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본 발명은 4가 이중특이적 항체들(TetBiAbs), 이를 제조하는 방법 및 암 또는 면역 질환의 진단 및 치료를 위해

이를 사용하는 방법에 관한 것이다. TetBiAbs는 항체의 C-말단에 부착된 제2 항원 특이성을 갖는 Fab 단편의 제2

쌍을 특징으로 하여, 상기 2개 항원 특이성 각각에 대하여 2가인 분자를 제공한다. 상기 4가 항체는 항체 H 사슬

(heavy chain)을, 그의 동족, 공발현된 Fab H 사슬과 관련이 있는 Fab L 사슬(light chain)에 공유적으로 연결

시키는 것에 의하여 유전 공학 방법으로 제조된다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

Fc 영역 폴리펩티드 사슬을 포함하는 폴리펩티드로서, 여기서 상기 사슬은 힌지 및 Fc H 사슬 불변 도메인(Fc

heavy chain constant domain)을 포함하고, 여기서 상기 사슬은 공유적으로, 직접적으로 또는 간접적으로, 이의

C-말단에서 펩티드 결합에 의해 Fab L 사슬(Fab light chain)에 연결된 폴리펩티드.

청구항 2 

다음을 포함하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb):

(i) 제1 항체의 항체 H 사슬을 포함하고, 여기서 상기 H 사슬은 상기 제1 항체의 가변 도메인(variable domain)

및 불변 도메인(constant domain)을 포함하고, 상기 H 사슬이 이의 C-말단에서 제2 항체의 항체 L 사슬의 N-말

단에 직접적으로 또는 간접적으로 연결되고, 여기서 상기 L 사슬이 상기 제2 항체의 가변 및 불변 도메인을 포

함하는, 제1 폴리펩티드,

(ii) 상기 제1 항체의 항체 L 사슬을 포함하고, 여기서 상기 제1 항체의 L 사슬이 가변 및 불변 도메인을 포함

하는, 제2 폴리펩티드, 및

(iii) 상기 제2 항체의 Fab H 사슬을 포함하고, H 사슬 불변 도메인 CH2 및 CH3이 결핍하는 제3 폴리펩티드,

여기서 상기 제1 및 제2 항체는 다른 결합 특이성을 가지며, 및

여기서 상기 제2 폴리펩티드 및 상기 제1 폴리펩티드의 동족 Fab H 사슬 도메인은 헤테로다이머(heterodimer)를

형성하여, 상기 제1 항체의 결합 특이성을 제공하며, 및

여기서 상기 제3 폴리펩티드 및 상기 제1 폴리펩티드의 동족 L 사슬 도메인은 헤테로다이머를 형성하여, 상기

제2 항체의 결합 특이성을 제공한다.

청구항 3 

제2항에 있어서, 상기 제1 항체의 불변 도메인이 IgG 불변 도메인인 4가 이중특이적 항체(TetBiAb).

청구항 4 

제2항에 있어서, 상기 제1 폴리펩티드가 L 사슬 가변 도메인의 N-말단에 H  사슬 불변 도메인의 C-말단을 연결

시키는 링커(linker)를 더 포함하는 4가 이중특이적 항체(TetBiAb).

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 링커가 아미노산 서열 (GGGGS)n을 가지며, 여기서 n이 1 및 10 사이의 정수인 4가 이중특

이적 항체(TetBiAb).

청구항 6 

제5항에 있어서, 여기서 상기 정수가 4인 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 7 

제2항에 있어서, 상기 제1 폴리펩티드가 CH2 도메인이 결핍된 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 8 

제2항에 있어서, 상기 제3 폴리펩티드가 SEQ ID NO:10의 아미노산 서열을 포함하는 힌지 영역을 더 포함하는 4

가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 9 
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제2항에 있어서, TetBiAb의 결합 특이성이 2개의 다른 표적 항원에 대한 것이고, 제1 및 제2 항원이 다른 세포

타입 위에 존재하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 10 

제2항에 있어서, TetBiAb의 결합 특이성이 2개 다른 표적 항원에 대한 것이고, 상기 제1 및 제2 항원이 동일 세

포 타입 위에 존재하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 11 

제2항에 있어서, TetBiAb의 결합 특이성이 동일 표적 분자 위의 2개의 다른 에피토프에 대한 것인 4가 이중특이

적 항체 (TetBiAb).

