다.

비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁용제, 유제, 동결건조제제, 좌제 등이 포함된다.[0181]

비수성용제, 현탁용제로는 프로필렌글리콜, 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이트[0182]

와  같은  주사  가능한  에스테르  등이  사용될  수  있다.  좌제의  기제로는  위텝솔(witepsol),  마크로골,  트윈

(tween) 61, 카카오지, 라우린지, 글리세롤, 젤라틴 등이 사용될 수 있다.

본 발명의 조성물은 목적하는 방법에 따라 경구 투여하거나 비경구투여(예를 들어, 정맥 내, 피하, 복강 내 또[0183]

는 국소에 적용)할 수 있으며, 투여량은 환자의 상태 및 체중, 질병의 정도, 약물형태, 투여경로 및 시간에 따

라 다르지만, 당업자에 의해 적절하게 선택될 수 있다.

본 발명에 따른 조성물은 약학적으로 유효한 양으로 투여한다. 본 발명에 있어서, "약학적으로 유효한 양"은 의[0184]

학적 치료에 적용 가능한 합리적인 수혜/위험 비율로 질환을 치료하기에 충분한 양을 의미하며, 유효용량 수준

은 환자의 질환의 종류, 중증도, 약물의 활성, 약물에 대한 민감도, 투여 시간, 투여 경로 및 배출 비율, 치료

기간, 동시 사용되는 약물을 포함한 요소 및 기타 의학 분야에 잘 알려진 요소에 따라 결정될 수 있다. 본 발명

의 조성물은 개별 치료제로 투여하거나 다른 치료제와 병용하여 투여될 수 있고 종래의 치료제와는 순차적 또는

동시에 투여될 수 있으며, 단일 또는 다중 투여될 수 있다. 상기한 요소들을 모두 고려하여 부작용 없이 최소한

의 양으로 최대 효과를 얻을 수 있는 양을 투여하는 것이 중요하며, 이는 당업자에 의해 용이하게 결정될 수 있

다.

구체적으로, 본 발명에 따른 화합물의 유효량은 환자의 나이, 성별, 체중에 따라 달라질 수 있으며, 일반적으로[0185]

는 체중 1 당 0.01g 내지 100 mg, 바람직하게는 0.01 g 내지 10 mg을 매일 또는 격일 투여하거나 1일 1 내지 3

회로 나누어 투여할 수 있다. 그러나 투여 경로, 비만의 중증도, 성별, 체중, 연령 등에 따라서 증감될 수 있으

므로 상기 투여량이 어떠한 방법으로도 본 발명의 범위를 한정하는 것은 아니다.
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또한,  본  발명은  하기의  단계를  포함하는  이종이중체  중쇄불변부위  쌍  ((hinge-CH2-CH3A)  ×  (hinge-CH2-[0186]

CH3B)) 단백질을 제조하는 방법을 제공할 수 있다:

1) 상기 제조된 CH3 도메인 변이체 쌍을 항체 중쇄불변부위 야생형 힌지 (hinge)-CH2 도메인의 C-말단에 각각[0187]

융합한 핵산 (nucleic acids)을 클로닝한 재조합 중쇄불변부위 쌍 단백질 발현벡터를 제조하는 단계;

2) 상기 제조된 발현벡터를 세포에 공동 형질전환하여 재조합 중쇄불변부위 쌍 단백질을 발현하는 단계; 및[0188]

3) 상기 공동 발현된 재조합 중쇄불변부위 쌍 단백질을 정제 및 회수하는 단계.[0189]

또한,  본  발명은  상기  방법을  통해  제조된  이종이중체  중쇄불변부위  쌍((hinge-CH2-CH3A)  ×  (hinge-CH2-[0190]

CH3B)) 단백질을 제공할 수 있다. .

발명의 효과

본 발명에 따른 이종이중체 중쇄 형성능 평가시스템은 효모 세포 표면 발현 시스템을 이용하여 제작된 것으로[0191]

이를 이용하여 이종이중체 중쇄 형성이 선호되는 돌연변이체의 고속선별이 가능하다.

또한, 본 발명에 따른 인간 항체 이종이중체 중쇄불변부위 라이브러리는 효모접합을 이용하여 각각의 CH3 도메[0192]

인에 서로 다른 돌연변이를 동시에 도입한 것으로 CH3 도메인 상호작용면에 다양한 종류의 비공유결합이 형성된

돌연변이체들을 포함하고 있다.

또한, 본 발명에 따른 인간 항체의 중쇄불변부위의 CH3 도메인 변이체 쌍은 인간 항체 이종이중체 중쇄불변부위[0193]

라이브러리의 고속선별을 이용하여 제작된 것으로, 동종이중체의 형성은 최소화하고, 이종이중체의 형성 수율을

80-95% 이상의 고수율로 제조할 수 있으며, 상기 CH3 도메인 변이체 쌍을 이용해 제조된 이종이중체 중쇄불변부

위 쌍 단백질은 동물 세포에서 발현 생산 시, 원래 야생형 항체의 발현, 생산 수율 및 열역학적 안정성과 비슷

하거나, 향상된 특성을 가지게 된다. 

또한, 본 발명에 따른 인간 항체의 중쇄불변부위의 CH3 도메인 변이체 쌍을 이용해 제조된 이종이중체 중쇄불변[0194]

부위 쌍 단백질은 원래 야생형 항체가 지니는 중쇄불변부위 (Fc)의 고유기능, 즉 FcRn (neonatal Fc receptor)

과의 결합성이 유지되어, 혈액 내 긴 반감기 (long serum half-life)를 가지게 되고, 정제과정에서의 결합부위

(protein A 및 protein G)가 보존된다는 이점이 있다.

또한, 본 발명에 따른 인간 항체의 중쇄불변부위의 CH3 도메인 변이체 쌍을 이용해 제조된 이종이중체 중쇄불변[0195]

부위 쌍 단백질은 CH3 변이체 각각을 따로 발현하여 다시 합성하지 않고, 한 세포에서 동시에 발현하여, 고효율

로 이종이중체 중쇄불변부위를 80-95% 정도 이상의 고수율로 생산할 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 효모 접합을 이용하여 인간항체 이종이중체 중쇄불변부위를 효모 세포 표면에 발현시키는 전략에 대한[0196]

모식도이다. 

도 2는 이종이중체 중쇄불변부위 효모 세포 표면 발현 시스템에 사용되는 효모 세포 표면 발현 벡터의 도식도이

다.

도 3은 이종이중체 중쇄불변부위 효모 세포 표면 발현 시스템에 사용되는 효모 세포 외 분비벡터의 도식도이다.

도 4A는 이종이중체 중쇄불변부위 형성 수율이 각기 다른 CH3 도메인 돌연변이체 쌍을 발현하는 이배체 효모 세

포 표면에 고정된 secreted FcCH3B를 탐지한 PE 신호 값을 나타낸 히스토그램이며, 도 4B는 히스토그램의 양성

피크에서의 평균형광감도를 EW-RVT CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 PE 신호 값과 비교하여 (EW-RVT의 평균형광감도

를 100%로 정규화) 정량화 한 자료이다. 

도 5는 CH3 도메인 상호작용면에 돌연변이를 도입하여 이종이중체 형성 수율이 높은 CH3 도메인 돌연변이체 쌍

을 얻기 위한 라이브러리 구축 전략을 나타낸 모식도이다. 
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도 6A는 LibA1 라이브러리 및 LibB1 라이브러리를 부유화한 후 효모 세포 표면에 고정된 secreted FcCH3B를 탐지

한 PE 신호 값을 측정한 평균형광감도를 EW-RVT CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 PE 신호값과 비교하여 (EW-RVT의

평균형광감도를 100%로 정규화) 나타낸 자료이다. 

도 6B는 LibA1 라이브러리에서 선별된 4개의 개별클론 (A107, A108, A109, A146) 및 LibB1 라이브러리에서 선

별된 3개의 개별클론 (B121, B135, B168)의 secreted FcCH3B를 탐지한 PE 신호 값을 측정한 평균형광감도를 EW-

RVT CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 PE 신호값과 비교하여 (EW-RVT의 평균형광감도를 100%로 정규화) 나타낸 자료

이다. 

도 7은 scFv-FcCH3A/FcCH3B 동시 발현 시스템을 나타낸 모식도이다. 

도 8은 LibA1 라이브러리에서 선별된 4개의 개별클론 (A107, A108, A109, A146) 및 LibB1 라이브러리에서 선별

된 3개의 개별클론 (B121, B135, B168)을 포함하는 scFv-FcCH3A/FcCH3B 이종이중체 단백질을 정제 한 후, 5 μg을

12% 비환원성 조건으로 SDS-PAGE 상에서 분석한 자료이다. 

도 9는 A107 및 B168 돌연변이체 쌍에 대하여 트랜스펙션 시 첨가하는 pcDNA3.1(+)-scFv-FcCH3A 및 pcDNA3.1(+)-

FcCH3B 플라스미드의 몰 비율을 다르게 하여 scFv-FcCH3A/FcCH3B 이종이중체 단백질을 정제하여 비환원성 조건으로

SDS-PAGE 상에서 분석한 자료이다.

도 10은 W-VT 돌연변이 부위가 야생형 아미노산으로 치환된 돌연변이 쌍 4종 (A107w/oW-VT, A109w/oW-VT, A146w/oW-VT,

B168w/oW-VT) 및 대조군인 W-VT, EW-RVT를 포함하는 scFv-FcCH3A/FcCH3B 이종이중체 단백질을 정제 한 후, 5 μg을

12% 비환원성 조건으로 SDS-PAGE 상에서 분석한 자료이다. 

도 11은 도 8과 도 10에서 서술된 scFv-FcCH3A/FcCH3B 이종이중체를 반복하여 발현 정제 후, SDS-PAGE 상의 각 밴

드 밀도를 분석하여 이종이중체 형성 수율을 정량적으로 나타낸 자료이다. 

도 12A는 A107 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타

낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 K370E, K409W 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 E357N, D399V,

F405T 돌연변이가 도입되었다. 

도 12B는 A108 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타

낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 K370E, K409W 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 E357I, S364T,

D399V, F405T 돌연변이가 도입되었다. 

도 13A는 A109 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타

낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 K370M, K409W 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 E357M, S364W,

D399V, F405T 돌연변이가 도입되었다. 

도 13B는 A146 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타

낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 K370D, K409W 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 E357M, D399V,

F405T 돌연변이가 도입되었다. 

도 14A는 B121 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타

낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 D399E, K409W 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 K392E, D399V,

F405T 돌연변이가 도입되었다. 

도 14B는 B135 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타

낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 D399L, K409W 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 K392S, K409L,

D399V, F405T 돌연변이가 도입되었다. 

도 15는 B168 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타낸

것이다. 한쪽 CH3  도메인에서 D399L,  K409W  돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3  도메인에서 K392G,  K409M,

D399V, F405T 돌연변이가 도입되었다.

도 16은 A107w/oW-VT와 B168w/oW-VT 돌연변이체 쌍을 기반으로 하여 LibA2 라이브러리 및 LibB2 라이브러리 구축 전

략을 나타낸 모식도이다. 
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도 17A는 LibA2 라이브러리 및 LibB2 라이브러리를 부유화한 후 효모 세포 표면에 고정된 secreted FcCH3B를 탐

지한 PE 신호 값을 측정한 평균형광감도를 EW-RVT CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 PE 신호값과 비교하여 (EW-RVT의

평균형광감도를 100%로 정규화) 나타낸 자료이다. 

도 17B는 LibA2 라이브러리에서 선별된 4개의 개별클론 (A205, A210, A216, A241) 및 LibB2 라이브러리에서 선

별된 6개의 개별클론 (B212, B215, B235, B239, B240, B256)의 secreted FcCH3B를 탐지한 PE 신호 값을 측정한

평균형광감도를 EW-RVT CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 PE 신호값과 비교하여 (EW-RVT의 평균형광감도를 100%로 정

규화) 나타낸 자료이다.

도 18A는 LibA2 라이브러리 및 LibB2 라이브러리에서 선별된 10개의 돌연변이 쌍 및 대조군 (EW-RVT, A107w/oW-

VT, A107, B168w/oW-VT, B168)을 포함하는 scFv-FcCH3A/FcCH3B 이종이중체 단백질을 정제 한 후, 5 μg을 12% 비환원

성 조건으로 SDS-PAGE 상에서 분석한 자료이다.