청구항 12 

제2항에 있어서, TetBiAb의 결합 특이성이 2개 다른 표적 항원에 대한 것이고, 여기서 제1 항원이 세포의 표면

에 존재하고 제2 항원이 용해성 인자에 존재하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 13 

제2항에 있어서, TetBiAb의 결합 특이성이 2개의 다른 표적 항원에 대한 것이고, 제1 및 제2 항원이 2개의 다른

용해성 인자들에 존재하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 14 

제9항에 있어서, TetBiAb의 결합 특이성이 종양 세포의 제1 표적 항원 및 면역 세포의 제2 표적 항원에 대한 것

인 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 15 

제9항에 있어서, TetBiAb의 결합 특이성이 표적 항원 쌍에 대한 것이고, 상기 쌍이 EGFR/CD16 및 CD20/CD16로부

터 선택된 집단으로 이루어지는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 16 

제10항에 있어서, TetBiAb의 결합 특이성이 2개의 다른 표적 항원에 대한 것이고, 제1 및 제2 항원이 종양 세포

위에 존재하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 17 

제9항에 있어서, TetBiAb의 결합 특이성이 표적 항원 쌍에 대한 것이고, 상기 쌍이 CD20/CD47 및 CD20/CD52로

이루어진 군으로부터 선택된 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 18 

제15항에 있어서, 상기 TetBiAb가 EGFR 및 CD16에 결합하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 19 

제18항에 있어서, 상기 TetBiAb가 SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:14, 및 SEQ ID NO:44의 아미노산 서열을 포함하는

폴리펩티드 사슬을 포함하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 20 

제18항에 있어서, 상기 TetBiAb가 SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:48, 및 SEQ ID NO:18의 아미노산 서열을 포함하는

폴리펩티드 사슬을 포함하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb)..

청구항 21 

제19항에 있어서, 상기 TetBiAb가 SEQ ID NO:43, SEQ ID NO:14, 및 SEQ ID NO:44의 아미노산 서열에 대해 적어

도 85% 유사성을 갖는 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드 사슬을 포함하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb)..
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청구항 22 

제20항에 있어서, 상기 TetBiAb가 SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:48, 및 SEQ ID NO:18의 아미노산 서열과 적어도

85% 유사성을 갖는 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드를 포함하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 23 

제15항에 있어서, 상기 TetBiAb가 CD20 및 CD16에 결합하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 24 

제23항에 있어서, 상기 TetBiAb가 SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:28, 및 SEQ ID NO:52의 아미노산 서열을 포함하는

폴리펩티드 사슬을 포함하는 4가 이중특이적 항체(TetBiAb).

청구항 25 

제17항에 있어서, 상기 TetBiAb가 CD20 및 CD47와 결합하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 26 

제25항에 있어서, 상기 TetBiAb가 SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:28, 및 SEQ ID NO:60의 아미노산 서열을 포함하는

폴리펩티드 사슬을 포함하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 27 

제26항에 있어서, 상기 TetBiAb가 SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:28, 및 SEQ ID NO:60의 아미노산 서열에 대해 적어

도 85% 유사성을 갖는 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드 사슬을 포함하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 28 

제17항에 있어서, 상기 TetBiAb가 CD20 및 CD52에 결합하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 29 

제28항에 있어서, 상기 TetBiAb가 SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:28, 및 SEQ ID NO:68의 아미노산 서열을 포함하는

폴리펩티드 사슬을 포함하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 30 

다음을 포함하는 4가 이중특이적 항체:

(i) 제1 항체의 항체 L 사슬을 포함하고, 상기 L 사슬이 상기 제1 항체의 가변 및 불변 도메인을 포함하고, 상

기 L 사슬이 이의 C-말단에서 Fc 영역의 N-말단에 연결되고, 상기 Fc 영역이, 제2 항체의 항체 H 사슬의 N-말단

에 직접적으로 또는 간접적으로 연결된, 적어도 힌지 및 CH3 도메인을 포함하고, 상기 H 사슬이 상기 제2 항체

의 가변 및 CH1 도메인을 포함하는, 제1 폴리펩티드, 

(ii) 상기 제1 항체의 Fab H 사슬을 포함하고, H 사슬 불변 도메인 CH2 및 CH3이 결핍하는, 제2 폴리펩티드, 및

(iii) 상기 제2 항체의 항체 L 사슬을 포함하고, 제2 항체의 L 사슬이 가변 및 불변 도메인을 포함하는 제3 폴

리펩티드, 

여기서 상기 제1 및 제2 항체는 다른 결합 특이성을 가지며, 및

여기서 상기 제2 폴리펩티드 및 제1 폴리펩티드의 동족 L 사슬 도메인이 헤테로다이머를 형성하여, 상기 제1 항

체의 결합 특이성을 제공하고, 및

여기서 상기 제3 폴리펩티드 및 상기 제1 폴리펩티드의 동족 Fab H 사슬 도메인이 헤페로다이머를 형성하여, 상

기 제2 항체의 결합 특이성을 제공한다.

청구항 31 

제30항에 있어서, 상기 제1 폴리펩티드가 CH3 도메인의 C-말단을 H 사슬 가변 도메인의 N-말단에 연결시키는 링
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커를 더 포함하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 32 

제30항에 있어서, 상기 링커가 아미노산 서열 (GGGGS)n을 포함하고, n이 1 및 10 사이의 정수인 4가 이중특이적

항체 (TetBiAb).

청구항 33 

제31항에 있어서, 상기 정수가 4인 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 34 

제30항에 있어서, 상기 제1 폴리펩티드가 CH2 도메인이 결핍한 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 35 

제30항에 있어서, 상기 제1 폴리펩티드가 SEQ ID NO:10의 아미노산 서열을 포함하는 H 사슬 CH1 도메인에 대해

힌지 영역 C-말단을 더 포함하는 4가 이중특이적 항체 (TetBiAb).

청구항 36 

선택적 링커를 통해 제2 항체의 L 사슬(VL(2)-CL)에 유전적으로 융합된 제1 항체의 H 사슬(VH(1)-CH1-힌지-CH2-

CH3)을 암호화하는 DNA 서열을 포함하는, 분리된 DNA 분자.

청구항 37 

제36항에  있어서,  (i)  제1  항체의 L  사슬  (VL(1)-CL)을  암호화하는 서열  및 (ii)  제2  항체의 Fab  H  사슬

(VH(2)-CH1)을 암호화하는 서열로부터 선택된 DNA 서열을 더 포함하는 분리된 DNA 분자.

청구항 38 

제2항의 4가 항체의 제1, 제2 및 제3 폴리펩티드를 포함하는 4가 이중특이적 항체를 암호화하는 핵산.

청구항 39 

제30항의 4가 항체의 제1, 제2 및 제3 폴리펩티드를 포함하는 4가 이중특이적 항체를 암호화하는 핵산.

청구항 40 

제36항, 제38항 또는 제39항의 핵산을 포함하는 호스트 세포.

청구항 41 

4가 이중특이적 항체의 발현에 적당한 조건하에서 제39항의 호스트 세포를 배양하고, 상기 4가 이중특이적 항체

를 회수하는 단계를 포함하는 4가 이중특이적 항체를 제조하는 방법.

청구항 42 

제23항의 4가 이중특이적 항체 및 약제학적으로 허용가능한 담체를 포함하는 약제학적 제제.