도 18B는 도 18A에서 서술된 scFv-FcCH3A/FcCH3B 이종이중체를 반복하여 발현 정제 후, SDS-PAGE 상의 각 밴드 밀

도를 분석하여 이종이중체 형성 수율을 정량적으로 나타낸 자료이다. 

도  19는  A205  및  B235  돌연변이체  쌍에  대하여  트랜스펙션  시  첨가하는  pcDNA3.1(+)-scFv-FcCH3A  및

pcDNA3.1(+)-FcCH3B 플라스미드의 몰 비율을 다르게 하여 scFv-FcCH3A/FcCH3B 이종이중체 단백질을 정제하여 비환원

성 조건으로 SDS-PAGE 상에서 분석한 자료이다.

도 20A은 A205 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타

낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 E357D, S364W, K370E 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 E357N,

K370R 돌연변이가 도입되었다. 

도 20B은 A210 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타

낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 E357A, S364Y, K370E 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 E357N,

K370H 돌연변이가 도입되었다. 

도 21A은 A216 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타

낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 E357G, S364W, K370E 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 E357N

돌연변이가 도입되었다. 

도 21B은 A241 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타

낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 E357N, S364W, K370E 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 E357N

돌연변이가 도입되었다. 

도 22A은 B212 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타

낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 K392I, D399L 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 D399G, K392G,

K409M 돌연변이가 도입되었다. 

도 22B은 B215 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타

낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 K392R, K409R, D399L 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 D399W,

K392G, K409M 돌연변이가 도입되었다. 

도 23A은 B235 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타

낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 K392C, D399L 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 D399C, K392G,

K409M 돌연변이가 도입되었다. 

도 23B은 B239 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타

낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 K392L, D399L 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 D399S, K392G,

K409M 돌연변이가 도입되었다. 

도 24A은 B240 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타

낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 K392S, K409R, D399L 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 D399G,

K392G, K409M 돌연변이가 도입되었다. 

도 24B은 B256 돌연변이 쌍을 포함하는 돌연변이체의 CH3 도메인 상호작용면을 모델링을 통하여 예측하여 나타
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낸 것이다. 한쪽 CH3 도메인에서 K392N, D399L 돌연변이가 도입되었고, 다른 쪽 CH3 도메인에서 D399V, K392G,

K409M 돌연변이가 도입되었다. 

도 25는 열안정성 평가 및 FcRn 결합능 평가에 사용된 중쇄불변부위 이중체인 FcCH3A-FcCH3B을 모식화한 자료이다.

도 26은 야생형 중쇄불변부위와 라이브러리에서 선별된 돌연변이 쌍을 각각 포함한 중쇄불변부위 이중체 (Fc-

A107, Fc-B168, Fc-A205, Fc-B235)를 생산하여 12% 비환원성 조건 및 환원성 조건에서 SDS-PAGE 상에서 분석한

자료이다. 

도 27은 도 26에서 생산한 중쇄불변부위 돌연변이체를 크기배제크로마토그래피 컬럼을 이용하여 HPLC 분석을 수

행한 결과이다. 

도 28은 도 26에서 생산한 야생형 중쇄불변부위와 중쇄불변부위 돌연변이체의 시차주사 열용량 분석 결과와 CH2

도메인 및 CH3 도메인의 최대열용량온도를 나타낸 자료이다. 

도 29는 SPR을 이용하여 도 26에서 생산한 야생형 중쇄불변부위와 중쇄불변부위 돌연변이체의 FcRn에 대한 결합

능을 분석한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 실시예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나, 하기의 실시예는 본 발명을 보다 쉽게 이해[0197]

하기 위하여 제공되는 것으로 본 발명의 범위가 이들 실시예에 한정되는 것은 아니다.

실시예 1: 인간항체 이종이중체 중쇄불변부위 효모 세포 표면 발현 시스템 구축[0198]

Directed evolution을 이용하여 인간 CH3도메인 이종이중체를 고수율로 형성하는 CH3 도메인 돌연변이체 쌍을[0199]

선별하기 위하여 이종이중체 형성 수율을 정량적으로 평가하는 시스템을 구축하였다. 도 1은 효모 접합을 이용

하여 인간항체 이종이중체 중쇄불변부위를 효모 세포 표면에 발현시키는 전략에 대한 모식도이다. 구체적으로

CH3A  도메인이 포함된 중쇄불변부위 (displayed  FcCH3A)를  효모 세포 표면 발현벡터 (pCTCON)  (Kim  et  al.,

2007)에  제한효소 NheI/BamHI을  사용하여 클로닝하여 pCTCON-Displayed  FcCH3A  벡터 (도  2)를  구축하였으며,

CH3B 도메인이 포함된 중쇄불변부위 (secreted FcCH3B)를 효모 세포 외 분비벡터 (pSEC2) (Baek et al. 2014)에

제한효소 EagI/AflII를 사용하여 클로닝하여 pSEC2-Secreted  FcCH3B  벡터 (도 3)를 구축하였다. 이 때 구축한

displayed FcCH3A 및 secreted FcCH3B는 인간 항체 중쇄의 hinge-CH2-CH3 부분을 포함하고 있으며 (잔기 225-447,

EU number), 동종이중체화를 피하기 위하여 hinge 부분 (THTCPPCP)의 Cys를 Ser으로 치환 (THTSPPSP)하였다.

또한 효모 발현 시 과다한 글라이코실화를 막기 위하여 중쇄불변부위의 N-글라이코실화 부분인 Asn297을 Gln으

로 치환 (Asn297Gln)하였다.

구축한 pCTCON-Displayed FcCH3A 벡터는 JAR200 (MATa, Trp
+
, Ura

-
) 효모균주에 전기천공법을 이용하여 형질전환[0200]

하여 선택배지인 SDCAA+Ura (20 g/L glucose, 6.7 g/L yeast nitrogen base without amino acids, 5.4 g/L

Na2HPO4,  8.6  g/L  NaH2PO4,  5  g/L  casamino  acids,  0.2  mg/L  uracil)  (Sigma-Aldrich)에서  선별하였으며,

pSEC2-Secreted FcCH3B 벡터는 YVH10 (MATα, Trp
-
, Ura

+
) 효모균주에 전기천공법을 이용하여 형질전환하여 선택

배지인 SDCAA+Trp (20 g/L glucose, 6.7 g/L yeast nitrogen base without amino acids, 5.4 g/L Na2HPO4, 8.6

g/L NaH2PO4, 5 g/L casamino acids, 0.4 mg/L tryptophan) (Sigma-Aldrich)에서 선별하였다. 

선별 배양한 2종의 효모는 효모접합 하였다. 구체적으로 효모 접합의 경우, 선별된 두 종의 효모를 각각 1.5×[0201]

10
7
 씩 섞고, YPD (20 g/L dextrose, 20 g/L peptone, 10 g/L yeast extract, 14.7 g/L sodium citrate, 4.29

g/L citric acid, pH 4.5) (Sigma-Aldrich) 배지로 3회 세척 후, YPD 배지 100 μl로 재부유하여 YPD 플레이트

에 도말 후 30℃에서 6시간 동안 배양한다. 이 후 효모 도말 부위를 선택배지인 SDCAA (20 g/L glucose, 6.7

g/L yeast nitrogen base without amino acids, 5.4 g/L Na2HPO4, 8.6 g/L NaH2PO4, 5 g/L casamino acids)

(Sigma-Aldrich)로 3회 세척 후 최종 효모 농도가 1×10
6
 이하가 되도록 SD-CAA 배지에 재부유 하여 30℃에서

24시간 동안 배양하여 접합된 이배체 (diploid)만 선별한다. 선별된 이배체는 SGCAA (20 g/L galactose, 6.7
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g/L yeast nitrogen base without amino acids, 5.4 g/L Na2HPO4, 8.6 g/L NaH2PO4, 5 g/L casamino acids)

(Sigma-Aldrich) 배지를 이용하여 displayed FcCH3A와 secreted FcCH3B의 발현을 유도하였다. 이 때 세포 외로 분

비된 secreted FcCH3B는 효모 세포 표면에 발현된 displayed FcCH3A와 비공유결합을 통해 조합됨으로써 이종이중체

중쇄불변부위가 효모 세포 표면에 형성된다. 

상기 기술한 이종이중체 중쇄불변부위의 효모 세포 표면 발현 시스템은 이배체가 발현한 중쇄불변부위의 이종이[0202]

중체 형성 수율을 평가하는 데 이용된다. 구체적으로 이배체가 발현하는 중쇄불변부위의 이종이중체 형성이 동

종이중체  형성보다  우세할  경우에는  효모  세포  외로  분비된  secreted  FcCH3B가  효모  세포  표면에  발현된

displayed FcCH3A와 조합되어 세포 표면에 고정되므로 효모 세포 표면에서 secreted FcCH3B가 탐지된다. 반면 이배

체가 발현하는 중쇄불변부위의 동종이중체 형성이 이종이중체 형성보다 우세할 경우에는 secreted FcCH3B는 효모

세포 표면에 고정되지 못하고 배지 상으로 배출되므로 효모 세포 표면에서 탐지되지 않는다. 따라서 효모 세포

표면에 고정된 secreted FcCH3B의 탐지레벨을 통해 이배체가 발현하는 중쇄불변부위의 이종이중체 수율을 비교할

수 있다.

실시예 2: 인간항체 이종이중체 중쇄불변부위 효모 세포 표면 발현 시스템의 평가[0203]

실시예 1에서 구축한 이종이중체 형성 수율 평가 시스템을 확인하기 위하여 이종이중체 중쇄불변부위 형성 수율[0204]

이 각기 다른 CH3  도메인 돌연변이체 쌍을 상기한 방법으로 이배체를 제작한 후  효모  세포 표면에 고정된

secreted FcCH3B의 탐지레벨을 측정하였다 (도 4). 사용한 CH3 도메인 돌연변이체 쌍으로는 W-VT (~61%) (Choi

et al., 2013), EW-RVT (~ 91%) (Choi et al., 2013), KiH (~86%) (Atwell et al., 1997)을 이용하였고, 대조

군으로 야생형 중쇄불변부위와 KiH의 hole-hole 돌연변이체 쌍을 이용하였다. 표 1은 사용한 CH3 도메인 돌연변

이체 쌍의 서열을 표기하였다.

표 1

[0205]

이종이중체 중쇄불변부위 효모 세포 표면 발현 시스템 평가에 사용한 CH3 도메인 돌연변이체 쌍 서열[0206]

구체적으로 이종이중체 중쇄불변부위의 발현이 유도된 이배체와 secreted FcCH3B에 포함된 Flag-tag을 인지하는[0207]

항체 (anti-Flag mouse mAb, F3165) (Sigma-Aldrich) 및 PE가 접합된 항체 (phycoerythrin conjugated anti-

mouse mAb, sc-3738) (Santa Cruze biotechnology)와 반응시킨 후 유세포 분석기 (flow cytometry)로 PE 신호

값을 분석하였다. 도 4A는 각기 다른 CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 FACS Caliber (Becton & Dickinson)를 이용

하여 측정된 PE 신호 값을 나타낸 히스토그램이며, 도 4B는 히스토그램의 양성 피크에서의 평균형광감도 (MFI,

mean fluorescence intensity)를 EW-RVT CH3 도메인 돌연변이체 쌍과 비교하여 (EW-RVT의 평균형광감도를 100%

로 정규화) 나타낸 자료이다. 이종이중체 형성이 선호되는 돌연변이체 쌍을 발현하는 이배체는 대조군에 비해

높은 정도의 PE 신호 값을 나타내며, 기술되어있는 이종이중체 형성 수율과 비례한다. 이 결과는 효모 세포 표

면의 secreted FcCH3B의 탐지 정도와 이종이중체 중쇄불변부위 형성 수율간의 상관관계가 있음을 의미 하며, 이

를 통해 이종이중체 중쇄불변부위 효모 표면 발현 시스템을 이용하여 이종이중체 중쇄불변부위의 형성 수율을

평가할 수 있음을 의미한다.
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실시예 3: 인간 항체 이종이중체 중쇄불변부위 돌연변이체 쌍 조합 라이브러리 구축 전략[0208]

상기 기술한 이종이중체 중쇄불변부위 효모 세포 표면 발현 시스템을 이용하여, CH3 도메인 상호작용면에 돌연[0209]

변이를 도입한 이종이중체 중쇄불변부위 돌연변이 쌍 조합 라이브러리를 구축하였다. 돌연변이 쌍이 도입되는

부위로는  중쇄불변부위  단백질의  안정성에  영향을  주는  소수성  코어  부위  (L351,  T366,  L368,  Y407)는

보존하고, 소수성 코어 부위 가장자리에 위치한 2 쌍의 정전기적 결합 쌍 (K370-E357/S364와 D399-K392/K409)을

선정하였다.  상기의  2쌍의  정전기적  인력은  야생형  중쇄불변부위의  이중체  형성에  기여한다고  알려져  있다

(Gunasekaran et al., 2010; Choi et al., 2013). 따라서 상기의 정전기적 인력을 가지는 잔기를 CH3A 도메인

과 CH3B 도메인 간의 선택적인 상호작용을 유도하는 잔기로 치환함으로써, 이종이중체 중쇄불변부위 형성 수율

을 증진시키고자 하였다.