청구항 43 

제23항의 4가 이중특이적 항체의 효과적인 함량을 개인에게 투여하는 단계를 포함하는 암을 갖는 개인을 치료하

는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 출원은 2013년 3월 15일에 출원된 US 임시 특허출원 제61/793,153호의 우선권과 그의 잇점을 주장하고, 이의[0001]

모든 개시 내용은 참조로서 여기 통합된다.
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본 발명은 4가 이중특이적 항체들(TetBiAbs), 이를 제조하는 방법 및 암 또는 면역 질환의 치료 및 진단을 위해[0002]

서 이를 사용하는 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

항체 공학에서 최근 기술 진보는, (1) 종양 세포의 전가된 세포 용해(redirected lysis)을 위해 효과기 세포[0003]

(effector cell)를 사로잡거나, (2) 표적화(targeting)의 결합활성(binding avidity) 및 특이성을 증가시키거

나, 또는 (3) 규제적 및 상업적 이유로 2개 약물 후보를 하나로 결합시키는, 이중특이적 접근법을 사용하는데

초점을 맞춰왔다. 제1 접근법으로는, 상기 이중특이적 항체가, 전가된 세포 용해를 위해 CD3(Baeuerle et al,

Cancer Res.  69:4941, 2009), CD16(Weiner  et al,  Cancer Immunol. Immunother.  45:190, 1997), 또는 CD64

(Graziano et al, Cancer Immunol. Immunother. 45:124, 1997)의 결합을 통해 상기 질병-유발 세포(disease-

causing cell)와 효과기 세포 사이에서 브릿지로서 작용한다. 제2 접근법으로는, 표적 또는 표적 세포의 선택성

은, 보통의 결합친화성을 갖는 2개의 항체들을 하나의 바이파라토픽(biparatopic)(동일한 표적 항원 위의 2개의

떨어진 에피토프에 결합함) 또는 이중특이적(동일한 표적 세포 위 2개의 다른 항원에 결합함) 항체로 각각 결합

시키는 것에 의해 매우 크게 증가될 수 있다. 제3 접근법은 2개의 세포 용해성 사이토카인들을 동시 결합시키는

것에 의해 예시되며 (Mabry  et  al,  Protein  Eng.  Des.  &  Sel.  23:115,  2010;  Wu  et  al,  Nature  Biotech.

25:1290,  2007),  이는  적당한  질병  세팅에서  이중표적화(dual  targeting)의  잠재적  상승작용을  활용하는

것이다. 가변 영역을 통해 정교한 결합 특이성을 제공하는 것 외에, IgG는 또한 효과기(effector) 기능 및 매우

긴 혈청 반감기(serum half-life)를 가지므로, 때때로 이중특이적 항체를 재단하기 위한 바람직한 골격이 된다.

 Fab 포맷에서는 유리 L 사슬이 단지 이것의 동족 H 사슬에만 특이적으로 쌍을 이루게 할 수 있는 기술이 존재[0004]

하지  않기  때문에,  현재  이중특이적  항체  기술은  대부분  scFv  (single-chain  fragment  of  the  variable

regions)  포맷  (Coloma  and  Morrison,  Nature  Biotechnol.  15:159,  1997;  Lu  et  al,  J.  Biol.  Chem.

280:19665, 2005)에 의지하며, 여기서 각 VH[H 사슬(Heavy chain)의 가변영역]는 이것의 동족 VL[L사슬(light

chain)의 가변 영역]에 공유적으로 연결되므로, 따라서 다른 항원 특이성의 유리 L 사슬들이 H 사슬들과 무작위

로 쌍을 이룬다. 그러나, 단일 사슬(single-chain) 항체의 발현은, 결합친화성의 손실 가능성, 단백질 응집, 낮

은 안정성, 및 낮은 제조율로 인하여, 때때로 기술적으로 도전을 받는다 (Demarest et al, Curr. Opin. Drug

Discov. Devel. 11:675, 2008; Michaelson et al, mAbs 1:2, 128-141, 2009). 이는 만약 시작 항체가 하이브리

도마(파아지 디스플레이 라이브러리로부터의 단일 사슬 항체에 대조됨)로부터 온 것이어서 단일 사슬 항체로 재

포맷되어야만 하는 것이라면 특히 사실이다. 다시 말하면, 파아지로부터 분리된 scFv's는 때때로 포유류 세포에

서 잘 발현되지 않는다. 