도 5는 CH3 도메인 상호작용면에 돌연변이를 도입하여 이종이중체 형성 수율이 높은 CH3 도메인 돌연변이체 쌍[0210]

을 얻기 위한 라이브러리 구축 전략을 나타낸 모식도이다. 구체적으로 우선 이종이중체 형성 수율이 약 61%인

W-VT 돌연변이체 쌍 (Choi et al., 2013)을 기반으로, W-VT 돌연변이 부위 (K409WCH3A-D399V/F405TCH3B)의 반대

쪽에 위치한 2쌍의 정전기적 결합 쌍 K370CH3A-E357/S364CH3B와 D399CH3A-K392/K409CH3B에 각각 돌연변이를 도입하여

2  종의  라이브러리를  디자인하였으며,  K370CH3A,  E357CH3B,  S364CH3B에  돌연변이를  도입한  LibA1  라이브러리와

D399CH3A, K392CH3B, K409CH3B에 돌연변이를 도입한 LibB1 라이브러리를 구축하였다. 이 때 돌연변이 부위에 변이되

는 아미노산은 DNB가 들어가도록 하였다. DNB는 첫 번째에 D (D=A, G, T), 두 번째에 N(N=A, T, C, G), 세 번

째에 B(B=C, G, T)를 코딩하며, 이를 통해 55.6% 확률로 비극성아미노산 (Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Tyr,

Trp,  Cys,  Met),  27.8%  확률로 비전하/극성아미노산 (Ser,  Thr,  Asn),  13.9%  확률로 양전하/음전하아미노산

(Asp, Glu, Lys, Arg), 2.8% 확률로 종결코돈으로 치환될 수 있으며, Pro, His, Gln으로는 치환될 수 없다.

LibA1 라이브러리 및 LibB1 라이브러리의 제작을 위해서 우선 각각 CH3A 도메인 변이체를 포함하는 displayed[0211]

FcCH3A 라이브러리와 CH3B 도메인 변이체를 포함하는 secreted FcCH3B 라이브러리를 제작하였다. 각 라이브러리의

유전자는 하기 표 2의 프라이머를 사용하여 overlapping PCR을 수행해 제작하였으며, Displayed FcCH3A 라이브러

리 유전자 (5 μg)는 NheI/BamHI 제한효소가 처리된 효모표면 발현 벡터 pCTCON-displayed FcCH3A (1 μg)와 섞

어서 JAR200  (MATa) 효모균주에 형질 전환하여 상동성 접합 (homologous recombination)을 통해 구축하였다.

Secreted  FcCH3B  라이브러리 유전자 (5  μg)는 EagI/AflII  제한효소가 처리된 효모 세포 외 분비벡터 pSEC2-

secreted FcCH3B (1 μg)와 섞어서 YVH10 (MATα) 효모균주에 형질 전환하여 상동성 접합을 통해 구축하였다. 

표 2

[0212]
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LibA1 라이브러리 및 LibB1 라이브러리 구축에 사용된 프라이머의 올리고뉴클레오타이드 염기서열[0213]

각각의 반수체 라이브러리간의 효모접합을 통해 LibA1 및 LibB1 돌연변이 쌍 조합 라이브러리를 제작하였으며,[0214]

이와 같은 효모접합의 자세한 방법은 실시예 1에 기술되어있다. 구축한 라이브러리 크기는 계단식 희석을 한 후

선택 배지에 자란 콜로니의 수를 측정하여 확인하였으며, LibA1은 약 3.0×10
7
, LibB1은 약 2.8×10

7
으로 모두

이론적인 라이브러리 사이즈인 5×10
3
을 초과하도록 제작되었다.

실시예 4: 인간 항체 이종이중체 중쇄불변부위 돌연변이체 쌍 조합 라이브러리 LibA1 및 LibB1에서 이종이중체[0215]

중쇄불변부위 고효율 형성을 유도하는 CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 선별

상기 구축한 라이브러리 LibA1 및 LibB1에서 이종이중체 중쇄불변부위의 고효율 형성이 유도되는 돌연변이체 쌍[0216]

을 선별하기 위하여,  FACS  (fluorescence  activated  cell  sorting)를 수행하여 효모 세포 표면에 secreted

FcCH3B의 고정화 정도가 높은 효모를 부유화하였다. 구체적으로는 실시예 3에서 구축한 이종이중체 중쇄불변부위

라이브러리가 효모 세포 표면에 발현되도록 한 후,  일차로 생쥐 유래 항-Flag  항체 (anti-Flag  mouse  mAb,

F3165)  (Sigma-Aldrich)로 결합시키고,  이차로 PE가 접합된 항-생쥐 항체 (phycoerythrin  conjugated  anti-

mouse mAb, sc-3738) (Santa Cruze biotechnology)와 반응시킨 후 FACS Aria II 기기 (Becton & Dickinson)를

사용하여 부유화하였다. FACS는 순차적으로 4회 수행하였다. 도 6A는 부유화한 라이브러리에 대해 효모 세포 표

면에 고정된 secreted FcCH3B를 FACS Caliber (Becton & Dickinson)를 이용하여 탐지한 PE 신호 값을 측정한 평

균형광감도 (MFI, mean fluorescence intensity)를 EW-RVT CH3 도메인 돌연변이체 쌍과 비교하여 (EW-RVT의 평

균형광감도를 100%로 정규화) 나타낸 자료이다. 이를 통해 LibA1 및 LibB1 라이브러리의 부유화를 확인하였다.

위와 같은 선별을 통해 효모 세포 표면에 secreted FcCH3B의 고정화 정도가 높은 클론들을 부유화한 후 개별 클[0217]

론들을 얻었다. LibA1 라이브러리에서는 4개의 개별클론 (A107, A108, A109, A146)이, LibB1 라이브러리에서는

3개의 개별클론 (B121, B135, B168)이 분리되었다. 선별된 개별 클론들의 secreted FcCH3B를 탐지한 PE 신호 값

을 측정한 결과 parent W-VT 돌연변이체 쌍과 비교하여 높은 PE 신호 값을 가진 것을 확인하였다 (도 6B).  선

별된 개별클론들의 CH3A  및 CH3B  도메인 쌍의 서열은 효모 콜로니 PCR방법을 이용하여 동정하였으며, 콜로니

PCR 방법은 이미 발표한 논문에 자세하게 기술되어 있다 (Baek et al. 2014). 하기 표 3는 각 LibA1과 LibB1

라이브러리에서 선별된 개별클론들에 도입된 돌연변이 쌍을 정돈한 것이다.

표 3

[0218]
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LibA1 라이브러리 및 LibB1 라이브러리에서 선별된 개별클론들에 도입된 돌연변이 쌍[0219]

실시예 5: LibA1 및 LibB1 라이브러리에서 선별된 CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 이종이중체 중쇄불변부위 형성능[0220]

평가

상기 실시예 4에서 선별된 CH3 도메인 돌연변이체의 이종이중체 형성 수율을 평가하기 위하여, scFv-FcCH3A/FcCH3B[0221]

동시  발현  시스템을  사용하였다.  도  7은  scFv-FcCH3A/FcCH3B  동시  발현  시스템을  나타낸  모식도이다.  scFv-

FcCH3A/FcCH3B 동시 발현 시스템에서 정제된 항체는 scFv-FcCH3A 동종이중체 (103 kDa)와 scFv-FcCH3A/FcCH3B 이종이중

체 (78 kDa), FcCH3B 동종이중체 (53 kDa)의 분자량이 각각 다르게 나타나기 때문에, SDS-PAGE 상에서 이종이중

체의 형성 정도를 비교할 수 있다.

상기  scFv-FcCH3A/FcCH3B  동시  발현  시스템에서  사용한  동물세포 발현벡터인 pcDNA3.1(+)-scFv-hinge-CH2-CH3A[0222]

(scFv-FcCH3A) 벡터 및 pcDNA3.1(+)-hinge-CH2-CH3B (FcCH3B) 벡터는 이미 발표한 논문에서 자세히 기술되어 있다

(Choi et al., 2013; Choi et al., 2015). 상기 실시예 4에서 선별된 개별클론들의 CH3 도메인 변이체 쌍은

CH3A 변이체는 scFv-FcCH3A 포맷으로, CH3B 변이체는 FcCH3B 포맷으로 발현되도록 동물세포 발현벡터에 클로닝 하

였다. 하기 표 4는 구축한 scFv-FcCH3A/FcCH3B 돌연변이체 쌍을 나타낸 것으로, 상기 실시예 4에서 선별된 개별클

론의 CH3 도메인 돌연변이 쌍을 포함하고 있으며, EW-RVT 돌연변이체 쌍을 대조군으로 사용하였다.

표 4

[0223]

LibA1 라이브러리 및 LibB1 라이브러리에서 선별된 돌연변이체의 이종이중체 형성능 평가를 위해 구축한 돌연변[0224]

이 쌍

HEK293-F 시스템 (Invitrogen)을 사용하여 상기 구축된 pcDNA3.1(+)-scFv-FcCH3A 및 pcDNA3.1(+)-FcCH3B 동물세포[0225]

발현벡터를 일시적 트랜스펙션 (transient transfection)을 이용하여 항체를 생산하여 이종이중체 형성능을 비

교하였다. 구체적으로 진탕 플라스크 (Corning)에서 무혈청 FreeStyle 293 발현 배지 (Invitrogen)에서 부유

성장하는 HEK293-F 세포 (Invitrogen)에 발현벡터와 폴리에틸렌이민 (Polyethylenimine, PEI) (Polyscience)의

혼합물로 트랜스펙션 하였다. 진탕 플라스크에 30 ml 트랜스펙션 시, HEK293-F 세포를 1.0×10
6
 세포/ml의 밀도

로 배지 30 ml에 파종하고, 125 rpm, 8% CO2에서 배양하였다. 같은 몰 비율로 상기 구축한 pcDNA3.1(+)-scFv-

FcCH3A 및 pcDNA3.1(+)-FcCH3B 플라스미드 DNA를 FreeStyle 293 발현 배지 (Invitrogen)에 총 75 μg (각 1.25 μ

g/ml)으로 희석하여, PEI 225 μg (7.5 μg/ml)을 희석한 3 ml의 배지와 혼합하여 실온에서 10분 동안 반응시켰

다. 그 후 반응시킨 혼합배지를 앞서 30 ml로 파종한 세포에 넣어 125 rpm, 8% CO2에서 6일동안 배양하였다. 표

준 프로토콜을 참조하여 채취한 세포 배양 상등액을 단백질 A 세파로오스 컬럼 (Protein A Sepharose column)

(GE healthcare)에 적용하여 PBS (pH 7.4)로 세척하였으며, 0.1 M 글라이신 완충액을 이용하여 pH 3.0에서 항

체를  용리한  후  1  M  Tris  완충액을 이용하여 항체를 즉각적으로 중화하였다.  용리한 항체 분획은 Dextran
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Desalting Column (Thermo Scientific Pierce)를 이용하여 PBS (pH7.4)로 완충액을 교환한 후, Amicon Ultra

(MILLIPORE) 원심분리 농축기를 사용하여 농축하였다. 정제된 항체는 BCA 기법을 통해 양을 정량 하였다.

도 8은 상기 정제된 항체 5 μg을 12% 비환원성 조건으로 SDS-PAGE 상에서 분석한 자료이다. scFv-FcCH3A 동종이[0226]

중체는 103 kDa, FcCH3B 동종이중체는 53 kDa, FcCH3B 단량체는 25 kDa에서 관찰되었으며, scFv-FcCH3A/FcCH3B 이종

이중체는 78 kDa에서 관찰되었다. 선별된 클론들은 약 68~93 %의 이종이중체 형성능을 지닌 것을 확인하였다

(표 5). 라이브러리 LibA1에서 선별된 돌연변이체 중 A107은 약 93%의 수율로 대조군인 EW-RVT (~91%) 보다도

높은 정도의 이종이중체 형성능을 지니고 있으며, LibB1에서 선별된 돌연변이체 중 B168은 약 78%의 수율로 높

은 이종이중체 형성능을 지니고 있다. 또한 A107 및 B168 돌연변이체 쌍의 이종이중체 형성은 트랜스펙션 시 첨

가하는 pcDNA3.1(+)-scFv-FcCH3A 및 pcDNA3.1(+)-FcCH3B 플라스미드의 몰 비율에 따라 영향 받는 것을 확인하였다

(도 9).