몇 가지 혁신적인 기술들은 Fc 헤테로다이머의 거의 독점적인 조립체가 이중특이성을 재단하기 위한 골격, 예를[0005]

들어,  노브-인-홀(knob-in-hole)  (Ridgway  et  al,  Protein  Eng.  9:617,  1996),  정전기적  스티어링

(electrostatic steering) (Gunasekaran et al, J. Biol. Chem. 285:19637, 2010) 및 스트랜드-교환 공학 도메

인(SEED, strand-exchange engineering domain) (Davis, Protein Eng. Des. & Sel. 23:195, 2010)을 제공할

수 있게 한다. 그러나, 유리 L 사슬을, 이것의 동족 H 사슬에만 특이적으로 쌍을 이루게 하여, 음성 H 사슬-L

사슬 Fab 포맷을 의지하는 이중 특이적 항체의 가공을 가능하게 할 수 있는 기술은 아직 존재하지 않는다. scFv

포맷이 갖는 상기 언급된 문제들로 인하여, 일부 기술들은, 2개의 다른 Fab's에 대한 공통의 L 사슬을 검사하거

나(Merchant et al, Nature Biotechnol. 16:677, 1998), 또는 L 사슬을 함께 사용하는 것을 회피하기 위해 단

일의 가변 도메인을 사용한다(Shen et al, J. Immunol. Methods 318:65, 2007). 

이중 가변 도메인(Dual Variable Domain, DVD)-Ig 접근법에서, 상기 제2 항체의 VL 및 VH는 유연한 링커를 통[0006]

해 제1 항체의 L 및 H 사슬의 N-말단에 각각 융합되어, 2개의 가변 도메인(VD)을 탠덤(tandem)으로 제조하고,

외부 VD 및 내부 VD로 부른다((Wu et al, ibid). 내부 VD의 리간드 결합 사이트에 대한 외부 VD의 인접성으로

야기된 입체적 장애(steric hindrance)로 인하여, 대부분 경험적으로 결정되어야만 하는, 수 많은 이용가능한

모노클론 항체로부터 VD를 선택하는 것과 관련된 광범위한 최적화, VD의 배위, 및 링커 디자인은 내부 VD의 결

합 활성을 유지기 위해 필요하다(DiGiammarino et al, Methods Mol. Biol. 899:145, 2012). 

또 다른 방법은 랫/마우스 쿠아드로마(quadroma)에서 우선적 종-제한된 H 및 L 사슬 쌍을 이루는 것을 이용한다[0007]

(Lindhofer et al, J. Immunol. 155:219, 1995). 그러나, 제조된 이중특이적 항체는 랫/마우스 항체이고, 이는

확실히 치료제로서 면역원성 문제를 갖는다. 

노브-인투-홀 헤테로다이머화한 H 사슬을 기초로 한, 크로스맵(Crossmab) 접근법은, 추가로 이중특이적 IgG 항[0008]
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체의 제조를 위한 유전적 접근법으로서 면역글로불린 도메인 크로스오버를 사용한다(Schaefer  et  al,  Proc.

Natl. Acad. Sci. USA, 108:11187, 2011). 그럼에도 불구하고, H 사슬 헤테로다이머와 동족 Fv's의 정확한 쌍

이루기는 독점적이지 않고, 원하지 않은 부산물들이 정제 동안 제거되어야만 한다.

크로스맵 접근법을 확장하여 크로스맵의 C-말단에 초과 세트의 Fab와 크로스맵 Fab 단편을 꼬리표 붙이는 것으[0009]

로 4가 이중특이적 항체를 제조하였고(Regula et al, US Patent Application No: 2010/0322,934), H 사슬 헤테

로다이머와 동족 Fv's 를 독점적으로 정확게 쌍을 형성하는 것에 대한 도전은 여전히 남아있다. 

이중특이성에 대한 또 다른 접근법은 2개의 다른 항원을 표적화하는 단일 결합 사이트를 사용하는 것이며, "투-[0010]

인-원(two-in-one)" 항체로 표시되었다. 그러한 "투-인-원" 항체 중 하나는 항체 헤르셉틴(Herceptin)의 변이체

이고, 이는 Her2 및 VEGF 둘 다와 상호작용한다(Bostrom et al, Science 323:1610, 2009). 이 접근법은 이것이

정상 IgG와 동일한 포맷을 갖는 이중특이적 항체를 제공하기 때문에 임상적용에 매력적이다. 그러나, 그러한 변

이체를 검사하는 것은 매우 노동 집약적이고 관심있는 두 개 항원 모두와 결합할 수 있는 단일 결합 사이트가

얻어질 수 있다는 보장이 없다.

단일  세트의  Fab  단편을  기초로  한  단일  특이성만을  갖는  안정한  다가  항체는  US  공개된  특허출원[0011]

US2011/0076722에 설명되어 있다. 또 다른 기술은 Dock-and-Lock 도메인을 사용하여 다른 특이성의 미리 형성된

Fab 단편을 항체에 연결하여 6가 이중특이적 항체를 형성한다(Rossi et al, Cancer Res. 68:8384, 2008). 

광범위한 다수의 항체들(즉, 이들은 하이브리도마, Fab 라이브러리 및 B-세포 클로닝으로부터 발생된 것들로,[0012]

기원이 정상 마우스, 랫트 및 토끼, 또는 유전자 이식(인간화) 마우스 또는 랫트, 또는 환자들로부터인지 여부

와는 무관함)은 동족 H 사슬과 쌍을 이룬 유리 L 사슬을 갖기 때문에, 무작위적 L 사슬 쌍을 이루는 문제를 피

하는 이중특이적 항체에 대한 Fab-기초 기술이 조속히 요구된다. 그러한 기술은 2개의 기존 항체로부터 이중특

이적 항체를 간단하고 효율적으로 용이하게 제조할 수 있게 할 것이며, 이는 첫번째로 이중 표적화의 잠재적 상

승 효과를 탐침하는 다목적 도구 분자로서 사용될 수 있고, 두 번째로 치료할 질병 세팅에서 완전한 항체의 상

황에서 이중 표적화를 이용하기 위한 치료제로서 사용될 수 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 4가 이중특이적 항체(TetBiAb)로 특징된다. 본 발명의 일반 실시예에서, 상기 항체는 이의 C-말단에[0013]

서 Fab L 사슬 수단에 의해 Fab에 공유적으로 연결된 항체 Fc 영역을 포함한다. TetBiAb의 일 실시예에서, 항체

는 이의 C-말단에서 Fab L 사슬 수단에 의해 제2 결합 특이성을 갖는 제2 쌍의 Fab들에 공유적으로 연결되며,

여기서 연결된 Fab L 사슬은 유리 동족 Fab H 사슬과 쌍을 이룬다. 반대로, 상기 항체의 N-말단에서 상기 Fab H

사슬은 이것의 동족 유리 L 사슬과 늘 그렇듯이 쌍을 이룬다. 얻어진 항체는 이것의 결합 특이성 각각에 대하여

2가이다. TetBiAb에서 폴리펩티드의 배열은 도 1B에 개략적으로 도시되어 있다.

TetBiAb의 대안적 실시예에서, 항체 Fc 영역은 이의 N-말단에서 Fab L 사슬의 수단에 의해 제1 특이성의 Fab에[0014]

연결되고, 여기서 연결된 Fab L 사슬은 유리 동족 Fab H 사슬과 쌍을 이루고, 추가적으로, 상기 항체 Fc 영역은

이의 C-말단에서 Fab H 사슬의 수단에 의해 제2 특이성의 Fab에 연결된다. 상기 항체의 C-말단에서 상기 연결된

Fab H 사슬은 이의 동족 유리 L 사슬과 평상시처럼 쌍을 이룬다. 다시, 얻어진 항체는 이의 결합 특이성 각각에

대하여 2가이다. 대안적 TetBiAb에서 폴리펩티드 사슬의 배치는 도 1D에 개략적으로 도시된다.