선별된 개별 클론들은 W-VT 돌연변이 부위 (K409WCH3A-D399V/F405TCH3B)를 포함하고 있기 때문에, 비교적 높은 이[0227]

종이중체 형성능을 지닌 4개의 돌연변이체 (A107, A109, A146, B168)에 대하여 라이브러리 선별을 통해 도입된

돌연변이 쌍 단독의 이종이중체 형성능을 상기한 scFv-FcCH3A/FcCH3B 동시 발현 시스템을 이용하여 분석하였다 (도

10). 이를 위하여 W-VT 돌연변이 부위가 야생형 아미노산으로 치환된 돌연변이 쌍 4종 (A107w/oW-VT, A109w/oW-VT,

A146w/oW-VT, B168w/oW-VT)을 구축하였으며, 하기 표 5는 W-VT 돌연변이 부위가 야생형 아미노산으로 치환된 돌연변

이 쌍의 서열을 나타낸 것이다.

표 5

[0228]

W-VT 돌연변이 부위가 야생형 아미노산으로 치환된 돌연변이체 4종의 이종이중체 형성능 평가를 위해 구축한 돌[0229]

연변이 쌍

도 11 및 표 6은 선별된 돌연변이체 및 W-VT 돌연변이 부위가 야생형 아미노산으로 치환된 돌연변이체가 포함된[0230]

scFv-FcCH3A/FcCH3B  이종이중체를 반복하여 발현 정제 후, Image  J  (Wayne  Rasband,  NIH)  프로그램을 이용하여

SDS-PAGE 상의 각 밴드의 밀도를 분석하여 이종이중체 형성 수율을 정량적으로 나타낸 자료이다. 대조군으로 W-

VT 및 EW-RVT 돌연변이체를 사용하였으며, 결과 값은 3회 이상의 독립적인 실험을 수행한 후 평균±표준편차로

나타내었다.
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표 6

[0231]

라이브러리에서 선별된 돌연변이체 및 W-VT 돌연변이 부위가 야생형 아미노산으로 치환된 돌연변이체의 이종이[0232]

중체 형성 수율 (SDS-PAGE 결과 분석)

표 7은 선별된 돌연변이체의 정제 수율을 나타낸 자료이다. 표 4 및 표 5에 기술한 이종이중체를 상기한 방법으[0233]

로 발현 및 정제하였을 때의 수율을 대조군인 EW-RVT 돌연변이 쌍을 지니는 이종이중체의 정제 수율을 100%로

하여 정규화하여 계산하였다. EW-RVT 이종이중체의 정제수율은 HEK293-F 세포에서 3.1±0.7 mg/트렌스펙션 100

ml  이며,  이종이중체  중쇄불변부위의  발현  및  정제는  3회  이상  반복하여  수행하여  평균±표준편차로

나타내었다. 그 결과 Fc 돌연변이체가 포함된 이종이중체는 대조군과 유사한 정도의 수율을가지고 있었으며, 이

를 통해 라이브러리를 통해 선별된 돌연변이 쌍의 도입은 중쇄불변부위 단백질의 안정성을 크게 저해하지 않는

다고 판단되었다. 

표 7

[0234]

라이브러리에서 선별된 돌연변이체 및 W-VT 돌연변이 부위가 야생형 아미노산으로 치환된 돌연변이체의 정제 수[0235]

율 (HEK293-F 세포, ~6 days expression)
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실시예 6: LibA1 및 LibB1 라이브러리에서 선별된 CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 구조분석[0236]

LibA1 및 LibB1 라이브러리를 통해 선별된 CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 이종이중체 형성이 선호되는 이유를 확[0237]

인하기 위하여 알려진 CH3 도메인 돌연변이체 쌍인 EW-RVT의 단백질 구조 (Choi et al., 2015)를 이용하여 CH3

도메인 상호작용면을 모델링하여 분석하였다. 

○ A107 [CH3A (K370E/K409W) : CH3B (E357N/D399V/F405T)][0238]

야생형의 CH3  도메인 상호작용면에서 한 도메인의 K370은 다른 도메인의 E357  및 S364와 인접해있다. 이 중[0239]

K370과 다른 도메인의 E357간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibA1 라이브러리에서

선별된 A107 돌연변이체는 CH3A 도메인과 CH3B 도메인간의 정전기적 결합이 수소결합으로 치환되어 이종이중체

의 형성을 안정화시킨다 (K370ECH3A-E357NCH3B, K370ECH3A-S364CH3B, Y349CH3A-E357NCH3B). 또한 CH3A 도메인 동종이중

체 형성 시, 정전기적 반발력 (E357CH3A-K370ECH3A)에 의해 형성이 저해되며, CH3B 도메인 동종이중체 형성 시에는

눈에 띄는 반발력은 없지만 기존의 동동이중체 형성에 기여하는 상호작용이 결여되어 있다. 이를 통해 이종이중

체의 형성이 동종이중체의 형성보다 열역학적으로 안정되어 이종이중체의 형성이 선호되게 된다 (도 12A).

○ A108 [CH3A (K370E/K409W) : CH3B (E357I/S364T/D399V/F405T)][0240]

야생형의 CH3  도메인 상호작용면에서 한 도메인의 K370은 다른 도메인의 E357  및 S364와 인접해있다. 이 중[0241]

K370과 다른 도메인의 E357간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibA1 라이브러리에서

선별된 A108 돌연변이체는 CH3A 도메인과 CH3B 도메인간의 정전기적 결합이 비대칭적 정전기적 결합으로 치환되

어 이종이중체의 형성을 안정화시킨다 (K370ECH3A-K409CH3B). 또한 CH3A 도메인 동종이중체 형성 시, 정전기적 반

발력 (E357CH3A-K370ECH3A)에 의해 형성이 저해되며, CH3B 도메인 동종이중체 형성 시에는 눈에 띄는 반발력은 없

지만 기존의 동동이중체 형성에 기여하는 상호작용이 결여되어 있다. 이를 통해 이종이중체의 형성이 동종이중

체의 형성보다 열역학적으로 안정되어 이종이중체의 형성이 선호되게 된다 (도 12B).

○ A109 [CH3A (K370M/K409W) : CH3B (E357M/S364W/D399V/F405T)][0242]

야생형의 CH3  도메인 상호작용면에서 한 도메인의 K370은 다른 도메인의 E357  및 S364와 인접해있다. 이 중[0243]

K370과 다른 도메인의 E357간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibA1 라이브러리에서

선별된 A109 돌연변이체는 CH3A 도메인과 CH3B 도메인간의 정전기적 결합이 공간보완적인 소수성결합으로 치환

되어 이종이중체의 형성을 안정화시킨다 (K370MCH3A-E357M/S364WCH3B). 또한 CH3A 도메인 동종이중체 형성 시, 쌍

을 이루지 못하고 단독으로 존재하는 전하를 지닌 잔기 (E357CH3A)가 존재하며, CH3B 도메인 동종이중체 형성 시

에는 인접한 잔기간의 측쇄에 의해 CH3 도메인 상호작용면내의 공간배치가 어려워진다 (K370CH3B-S364WCH3B). 이를

통해 이종이중체의 형성이 동종이중체의 형성보다 열역학적으로 안정되어 이종이중체의 형성이 선호되게 된다

(도 13A).

○ A146 [CH3A (K370D/K409W) : CH3B (E357M/D399V/F405T)][0244]

야생형의 CH3  도메인 상호작용면에서 한 도메인의 K370은 다른 도메인의 E357  및 S364와 인접해있다. 이 중[0245]

K370과 다른 도메인의 E357간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibA1 라이브러리에서

선별된 A146 돌연변이체는 CH3A 도메인과 CH3B 도메인간의 정전기적 결합이 비대칭적 정전기적 결합으로 치환되

어 이종이중체의 형성을 안정화시킨다 (K370DCH3A-K409CH3B). 또한 CH3A 도메인 동종이중체 형성 시, 정전기적 반

발력 (E357CH3A-K370DCH3A)에 의해 형성이 저해되며, CH3B 도메인 동종이중체 형성 시에는 눈에 띄는 반발력은 없

지만 기존의 동동이중체 형성에 기여하는 상호작용이 결여되어 있다. 이를 통해 이종이중체의 형성이 동종이중

체의 형성보다 열역학적으로 안정되어 이종이중체의 형성이 선호되게 된다 (도 13B).

○ B121 [CH3A (D399E/K409W) : CH3B (K392E/D399V/F405T)][0246]

야생형의 CH3 도메인 상호작용면에서 한 도메인의 D399는 다른 도메인의 K392 및 K409와 인접해있으며, 이 잔기[0247]

간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibB1 라이브러리에서 선별된 B121 돌연변이체는

CH3A 도메인과 CH3B 도메인간의 정전기적 결합이 비대칭적 정전기적결합으로 치환되어 이종이중체의 형성을 안

정화시킨다 (D399ECH3A-K409CH3B). 또한 CH3A 도메인 동종이중체 형성 시, 음이온-π 반발력 (D399ECH3A-K409WCH3A)

에 의해 형성이 저해되며, CH3B 도메인 동종이중체 형성 시에는 쌍을 이루지 못하고 단독으로 존재하는 전하를
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지닌 잔기 (K392ECH3B, K409CH3B)가 존재한다. 이를 통해 이종이중체의 형성이 동종이중체의 형성보다 열역학적으

로 안정되어 이종이중체의 형성이 선호되게 된다 (도 14A).

○ B135 [CH3A (D399L/K409W) : CH3B (K392S/K409L/D399V/F405T)][0248]

야생형의 CH3 도메인 상호작용면에서 한 도메인의 D399는 다른 도메인의 K392 및 K409와 인접해있으며, 이 잔기[0249]

간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibB1 라이브러리에서 선별된 B135 돌연변이체는

CH3A 도메인과 CH3B  도메인간의 정전기적 결합이 공간보완적인 소수성결합으로 치환되어 이종이중체의 형성을

안정화시킨다 (D399LCH3A-K392S/K409LCH3B). 또한 CH3A 도메인 동종이중체 형성 시, 쌍을 이루지 못하고 단독으로

존재하는 전하를 지닌 잔기 (K392CH3A)가 존재하며, CH3B 도메인 동종이중체 형성 시에는 측쇄의 크기가 작은 잔

기가 상호작용면에 위치함에 따른 도메인간 상호작용의 결여 (hole-hole 상호작용면)가 관찰된다. 이를 통해 이

종이중체의  형성이  동종이중체의  형성보다  열역학적으로  안정되어  이종이중체의  형성이  선호되게  된다  (도

14B).

○ B168 [CH3A (D399L/K409W) : CH3B (K392G/K409M/D399V/F405T)][0250]

야생형의 CH3 도메인 상호작용면에서 한 도메인의 D399는 다른 도메인의 K392 및 K409와 인접해있으며, 이 잔기[0251]

간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibB1 라이브러리에서 선별된 B168 돌연변이체는

CH3A 도메인과 CH3B  도메인간의 정전기적 결합이 공간보완적인 소수성결합으로 치환되어 이종이중체의 형성을

안정화시킨다 (D399LCH3A-K392G/K409MCH3B). 또한 CH3A 도메인 동종이중체 형성 시, 쌍을 이루지 못하고 단독으로

존재하는 전하를 지닌 잔기 (K392CH3A)가 존재하며, CH3B 도메인 동종이중체 형성 시에는 hole-hole 상호작용면

이 관찰된다. 이를 통해 이종이중체의 형성이 동종이중체의 형성보다 열역학적으로 안정되어 이종이중체의 형성

이 선호되게 된다 (도 15).

실시예 7: LibA1 및 LibB1 라이브러리에서 선별된 돌연변이체 쌍을 기반으로 한 2차 돌연변이체 쌍 조합 라이브[0252]

러리 구축 전략

LibA1 및 LibB1 라이브러리에서 선별된 돌연변이체 쌍의 이종이중체 형성수율을 향상시키기 위하여 추가적인 2[0253]

차 라이브러리를 구축하였다. 도 16은 상기 실시예 5에서 확인된 W-VT 돌연변이 부위 없이도 높은 이종이중체

형성수율을 지닌 A107w/oW-VT와 B168w/oW-VT 돌연변이체 쌍을 기반으로 한 2차 라이브러리 구축 전략을 나타낸 모식

도이다. 돌연변이 쌍이 도입되는 부위로는 실시예 3에서 구축한 라이브러리에 포함된 돌연변이 부위인 2쌍의 정

전기적 결합 쌍의 대칭적인 위치에 있는 정전기 쌍 (E357/S364-K370과 K392/K409-D399)을 선정하였다. 구체적으

로 LibA1에서 선별된 돌연변이 쌍을 포함한 A107w/oW-VT 변이체 (K370ECH3A-E357NCH3B)의 E357/S364CH3A-K370CH3B 부위

에 돌연변이를 도입한 LibA2 라이브러리와 B168w/oW-VT 변이체 (D399LCH3A-K392G/K409MCH3B)의 K392/K409CH3A-D399CH3B

부위에 돌연변이를 도입한 LibB2 라이브러리를 구축하였다. 이 때 돌연변이 부위에 변이되는 아미노산은 NNK가

들어가도록 하였다. NNK는 첫 번째와 두 번째에 N(N=A, T, C, G), 세 번째에 K(B=G, T)를 코딩하며, 이를 통해

53.1% 확률로 비극성아미노산 (Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Tyr, Trp, Cys, Met), 21.9% 확률로 비전하/극

성아미노산 (Ser, Thr, Asn, Gln), 21.9% 확률로 양전하/음전하아미노산 (Asp, Glu, His, Lys, Arg), 3.1% 확

률로 종결코돈으로 치환될 수 있다.

LibA2 라이브러리 및 LibB2 라이브러리의 제작을 위해서 우선 CH3A 도메인 변이체를 포함하는 displayed FcCH3A[0254]

라이브러리와 CH3B 도메인 변이체를 포함하는 secreted FcCH3B 라이브러리를 제작하였으며, 하기 표 8의 프라이

머를 사용하여 라이브러리 유전자를 증폭하였다.
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표 8

[0255]

LibA2 라이브러리 및 LibB2 라이브러리 구축에 사용된 프라이머의 올리고뉴클레오타이드 염기서열[0256]

LibA2 및 LibB2의 반수체 라이브러리의 제작 및 효모접합을 이용한 이배체 라이브러리의 제작방법은 실시예 3에[0257]

기술한 방법을 사용하였다. 구축한 이배체 라이브러리의 크기는 계단식 희석을 한 후 선택배지에 자란 콜로니의

수를 측정하여 확인하였으며, LibA2는 약 3.3×10
7
, LibB2는 약 3.0×10

7
으로 모두 이론적인 라이브러리 사이즈

인 8×10
3
을 초과하도록 제작되었다.

실시예 8: 2차 돌연변이체 쌍 조합 라이브러리 LibA2 및 LibB2에서 이종이중체 중쇄불변부위 고효율 형성을 유[0258]

도하는 CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 선별

상기 실시예 7에서 구축한 라이브러리 LibA2 및 LibB2에서 이종이중체 중쇄불변부위의 고효율 형성이 유도되는[0259]

돌연변이체 쌍을 선별하기 위하여, FACS를 수행하여 효모 세포 표면에 secreted FcCH3B의 고정화 정도가 높은 효

모를 부유화하였다. 구체적으로는 LibA2 및 LibB2 라이브러리가 효모 세포 표면에 발현되도록 한 후, 일차로 생

쥐 유래 항-Flag 항체 (anti-Flag mouse mAb, F3165) (Sigma-Aldrich)로 결합시키고, 이차로 PE가 접합된 항-

생쥐 항체 (phycoerythrin conjugated anti-mouse mAb, sc-3738) (Santa Cruze biotechnology)와 반응시킨 후

FACS  Aria  II  기기 (Becton  &  Dickinson)를 사용하여 부유화하였다. FACS는 순차적으로 4회 수행하였다. 도

17A는  부유화한  라이브러리에  대해  효모  세포  표면에  고정된  secreted  FcCH3B를  FACS  Caliber  (Becton  &

Dickinson)를 이용하여 탐지한 PE 신호 값을 측정한 평균형광감도를 EW-RVT CH3 도메인 돌연변이체 쌍과 비교하

여 (EW-RVT의 평균형광감도를 100%로 정규화) 나타낸 자료이다. 이를 통해 LibA2 및 LibB2 라이브러리의 부유화

를 확인하였다. 상기한 선별과정을 통해 효모 세포 표면에 secreted FcCH3B의 고정화 정도가 높은 클론들을 부유

화한 후 개별클론들을 얻었다. LibA2 라이브러리에서는 4개의 개별클론 (A205, A210, A216, A241)이, LibB2 라

이브러리에서는 6개의 개별클론 (B212, B215, B235, B239, B240, B256)이 분리되었다. 선별된 개별 클론들의

secreted FcCH3B를 탐지한 PE 신호 값을 측정한 결과 parent 돌연변이체 쌍인 A107w/oW-VT 및 B168w/oW-VT와 비교하여

높은 PE 신호 값을 가진 것을 확인하였다 (도 6B). LibA2 및 LibB2 라이브러리로부터 선별된 개별클론들의 CH3A

및 CH3B 도메인 쌍의 서열은 효모 콜로니 PCR방법을 이용하여 동정하였으며, 콜로니 PCR 방법은 이미 발표한 논

문에 자세하게 기술되어 있다 (Baek et al. 2014). 하기 표 9는 각 LibA2 및 LibB2 라이브러리에서 선별된 개별

클론들에 도입된 돌연변이 쌍을 정리한 것이다.
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표 9

[0260]

LibA2 라이브러리 및 LibB2 라이브러리에서 선별된 개별클론들에 도입된 돌연변이 쌍[0261]

실시예 9: LibA2 및 LibB2 라이브러리에서 선별된 CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 이종이중체 중쇄불변부위 형성능[0262]

평가

상기 실시예 8에서 선별된 CH3 도메인 돌연변이체의 이종이중체 형성 수율을 평가하기 위해 scFv-FcCH3A/FcCH3B 동[0263]

시 발현 시스템을 사용하였다. scFv-FcCH3A/FcCH3B 동시 발현 시스템은 상기 실시예 5에 자세하게 기술되어 있다.

상기 실시예 8에서 LibA2 및 LibB2 라이브러리로부터 선별된 개별클론들의 CH3 도메인 변이체 쌍에서 CH3A 변이

체는 scFv-FcCH3A 포맷으로, CH3B 변이체는 FcCH3B 포맷으로 발현되도록 동물세포 발현벡터에 클로닝 하였다. 하기

표 10은 구축한 scFv-FcCH3A/FcCH3B 돌연변이체 쌍을 나타낸 것으로, 상기 실시예 8에서 선별된 개별클론의 CH3 도

메인 돌연변이 쌍을 포함하고 있으며, EW-RVT 및 A107w/oW-VT, B168w/oW-VT 돌연변이체 쌍을 대조군으로 사용하였다. 
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표 10

[0264]

LibA2 라이브러리 및 LibB2 라이브러리에서 선별된 돌연변이체의 이종이중체 형성능 평가를 위해 구축한 돌연변[0265]

이 쌍

HEK293-F  시스템 (Invitrogen)을 사용한 scFv-FcCH3A/FcCH3B 이종이중체 항체의 발현 및 정제과정은 실시예 5에[0266]

기술된 방법과 동일하다. 정제된 항체는 BCA 기법을 통해 양을 정량 하였다. 도 18A는 상기 정제된 항체 5 μg

을 12% 비환원성 조건으로 SDS-PAGE 상에서 분석한 자료이다. scFv-FcCH3A 동종이중체는 103 kDa, FcCH3B 동종이

중체는 53 kDa, FcCH3B 단량체는 25 kDa에서 관찰되었으며, scFv-FcCH3A/FcCH3B 이종이중체는 78 kDa에서 관찰되었

다. 선별된 클론들은 parent 돌연변이체 쌍인 A107w/oW-VT 및 B168w/oW-VT와 비교하여 높은 이종이중체 형성능을 지

닌 것을 확인하였다. 라이브러리 LibA2에서 선별된 돌연변이체 중 A205는 약 89%, LibB2에서 선별된 돌연변이체

중 B235는 약 89%의 높은 이종이중체 형성수율을 지니는 것을 확인하였다.

도 18B  및 표 11은 상기한 표 10의 scFv-FcCH3A/FcCH3B  이종이중체를 반복하여 발현 정제 후, Image  J  (Wayne[0267]

Rasband, NIH) 프로그램을 이용하여 SDS-PAGE 상의 각 밴드의 밀도를 분석하여 이종이중체 형성 수율을 정량적

으로 나타낸 자료이다. 대조군으로 EW-RVT 및 A107w/oW-VT, B168w/oW-VT 돌연변이체 쌍을 사용하였으며, 결과 값은 3

회 이상의 독립적인 실험을 수행한 후 평균±표준편차로 나타내었다. 또한 선별된 개별 클론 중 높은 이종이중

체  형성수율을  지니는  A205  및  B235  돌연변이체  쌍은  이종이중체의  형성은  트랜스펙션  시  첨가하는

pcDNA3.1(+)-scFv-FcCH3A  및 pcDNA3.1(+)-FcCH3B  플라스미드의 몰 비율에 따라 영향 받는 것을 확인하였다 (도

19).
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표 11

[0268]

2차 라이브러리 (LibA2 및 LibB2)에서 선별된 돌연변이체의 이종이중체 형성 수율 (SDS-PAGE 결과 분석)[0269]

하기 표 12는 2차 라이브러리인 LibA2 및 LibB2에서 선별된 돌연변이체의 정제 수율을 나타낸 자료이다. 표 10[0270]

에 기술한 이종이중체를 상기한 방법으로 발현 및 정제하였을 때의 수율을 대조군인 EW-RVT 돌연변이 쌍을 지니

는 이종이중체의 정제 수율을 100%로 하여 정규화하여 계산하였다. EW-RVT 이종이중체의 정제수율은 HEK293-F

세포에서 3.1±0.7 mg/트렌스펙션 100 ml 이며, 이종이중체 중쇄불변부위의 발현 및 정제는 3회 이상 반복하여

수행하여 평균±표준편차로 나타내었다. 그 결과 중쇄불변부위 돌연변이체가 포함된 이종이중체는 대조군과 유

사한 정도의 수율을가지고 있었으며, 이를 통해 라이브러리를 통해 선별된 돌연변이 쌍의 도입은 중쇄불변부위

단백질의 안정성을 크게 저해하지 않는다고 판단되었다. 

표 12

[0271]

2차 라이브러리 (LibA2  및 LiB2)에서 선별된 돌연변이체의 정제 수율 (HEK293-F  세포, ~6 days  expression,[0272]

EW-RVT variant의 경우 3.1 ± 0.7 mg/100 ml culture volume)

실시예 10: LibA2 및 LibB2 라이브러리에서 선별된 CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 구조분석[0273]
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LibA2 및 LibB2 라이브러리를 통해 선별된 CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 이종이중체 형성이 선호되는 이유를 확[0274]

인하기 위하여 알려진 CH3 도메인 돌연변이체 쌍인 EW-RVT의 단백질 구조 (Choi et al., 2015)를 이용하여 CH3

도메인 상호작용면을 모델링하여 분석하였다. 

○ A205 [CH3A (E357D/S364W/K370E) : CH3B (E357N/K370R)][0275]

야생형의 CH3  도메인 상호작용면에서 한 도메인의 E357  및 S364는 다른 도메인의 K370과 인접해있다. 이 중[0276]

E357과 다른 도메인의 K370간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibA2 라이브러리에서

선별된 A205 돌연변이체는 CH3A 도메인과 CH3B 도메인간의 정전기적 결합이 양이온-π 결합으로 치환되어 이종

이중체의 형성을 안정화시킨다 (S364WCH3A-K370RCH3B).  또한 CH3A  도메인 동종이중체 형성 시 음이온-π 반발력

(E357DCH3A-S364WCH3A)  에 의해 형성이 저해되며, CH3B  도메인 동종이중체 형성 시에는 hole-hole 상호작용면이

관찰된다. 이를 통해 이종이중체의 형성이 동종이중체의 형성보다 열역학적으로 안정되어 이종이중체의 형성이

선호되게 된다 (도 20A).