과제의 해결 수단

그러므로, 본 발명의 일 실시예에서, TetBiAb는 (i) 제1 항체의 항체 H 사슬을 포함하고, 상기 H 사슬이 제1 항[0015]

체의 가변 도메인 및 불변 도메인을 포함(VH(1)-CH1-힌지-CH2-CH3)하고, 상기 H 사슬이 이의 C-말단에서 펩티드

결합에 의해 제2 항체의 항체 L 사슬의 N-말단에 직접적으로 또는 간접적으로 연결되고, 상기 L 사슬이 제2 항

체의  가변  및  불변  도메인을  포함(VL(2)-CL)하는  제1  폴리펩티드;  ii)  상기  제1  항체의  항체  L  사슬을

포함하고, 상기 제1 항체의 L 사슬이 가변 및 불변 도메인을 포함(VL(1)-CL)하는 제2 폴리펩티드; 및 (iii) 제2

항체의 Fab H 사슬을 포함하고 CH2 및 CH3 불변 도메인이 결핍(VH(2)-CH1)된 제3 폴리펩티드;를 포함한다. 제1

및 제2 항체는 다른 결합 특이성을 갖는 것, 즉 항체가 별개의 에피도프에 특이적으로 결합하는 것으로 이해된

다. 이들 폴리펩티드는 완전한 4가 이중특이적 항체로 조립된다.

본 발명의 추가 실시예에서, TetBiAb (VH(1)-CH1-힌지-CH2-CH3-(L)-VL(2)-CL)의 제1 폴리펩티드는 L 사슬 가변[0016]
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도메인의 N-말단에 H 사슬 불변 도메인의 C-말단을 작동가능하게 연결시키는 링커를 더 포함한다. 일 실시예에

서, 상기 링커는 아미노산 서열 (GGGGS)n (SEQ ID NO:6)을 가지며, 여기서 n은 1 내지 10 사이의 정수이다. 또

다른 실시예에서, 상기 링커는 (GGGGS)n이며, 여기서 n은 4이다.

본 발명의 추가 실시예에서, TetBiAb의 상기 제1 폴리펩티드의 H 사슬 불변 도메인은 IgG 불변 도메인이다. [0017]

본 발명의 추가 실시예에서, TetBiAb의 상기 제1 폴리펩티드는 CH2 도메인이 결핍되어 있다. [0018]

본 발명의 추가 실시예에서, 제3 폴리펩티드, (VH(2)-CH1)는, 이의 C-말단에 서열 EPKSC (SEQ ID NO:10)을 갖[0019]

는 상부 힌지 영역을  포함한다.

본 발명의 또 다른 양상에서, TetBiAb를 형성하는 폴리펩티드 사슬을 암호화하는 DNA 분자가 제공된다. 일 실시[0020]

예에서, 제1 DNA 서열을 포함하는 DNA 분자가 제공되고, 여기서 DNA 서열은, 선택적 링커를 통해 제2 항체의 L

사슬(VL(2)-CL)에 유전적으로 융합된 제1 항체의 H 사슬(VH(1)-CH1-힌지-CH2-CH3)을 암호화하여 VH(1)-CH1-힌

지-CH2-CH3-(선택적 링커)-VL(2)-CL을 암호화하는 서열을 제공한다. 추가 실시예에서, 제2 DNA 서열이 제1 DNA

서열에 추가적으로 제공되고, 여기서 제2 서열은 제1 항체의 L 사슬(VL(1)-CL)을 암호화한다. 추가 실시예에서,

제3 DNA 서열이 추가적으로 제공되고, 제3 서열은 제2 항체의 Fab H 사슬(VH(2)-CH1)을 암호화하며, 이는 아미

노산 서열 EPKSC (SEQ ID NO:10)을 갖는 힌지 영역을 암호화하는 추가적 서열에 선택적으로 연결된다. 추가 실

시예에서, 제1, 제2 또는 제3 DNA 서열 중 적어도 하나는 별개 DNA 분자 위에 포함된다.