○ A210 [CH3A (E357A/S364Y/K370E) : CH3B (E357N/K370H)][0277]

야생형의 CH3  도메인 상호작용면에서 한 도메인의 E357  및 S364는 다른 도메인의 K370과 인접해있다. 이 중[0278]

E357과 다른 도메인의 K370간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibA2 라이브러리에서

선별된 A210 돌연변이체는 CH3A 도메인과 CH3B 도메인간의 정전기적 결합이 π-π 결합으로 치환되어 이종이중

체의  형성을  안정화시킨다  (S364YCH3A-K370HCH3B).  또한  CH3A  도메인  동종이중체  형성  시  음이온-π  반발력

(S364YCH3A-K370ECH3A)  에 의해 형성이 저해되며, CH3B  도메인 동종이중체 형성 시에는 hole-hole 상호작용면이

관찰된다. 이를 통해 이종이중체의 형성이 동종이중체의 형성보다 열역학적으로 안정되어 이종이중체의 형성이

선호되게 된다 (도 20B).

○ A216 [CH3A (E357G/S364W/K370E) : CH3B (E357N)][0279]

야생형의 CH3  도메인 상호작용면에서 한 도메인의 E357  및 S364는 다른 도메인의 K370과 인접해있다. 이 중[0280]

E357과 다른 도메인의 K370간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibA2 라이브러리에서

선별된 A216 돌연변이체는 CH3A 도메인과 CH3B 도메인간의 정전기적 결합이 양이온-π 결합으로 치환되어 이종

이중체의 형성을 안정화시킨다 (S364WCH3A-K370CH3B).  또한 CH3A  도메인 동종이중체 형성 시 음이온-π 반발력

(S364WCH3A-K370ECH3A) 에 의해 형성이 저해되며, CH3B 도메인 동종이중체 형성 시에는 눈에 띄는 반발력은 없지만

기존의 동동이중체 형성에 기여하는 상호작용이 결여되어 있다. 이를 통해 이종이중체의 형성이 동종이중체의

형성보다 열역학적으로 안정되어 이종이중체의 형성이 선호되게 된다 (도 21A).

○ A241 [CH3A (E357N/S364W/K370E) : CH3B (E357N)][0281]

야생형의 CH3  도메인 상호작용면에서 한 도메인의 E357  및 S364는 다른 도메인의 K370과 인접해있다. 이 중[0282]

E357과 다른 도메인의 K370간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibA2 라이브러리에서

선별된 A241 돌연변이체는 CH3A 도메인과 CH3B 도메인간의 정전기적 결합이 양이온-π 결합으로 치환되어 이종

이중체의 형성을 안정화시킨다 (S364WCH3A-K370CH3B).  또한 CH3A  도메인 동종이중체 형성 시 음이온-π 반발력

(S364WCH3A-K370ECH3A) 에 의해 형성이 저해되며, CH3B 도메인 동종이중체 형성 시에는 눈에 띄는 반발력은 없지만

기존의 동동이중체 형성에 기여하는 상호작용이 결여되어 있다. 이를 통해 이종이중체의 형성이 동종이중체의

형성보다 열역학적으로 안정되어 이종이중체의 형성이 선호되게 된다 (도 21B).

○ B212 [CH3A (K392I/D399L) : CH3B (D399G/K392G/K409M)][0283]

야생형의 CH3 도메인 상호작용면에서 한 도메인의 K392와 K409는 다른 도메인의 D399와 인접해있으며, 이 잔기[0284]

간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibB2 라이브러리에서 선별된 B212 돌연변이체는

CH3A 도메인과 CH3B 도메인간의 정전기적 결합이 양이온-π 결합으로 치환되어 이종이중체의 형성을 안정화시킨

다 (K409CH3A-F405CH3B). 또한 CH3A 도메인 동종이중체 형성 시, 쌍을 이루지 못하고 단독으로 존재하는 전하를 지

닌 잔기 (K409CH3A)가 존재하며, CH3B 도메인 동종이중체 형성 시 hole-hole 상호작용면이 관찰된다. 이를 통해

이종이중체의 형성이 동종이중체의 형성보다 열역학적으로 안정되어 이종이중체의 형성이 선호되게 된다 (도

22A).
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○ B215 [CH3A (K392R/K409R/D399L) : CH3B (D399W/K392G/K409M)][0285]

야생형의 CH3 도메인 상호작용면에서 한 도메인의 K392와 K409는 다른 도메인의 D399와 인접해있으며, 이 잔기[0286]

간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibB2 라이브러리에서 선별된 B215 돌연변이체는

CH3A 도메인과 CH3B 도메인간의 정전기적 결합이 양이온-π 결합으로 치환되어 이종이중체의 형성을 안정화시킨

다 (K392RCH3A-D399WCH3B, K409RCH3A-D399WCH3B). 또한 CH3A 도메인 동종이중체 형성 시, 쌍을 이루지 못하고 단독으

로 존재하는 전하를 지닌 잔기 (K392RCH3A, K409CH3A)가 존재하며, CH3B 도메인 동종이중체 형성 시 인접한 잔기간

의 측쇄에 의해 CH3 도메인 상호작용면내의 공간배치가 어려워진다 (K409MCH3B-D399WCH3B). 이를 통해 이종이중체

의 형성이 동종이중체의 형성보다 열역학적으로 안정되어 이종이중체의 형성이 선호되게 된다 (도 22B).

○ B235 [CH3A (K392C/D399L) : CH3B (D399C/K392G/K409M)][0287]

야생형의 CH3 도메인 상호작용면에서 한 도메인의 K392와 K409는 다른 도메인의 D399와 인접해있으며, 이 잔기[0288]

간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibB2 라이브러리에서 선별된 B235 돌연변이체는

CH3A 도메인과 CH3B  도메인간의 정전기적 결합이 이황화결합으로 치환되어 이종이중체의 형성을 안정화시킨다

(K392CCH3A-D399CCH3B). 또한 CH3A 도메인 동종이중체 형성 시, 쌍을 이루지 못하고 단독으로 존재하는 전하를 지

닌 잔기 (K409CH3A)가 존재하며, CH3B 도메인 동종이중체 형성 시 hole-hole 상호작용면이 관찰된다. 이를 통해

이종이중체의 형성이 동종이중체의 형성보다 열역학적으로 안정되어 이종이중체의 형성이 선호되게 된다 (도

23A).

○ B239 [CH3A (K392L/D399L) : CH3B (D399S/K392G/K409M)][0289]

야생형의 CH3 도메인 상호작용면에서 한 도메인의 K392와 K409는 다른 도메인의 D399와 인접해있으며, 이 잔기[0290]

간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibB2 라이브러리에서 선별된 B239 돌연변이체는

CH3A 도메인과 CH3B 도메인간의 정전기적 결합이 양이온-π 결합으로 치환되어 이종이중체의 형성을 안정화시킨

다 (K409CH3A-F405CH3B). 또한 CH3A 도메인 동종이중체 형성 시, 쌍을 이루지 못하고 단독으로 존재하는 전하를 지

닌 잔기 (K409CH3A)가 존재하며, CH3B 도메인 동종이중체 형성 시 hole-hole 상호작용면이 관찰된다. 이를 통해

이종이중체의 형성이 동종이중체의 형성보다 열역학적으로 안정되어 이종이중체의 형성이 선호되게 된다 (도

23B).

○ B240 [CH3A (K392S/K409R/D399L) : CH3B (D399G/K392G/K409M)][0291]

야생형의 CH3 도메인 상호작용면에서 한 도메인의 K392와 K409는 다른 도메인의 D399와 인접해있으며, 이 잔기[0292]

간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibB2 라이브러리에서 선별된 B240 돌연변이체는

CH3A 도메인과 CH3B 도메인간의 정전기적 결합이 양이온-π 결합으로 치환되어 이종이중체의 형성을 안정화시킨

다 (K409RCH3A-F405CH3B). 또한 CH3A 도메인 동종이중체 형성 시, 쌍을 이루지 못하고 단독으로 존재하는 전하를

지닌 잔기 (K409RCH3A)가 존재하며, CH3B 도메인 동종이중체 형성 시 hole-hole 상호작용면이 관찰된다. 이를 통

해 이종이중체의 형성이 동종이중체의 형성보다 열역학적으로 안정되어 이종이중체의 형성이 선호되게 된다 (도

24A).

○ B256 [CH3A (K392N/D399L) : CH3B (D399V/K392G/K409M)][0293]

야생형의 CH3 도메인 상호작용면에서 한 도메인의 K392와 K409는 다른 도메인의 D399와 인접해있으며, 이 잔기[0294]

간의 정전기적 인력은 CH3 도메인의 이중체 형성에 기여한다. LibB2 라이브러리에서 선별된 B256 돌연변이체는

CH3A 도메인과 CH3B 도메인간의 정전기적 결합이 양이온-π 결합으로 치환되어 이종이중체의 형성을 안정화시킨

다 (K409CH3A-F405CH3B). 또한 CH3A 도메인 동종이중체 형성 시, 쌍을 이루지 못하고 단독으로 존재하는 전하를 지

닌 잔기 (K409CH3A)가 존재하며, CH3B 도메인 동종이중체 형성 시 hole-hole 상호작용면이 관찰된다. 이를 통해

이종이중체의 형성이 동종이중체의 형성보다 열역학적으로 안정되어 이종이중체의 형성이 선호되게 된다 (도

24B).

실시예 11: CH3 도메인 돌연변이체 쌍 라이브러리에서 선별된 돌연변이체 쌍의 발현 및 정제[0295]

상기 구축한 총 4종의 CH3 도메인 돌연변이체 쌍 조합 라이브러리 (LibA1, LibB1, LibA2, LibB2) 에서 선별된[0296]
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각각의 개별 클론 중 높은 이종이중체 형성 수율을 지니는 4종 (A107, B168, A205, B235)의 돌연변이체 쌍의 생

화학적 특성을 분석하기 위하여 중쇄불변부위 이중체 포맷 (FcCH3A-FcCH3B) 으로 생산하였다. 하기 표 13은 중쇄불

변부위 이중체 포맷으로 생산한 돌연변이체 쌍의 서열을 나타낸 자료이다. 이를 위해 각각의 CH3A 도메인 변이

체 및 CH3B 도메인 변이체를 실시예 5에 기술된 pcDNA3.1(+)-FcCH3 벡터에 클로닝 하였다. 

표 13

[0297]

중쇄불변부위 이중체 포맷으로 생산한 돌연변이체 쌍[0298]

도  25는  분석에  사용된  돌연변이체  쌍을  포함한  FcCH3A-FcCH3B  포맷을  모식화한  자료이다.  상기  구축된[0299]

pcDNA3.1(+)-FcCH3A 및 pcDNA3.1(+)-FcCH3B 동물세포 발현벡터는 HEK293-F 시스템 (Invitrogen)을 사용하여 생산

하였다. 구체적으로 진탕 플라스크 (Corning)에서 무혈청 FreeStyle 293 발현 배지 (Invitrogen)에서 부유 성

장하는 HEK293-F  세포 (Invitrogen)에 발현벡터와 폴리에틸렌이민 (Polyethylenimine,  PEI)  (Polyscience)의

혼합물로 트랜스펙션 하였다. 진탕 플라스크에 200 mL 트랜스펙션 시, HEK293-F 세포는 2.0×10
6
 세포/ml의 밀

도로 배지 100 ml에 파종하고, 125 rpm, 8% CO2에서 배양하였다. 같은 몰 비율로 상기 구축한 pcDNA3.1(+)-

FcCH3A 및 pcDNA3.1(+)-FcCH3B 플라스미드 DNA를 FreeStyle 293 발현 배지 (Invitrogen)에 총 250 μg (DNA 각

1.25 μg/ml)으로 희석하여, PEI 750 μg (7.5 μg/ml)을 희석한 5 ml의 배지와 혼합하여 실온에서 10분 동안

반응시켰다. 그 후 반응시킨 혼합배지를 앞서 100 ml로 파종한 세포에 넣어 4시간 동안 125 rpm, 8% CO2에서 배

양 후, 나머지 100 ml의 FreeStyle 293 발현 배지 (Invitrogen)를 추가하여 5일동안 배양하였다. 표준 프로토

콜을  참조하여  채취한  세포  배양  상등액을  단백질  A  세파로오스  컬럼  (Protein  A  Sepharose  column)  (GE

healthcare)에 적용하여 PBS (pH 7.4)로 세척하였으며, 0.1 M 글라이신 완충액을 이용하여 pH 3.0에서 중쇄불변

부위  돌연변이체를  용리한  후  1  M  Tris  완충액을  이용하여  즉각적으로  중화하였다.  용리한  단백질  분획은

Dextran Desalting Column (Thermo Scientific Pierce)를 이용하여 PBS (pH7.4)로 완충액을 교환한 후, Amicon

Ultra (MILLIPORE) 원심분리 농축기를 사용하여 농축하였다. 정제된 중쇄불변부위 돌연변이체는 BCA 기법을 통

해 양을 정량 하였다.

도 26은 상기 정제된 중쇄불변부위 이중체 단백질은 5 μg을 12% 비환원성 조건 및 환원성 조건에서 SDS-PAGE[0300]

상에서 분석한 자료이다. 정제된 중쇄불변부위 돌연변이체는 비환원성 조건에서는 약 53 kDa의 분자량을, 환원

성 조건에서는 약 26 kDa의 분자량을 보여주었다. 이는 발현 정제된 중쇄불변부위 돌연변이체가 용액 상에서 자

연적인 이황화결합을 통해 이중체로 존재하며, 올리고머 (oligomer)를 형성하지 않음을 보여준다.

도 27은 정제한 중쇄불변부위 돌연변이체가 올리고머를 형성하지 않고 이중체로 존재함을 확인하기 위해 크기배[0301]

제크로마토그래피 컬럼 (Size exclusion chromatography column) (Superdex™200 10/300GC, GE Healthcare)을

이용하여  HPLC  (High  Performance  Liquid  Chromatography)  (The  Agilent  1200  Series  LC  Systems  and

Modules, Agilent) 분석을 수행한 결과이다. 용출 완충액은 PBS (pH 7.4), 유속은 0.5 ml/분이다. 단백질 크기

마커로 사용된 단백질은 alcohol  dehydrogenase  (150  kDa),  bovine  serum  albumin  (66  kDa),  cytochrome  C

(12.4 kDa) (Sigma-Aldrich)이다. 모든 CH3 돌연변이체 쌍이 포함된 중쇄불변부위 돌연변이체는 중쇄불변부위

이중체 단백질의 크기인 약 53 kDa에서 한 개의 극점이 측정되어 올리고머 형성 없이 이중체로 존재함을 보여준

다.

실시예 12: CH3 도메인 돌연변이체 쌍 라이브러리에서 선별된 CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 열역학적 안정성 평[0302]
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가

상기 실시예 11에서 생산한 4종의 돌연변이체 쌍 (A107, B168, A205, B235)을 포함하는 중쇄불변부위 돌연변이[0303]

체의 열역학적 안정성을 평가하기 위하여 시차주사 열용량 분석기 (Differential Scanning Calorimetry, DSC)

인 MicroCal VP-DSC microcalorimeter (MicroCal, UK)를 사용하여 최대열용량 온도 (Tm)를 분석하였다. 열역학

적 변성은 25℃부터 95℃까지 1.5℃/분의 속도로 측정하였으며, 중쇄불변부위 돌연변이체가 제외된 동일한 조성

의  완충액을  통해  측정값을  보정하였다.  중쇄불변부위  돌연변이체의  최대열용량온도는  비열  (maximal  heat

capacity at constant pressure, △Cp)의 온도로 측정되며, 이를 전환한 것이다. 도 28 및 표 14는 야생형 중쇄

불변부위와 라이브러리에서 선별된 돌연변이체 쌍을 각각 포함한 Fc-A107, Fc-B168, Fc-A205, Fc-B235 중쇄불변

부위 돌연변이체의 시차주사 열용량 분석 결과와 CH2 도메인 및 CH3 도메인의 최대열용량온도를 나타낸 자료이

다. 

표 14

[0304]

중쇄불변부위 이중체 포맷으로 생산한 돌연변이체 쌍의 최대열용량온도[0305]

야생형 중쇄불변부위와 4종의 중쇄불변부위 돌연변이체의 CH2 도메인의 최대열용량온도는 비슷하였지만, CH3 도[0306]

메인의 최대열용량온도는 2차 라이브러리에서 선별된 Fc-A205 (~79.5℃), Fc-B235 (~79.7℃)으로 1차 라이브러

리에서  선별된  Fc-A107  (~76.9℃),  Fc-B168  (~75.6℃)  및  알려진  CH3  도메인  돌연변이체인  Fc-EW-RVT

(~77.4℃) (Choi et al., 2013; Choi et al., 2015), Fc-KiH (~76.2℃) (Choi et al., 2013; Atwell et al.,

1997) 보다 높은 값을 가지는 것을 확인하였다. 이는 라이브러리에서 선별된 돌연변이체들이 돌연변이가 도입되

었음에도 불구하고, 열역학적 안정성을 유지하는 것을 의미한다.

실시예 13: CH3 도메인 돌연변이체 쌍 라이브러리에서 선별된 CH3 도메인 돌연변이체 쌍의 FcRn 결합능 평가[0307]

상기 실시예 11에서 생산한 4종의 돌연변이체 쌍 (A107, B168, A205, B235)을 포함하는 중쇄불변부위 돌연변이[0308]

체가 야생형 중쇄불변부위 와 비교하여 FcRn에 대한 결합능을 그대로 유지하고 있는지 확인하기 위하여 SPR

(Surface Plasmon Resonance)를 분석하였다. Biacore2000 기기 (GE healthcare)를 이용하여 분석하였다. 구체

적으로는 FcRn  (Feng  et  al.,  2011)을  약 10  mM  Na-Acetate  완충액 (pH  4.0)에 희석하여 CM5  센서칩 (GE

healthcare)에 약 1000 response units (RU) 고정화하였다. 결합 및 해리 분석은 0.005% Tween20이 함유된 PBS

(pH 6.0) 완충액 또는 HBS-EP 완충액 (pH 7.4)를 이용하여 30 μl/분의 유속으로 각각 3분간 분석하였으며, 야

생형 중쇄불변부위 및 중쇄불변부위 돌연변이체 4종을 312.5 nM, 0.625nM, 1.25 μM, 2.5 μM, 5 μM의 농도로

분석하였다. 결합 및 해리 분석 후 CM5 센서칩의 재생은 재생완충액 (10 mM NaOH, 1M NaCl, pH10.0)을 30 μl/

분의 유속으로 1.5분간 수행하였다. 도 29는 결합 및 해리 분석 후 얻어진 센서그램을 나타낸 것이며, 하기 표

15는 얻어진 센서그램을 이용하여 친화도를 계산한 결과이다. 이를 통해 라이브러리에서 선별된 돌연변이 쌍이

포함된 중쇄불변부위 돌연변이체는 야생형 중쇄불변부위 와 마찬가지로 pH 의존적인 FcRn 결합능을 그대로 유지

하고 있는 것을 확인하였다.
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표 15

[0309]

중쇄불변부위 이중체 포맷으로 생산한 돌연변이체 쌍의 FcRn에 대한 친화도 (pH 6.0 조건)[0310]

하기 표 16은 본 발명의 CH3 도메인의 이종이중체 및 이종이중체 중쇄불변부위 쌍의 서열 정보를 나타낸다.[0311]

표 16

CH3 도메인의 이종이중체 쌍의 서열 정보[0312]

Mutant name CH3A (EU numbering 341~447) CH3B (EU numbering 341~447)

Wild type (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 1)

Wild type CH3A와 동일

W-VT (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSWLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 2)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 3)

EW-RVT (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTENQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSWLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 4)

(EU number 341)

GQPREPRVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 5)

A107 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVEGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSWLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 6)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDNLTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 7)

A108 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVEGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSWLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 8)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDILTKNQVTLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 9)

A109 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVMGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSWLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 10)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDMLTKNQVWLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 11)
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A146 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVDGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSWLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 12)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDMLTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 13)

B121 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLESDGSFFLYSWLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 14)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYETTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 15)

B135 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLLSDGSFFLYSWLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 16)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYSTTPPVLVSDGSFTLYSLLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 17)

B168 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLLSDGSFFLYSWLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 18)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYGTTPPVLVSDGSFTLYSMLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 19)

A205 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDDLTKNQVWLTCLVEGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 20)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDNLTKNQVSLTCLVRGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 21)

A210 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDALTKNQVYLTCLVEGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 22)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDNLTKNQVSLTCLVHGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 23)

A216 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDGLTKNQVWLTCLVEGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 24)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDNLTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 25)

A241 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDNLTKNQVWLTCLVEGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 26)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDNLTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 27)

B212 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYITTPPVLLSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 28)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYGTTPPVLGSDGSFFLYSMLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 29)
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B215 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYRTTPPVLLSDGSFFLYSRLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 30)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYGTTPPVLWSDGSFFLYSMLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 31)

B235 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYCTTPPVLLSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 32)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYGTTPPVLCSDGSFFLYSMLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 33)

B239 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYLTTPPVLLSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 34)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYGTTPPVLSSDGSFFLYSMLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 35)

B240 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYSTTPPVLLSDGSFFLYSRLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 36)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYGTTPPVLGSDGSFFLYSMLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 37)

B256 (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYNTTPPVLLSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 38)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYGTTPPVLVSDGSFFLYSMLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 39)

A107w/oW-VT (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVEGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 40)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDNLTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 41)

A109w/oW-VT (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVMGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 42)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDMLTKNQVWLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 43)

A146w/oW-VT (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVDGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 44)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDMLTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 45)

B168w/oW-VT (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLLSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 46)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYGTTPPVLDSDGSFFLYSMLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 47)
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KiH (Genentech) (EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 48)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV

FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 49)

Hole-Hole
(Genentech)

(EU number 341)

GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQ

QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 50)

Hole-Hole CH3A와 동일

Fc (CH3A 포함)

(EU numbering 225~447)

Fc (CH3B 포함)

(EU numbering 225~447)

Wild type (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 51)

Wild type Fc (CH3A 포함)와 동일

W-VT (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSWLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 52)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 53)

EW-RVT (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTENQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSWLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 54)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPR
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 55)

A107 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVEGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSWLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 56)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDNLTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 57)

A108 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVEGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSWLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 58)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDILTKNQVTLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 59)
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A109 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVMGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSWLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 60)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDMLTKNQVWLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 61)

A146 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVDGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSWLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 62)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDMLTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 63)

B121 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLESDGSFFLYSWLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 64)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYETTPPVLVSDGSFTLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 65)

B135 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLLSDGSFFLYSWLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 66)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYSTTPPVLVSDGSFTLYSLLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 67)

B168 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLLSDGSFFLYSWLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 68)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYGTTPPVLVSDGSFTLYSMLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 69)

A205 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDDLTKNQVWLTCLVEGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 70)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDNLTKNQVSLTCLVRGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 71)
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A210 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDALTKNQVYLTCLVEGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 72)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDNLTKNQVSLTCLVHGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 73)

A216 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDGLTKNQVWLTCLVEGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 74)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDNLTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 75)

A241 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDNLTKNQVWLTCLVEGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 76)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDNLTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 77)

B212 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYITTPPVLLSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 78)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYGTTPPVLGSDGSFFLYSMLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 79)

B215 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYRTTPPVLLSDGSFFLYSRLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 80)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYGTTPPVLWSDGSFFLYSMLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 81)

B235 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYCTTPPVLLSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 82)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYGTTPPVLCSDGSFFLYSMLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 83)
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B239 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYLTTPPVLLSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 84)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYGTTPPVLSSDGSFFLYSMLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 85)

B240 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYSTTPPVLLSDGSFFLYSRLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 86)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYGTTPPVLGSDGSFFLYSMLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 87)

B256 (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYNTTPPVLLSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 88)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYGTTPPVLVSDGSFFLYSMLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 89)

A107w/oW-VT (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVEGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 90)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDNLTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 91)

A109w/oW-VT (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVMGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 92)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDMLTKNQVWLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 93)

A146w/oW-VT (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVDGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 94)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDMLTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 95)
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B168w/oW-VT (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLLSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 96)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYGTTPPVLDSDGSFFLYSMLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 97)

KiH (Genentech) (EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 98)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH

EALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 99)

Hole-Hole
(Genentech)

(EU number 225)

TCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVV
VDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQ

GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(EU number 447)

(서열번호 100)

Hole-Hole Fc (CH3A 포함)와 동일

CH3 도메인의 이종이중체 쌍의 서열 정보[0313]

전술한 본 발명의 설명은 예시를 위한 것이며, 본 발명이 속하는 기술분야의 통상의 지식을 가진 자는 본 발명[0314]

의 기술적 사상이나 필수적인 특징을 변경하지 않고서 다른 구체적인 형태로 쉽게 변형이 가능하다는 것을 이해

할 수 있을 것이다. 그러므로 이상에서 기술한 실시예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적이 아닌 것으로

이해되어야 한다.
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도면29

서 열 목 록

<110>    AJOU UNIVERSITY INDUSTRY-ACADEMIC COOPERATION FOUNDATION

<120>    Method to generate CH3 domain mutant pairs of heterodimeric Fc

         using yeast mating and CH3 domain mutant pairs thereby

<130>    1-70p

<160>    100

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Wild type CH3A

<400>    1

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
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                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    2

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    W-VT CH3A

<400>    2

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    3

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    W-VT CH3B

<400>    3

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
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             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Thr Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    4

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EW-RVT CH3A

<400>    4

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Glu Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    5
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<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EW-RVT CH3B

<400>    5

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Arg Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Thr Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    6

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A107 CH3A

<400>    6

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Glu Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
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     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    7

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A107 CH3B

<400>    7

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

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

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Thr Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    8

<211>    107

<212>    PRT

<213

>    Artificial Sequence

<220><223>    A108 CH3A
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<400>    8

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Glu Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    9

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A108 CH3B

<400>    9

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Ile Leu Thr Lys Asn Gln Val Thr Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Thr Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
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                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    10

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A109 CH3A

<400>    10

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Met Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    11

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A109 CH3B

<400>    11

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Met Leu Thr Lys Asn Gln Val Trp Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 
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Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Thr Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    12

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A146 CH3A

<400>    12

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Asp Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    13

<211>    107
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A146 CH3B

<400>    13

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Met Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Thr Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    14

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B121 CH3A

<400>    14

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 
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Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    15

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B121 CH3B

<400>    15

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

Asn Asn Tyr Glu Thr Thr Pro Pro Val Leu Val Ser Asp Gly Ser Phe

     50                  55                  60 

Thr Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    16

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B135 CH3A

<400>    16
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Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    17

<211>    107

<212>    PRT

<

213>    Artificial Sequence

<220><223>    B135 CH3B

<400>    17

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Thr Leu Tyr Ser Leu Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 
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Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    18

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B168 CH3A

<400>    18

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    19

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B168 CH3B

<400>    19

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 
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Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Thr Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    20

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A205 CH3A

<400>    20

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Asp Leu Thr Lys Asn Gln Val Trp Leu Thr Cys Leu Val Glu Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    21

<211>    107
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A205 CH3B

<400>    21

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Asn Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Arg Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    22

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A210 CH3A

<400>    22

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Ala Leu Thr Lys Asn Gln Val Tyr Leu Thr Cys Leu Val Glu Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 
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Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    23

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A210 CH3B

<400>    23

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Asn Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val His Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    24

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A216 CH3A

<400>    24
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Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Gly Leu Thr Lys Asn Gln Val Trp Leu Thr Cys Leu Val Glu Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    25

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A216 CH3B

<400>    25

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

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

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 
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Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    26

<211>    107

<212>    PRT

<

213>    Artificial Sequence

<220><223>    A241 CH3A

<400>    26

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Asn Leu Thr Lys Asn Gln Val Trp Leu Thr Cys Leu Val Glu Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    27

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A241 CH3B

<400>    27

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

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

             20                  25                  30 
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Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    28

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B212 CH3A

<400>    28

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

Asn Asn Tyr Ile Thr Thr Pro Pro Val Leu Leu Ser Asp Gly Ser Phe

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    29

<211>    107
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B212 CH3B

<400>    29

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    30

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B215 CH3A

<400>    30

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

Asn Asn Tyr Arg Thr Thr Pro Pro Val Leu Leu Ser Asp Gly Ser Phe

     50                  55                  60 

등록특허 10-1851380

- 77 -



Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    31

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B215 CH3B

<400>    31

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

Asn Asn Tyr Gly Thr Thr Pro Pro Val Leu Trp Ser Asp Gly Ser Phe

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    32

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B235 CH3A

<400>    32

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp
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  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

Asn Asn Tyr Cys Thr Thr Pro Pro Val Leu Leu Ser Asp Gly Ser Phe

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    33

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B235 CH3B

<400>    33

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

Asn Asn Tyr Gly Thr Thr Pro Pro Val Leu Cys Ser Asp Gly Ser Phe

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 
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Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    34

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B239 CH3A

<400>    34

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Leu Thr Thr Pro Pro Val Leu Leu Ser

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
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            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    35

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B239 CH3B

<400>    35

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 
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Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Gly Thr Thr Pro Pro Val Leu Ser Ser

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    36

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B240 CH3A

<400>    36

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    37

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    B240 CH3B

<400>    37

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    38

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B256 CH3A

<400>    38

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 
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Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    39

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B256 CH3B

<400>    39

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    40

<211>    107

<212>    PRT

<

213>    Artificial Sequence

<220><223>    A107w/oW-VT CH3A

<400>    40

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 
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Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Glu Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    41

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A107w/oW-VT CH3B

<400

>    41

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

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

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        
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<210>    42

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A109w/oW-VT CH3A

<400>    42

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Met Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    43

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A109w/oW-VT CH3B

<400>    43

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Met Leu Thr Lys Asn Gln Val Trp Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 
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Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    44

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A146w/oW-VT CH3A

<400>    44

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Asp Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    45

<211>    107

<212>    PRT

<

213>    Artificial Sequence

등록특허 10-1851380

- 87 -



<220><223>    A146w/oW-VT CH3B

<400>    45

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Met Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    46

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B168w/oW-VT CH3A

<400

>    46

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 
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Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    47

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B168w/oW-VT CH3B

<400>    47

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    48

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    KiH (Genentech) CH3A

<400>    48

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Ser Cys Ala Val Lys Gly Phe
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             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    49

<211>    107

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    KiH (Genentech) CH3B

<400>    49

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    50
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<211>    107

<212>    PRT

<

213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hole-Hole (Genentech) CH3A

<400>    50

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Ser Cys Ala Val Lys Gly Phe

             20                  25                  30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Phe Leu Val Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

 65                  70                  75                  80 

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr

                 85                  90                  95 

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

            100                 105        

<210>    51

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Wild type Fc (CH3A included)

<400>    51

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys
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     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    52

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    W-VT Fc (CH3A included)

<400>    52

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
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         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    53

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    W-VT Fc (CH3B included)

<400>    53

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 
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Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Val Ser

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    54

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EW-RVT Fc (CH3A included)
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<400>    54

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Glu Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    55

<211>    223

<212>    PRT
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EW-RVT Fc (CH3B included)

<400>    55

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Arg Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Val Ser

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    56
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<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A107 Fc (CH3A included)

<400>    56

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Glu Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
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    210                 215                 220 

<210>    57

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A107 Fc (CH3B included)

<400>    57

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Asn Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Val Ser

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
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        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    58

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A108 Fc (CH3A included)

<400>    58

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Glu Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
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            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    59

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A108 Fc (CH3B included)

<400>    59

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Ile Leu Thr Lys Asn Gln Val Thr Leu Thr Cys Leu

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 
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Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Val Ser

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    60

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A109 Fc (CH3A included)

<400>    60

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
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    130                 135                 140 

Val Met Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    61

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A109 Fc (CH3B included)

<400>    61

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 
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Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Met Leu Thr Lys Asn Gln Val Trp Leu Thr Cys Leu

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Val Ser

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    62

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A146 Fc (CH3A included)

<400>    62

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
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                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Asp Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    63

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A146 Fc (CH3B included)

<400>    63

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

등록특허 10-1851380

- 104 -



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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Met Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Val Ser

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    64

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B121 Fc (CH3A included)

<400>    64

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
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         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Glu Ser

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    65

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B121 Fc (CH3B included)

<400>    65

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 
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Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Glu Thr Thr Pro Pro Val Leu Val Ser

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    66

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B135 Fc (CH3A included)
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<400>    66

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Leu Ser

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    67

<211>    223

<212>    PRT
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B135 Fc (CH3B included)

<400>    67

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Ser Thr Thr Pro Pro Val Leu Val Ser

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    68
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<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B168 Fc (CH3A included)

<400>    68

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Leu Ser

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Trp Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
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    210                 215                 220 

<210>    69

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B168 Fc (CH3B included)

<400>    69

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Gly Thr Thr Pro Pro Val Leu Val Ser

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Thr Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
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        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    70

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A205 Fc (CH3A included)

<400>    70

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Asp Leu Thr Lys Asn Gln Val Trp Leu Thr Cys Leu

    130                 135                 140 

Val Glu Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
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            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    71

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A205 Fc (CH3 included)

<400>    71

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Asn Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu

    130                 135                 140 

Val Arg Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

등록특허 10-1851380

- 113 -



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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    72

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A210 Fc (CH3A included)

<400>    72

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Ala Leu Thr Lys Asn Gln Val Tyr Leu Thr Cys Leu
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    130                 135                 140 

Val Glu Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    73

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A210 Fc (CH3B included)

<400>    73

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 
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Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Asn Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu

    130                 135                 140 

Val His Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    74

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A216 Fc (CH3A included)

<400>    74

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
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                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Gly Leu Thr Lys Asn Gln Val Trp Leu Thr Cys Leu

    130                 135                 140 

Val Glu Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    75

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A216 Fc (CH3B included)

<400>    75

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 
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Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Asn Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    76

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A241 Fc (CH3A included)

<400>    76

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
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         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Asn Leu Thr Lys Asn Gln Val Trp Leu Thr Cys Leu

    130                 135                 140 

Val Glu Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    77

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A241 Fc (CH3B included)

<400>    77

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 
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Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Asn Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    78

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B212 Fc (CH3A included)
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<400>    78

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    79

<211>    223

<212>    PRT
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B212 Fc (CH3B included)

<400>    79

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Gly Thr Thr Pro Pro Val Leu Gly Ser

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    80
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<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B215 Fc (CH3A included)

<400>    80

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Arg Thr Thr Pro Pro Val Leu Leu Ser

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

등록특허 10-1851380

- 123 -



    210                 215                 220 

<210>    81

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B215 Fc (CH3B included)

<400>    81

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Gly Thr Thr Pro Pro Val Leu Trp Ser

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
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        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    82

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B235 Fc (CH3A included)

<400>    82

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

등록특허 10-1851380

- 125 -



            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    83

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B235 Fc (CH3B included)

<400>    83

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 
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Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Gly Thr Thr Pro Pro Val Leu Cys Ser

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    84

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B239 Fc (CH3A included)

<400>    84

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
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    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Leu Thr Thr Pro Pro Val Leu Leu Ser

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    85

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B239 Fc (CH3B included)

<400>    85

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 
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Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Gly Thr Thr Pro Pro Val Leu Ser Ser

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    86

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B240 Fc (CH3A included)

<400>    86

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
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                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Ser Thr Thr Pro Pro Val Leu Leu Ser

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    87

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B240 Fc (CH3B included)

<400>    87

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 
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Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Gly Thr Thr Pro Pro Val Leu Gly Ser

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    88

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B256 Fc (CH3A included)

<400>    88

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
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         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Asn Thr Thr Pro Pro Val Leu Leu Ser

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    89

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B256 Fc (CH3B included)

<400>    89

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 
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Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Gly Thr Thr Pro Pro Val Leu Val Ser

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    90

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A107w/oW-VT Fc (CH3A included)
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<400>    90

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Glu Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    91

<211>    223

<212>    PRT
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A107w/oW-VT Fc (CH3B included)

<400>    91

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Asn Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    92
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<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A109w/oW-VT Fc (CH3A included)

<400>    92

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Met Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
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    210                 215                 220 

<210>    93

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A109w/oW-VT Fc (CH3B included)

<400>    93

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Met Leu Thr Lys Asn Gln Val Trp Leu Thr Cys Leu

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
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        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    94

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A146w/oW-VT Fc (CH3A included)

<400>    94

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Asp Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
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            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    95

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    A146w/oW-VT Fc (CH3B included)

<400>    95

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Met Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 
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Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    96

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B168w/oW-VT Fc (CH3A included)

<400>    96

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
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    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Leu Ser

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    97

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    B168w/oW-VT Fc (CH3B included)

<400>    97

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 
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Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Gly Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser

                165                 170                 175 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Met Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    98

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    KiH (Genentech) Fc (CH3A included)

<400>    98

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
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                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Ser Cys Ala

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    99

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    KiH (Genentech) Fc (CH3B included)

<400>    99

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 
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Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Trp Cys Leu

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 

<210>    100

<211>    223

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hole-Hole (Genentech) Fc (CH3A included)

<400>    100

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val

  1               5                  10                  15 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr

             20                  25                  30 

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
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         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

                 85                  90                  95 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile

            100                 105                 110 

Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro

        115                 120                 125 

Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Ser Cys Ala

    130                 135                 140 

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu

        195                 200                 205 

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    210                 215                 220 
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