본 발명의 또 다른 실시예에서, 제1, 제2 및 제3 유전자 구조체를 포함하는 DNA 분자가 제공되며, 여기서 상기[0021]

제1 구조체는 선택적 링커를 통해 제2 항체의 L 사슬(VL(2)-CL)에 유전적으로 융합된 제1 항체의 H 사슬(VH(1)-

CH1-힌지-CH2-CH3)을  암호화하여  VH(1)-CH1-힌지-CH2-CH3-선택적  링커-VL(2)-CL를  암호화하는  서열을

제공하며; 상기 제2 구조체는 제1 항체의 L 사슬(VL(1)-CL)을 암호화하고; 및 제3 구조체는 제2 항체의 Fab H

사슬(VH(2)-CH1)을 암호화하고, 이는 힌지 영역(아미노산 서열 EPKSC, SEQ ID NO:10; 도 1A 참조)을 암호화하

는 추가 서열에 선택적으로 연결된다.

본 발명은 추가로 본 발명의 DNA 분자를 수송하는 호스트 세포를 제공하는 것이다.[0022]

본 발명은 추가로 본 발명의 TetBiAbs를 제조하는 방법을 제공하는 것이다.[0023]

본  발명의  또  다른  양상에서,  본  발명의  TetBiAbs에  대한  적당한  표적  결합  특이성을  선택하는  방법이[0024]

제공된다.

특이적 TetBiAbs가 또한 제공된다. 일 실시예에서, TetBiAb은 CD20 및 CD16을 표적으로 한다. 또 다른 실시예에[0025]

서, TetBiAb는 EGFR 및 CD16을 표적으로 한다. 추가 실시예에서, TetBiAb는 CD20 및 CD47을 표적으로 한다. 또

다른 추가 실시예에서 TetBiAB는 CD20  및 CD52를 표적으로 한다.  또 다른 실시예에서, TetBiAb는 EpCam  및

CD47을 표적으로 한다.

본 발명의 일 양상은 암 또는 면역 관련 질병을 갖는 환자를 본 발명의 TetBiAb로 치료하는 방법을 제공하는 것[0026]

으로, 치료적으로 유효한 함량의 TetBiAb, 예를 들어 상기 나열된 실시예의 TetBiAb들을 질병을 치료할 개인에

게 투여하는 단계를 포함한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 4가 이중특이적 항체들(TetBiAbs)을 개략적으로 설명한다. 도 1A에서, TetBiAbs의 발현을 위한 DNA 구조[0027]

체가 도시된다. DNA 구조체 1(상부)는 제1 항체의 H 사슬 가변 도메인(VH(1))을 암호화하고, 이어서 선택적 링

커(L)을 통해 제2 항체의 L 사슬 가변 도메인(VL(2))에 유전적으로 융합된 H 사슬 불변 도메인(CH1, 힌지(H)-

CH2-CH3)을 암호화하고, 이어서 L 사슬 불변 도메인(CL)을 암호화한다. DNA 구조체 2(중앙)는 제1항체의 L 사슬

가변 도메인(VL(1))을 암호화하고, 이어서 L 사슬 불변 도메인(CL)을 암호화한다. DNA 구조체 3(하부)는 제2항

체의 H 사슬 가변 도메인(VH(2))을 암호화하고, 이어서 H 사슬 불변 도메인 1(CH1)을 암호화하고, 선택적으로

상부 힌지 영역(H*)을 암호화한다. 도 1B에서, TetBiAb의 개략적 도면은 도 1A에 도시된 DNA 구조체에 의해 암

호화된 3개의 폴리펩티드 구성 성분들을 포함하는 헥사머릭 구조를 나타낸다.  내부사슬 디설파이드 결합들은

두 개의 폴리펩티드 사슬들 사이의 짧은 막대로서 도시된다. 도 1C에서, TetBiAb들의 발현을 위한 대안적인 DNA

구조체들이 도시되어 있다. DNA 구조체 1(상부)는 제1 항체의 L 사슬 가변 도메인(VL(1))을 암호화하고, 이어서

L 사슬 불변 도메인(CL)을 암호화하고, 이어서 선택적 링커(L)를 통해 제2 항체의 H 사슬 가변 도메인(VH(2))에

유전적으로 융합된 H 사슬 불변 도메인(힌지 (H)-CH2-CH3)를 암호화하고, 이어서 H 사슬 불변 도메인 1(CH1)을
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암호화하고, 선택적으로 상부 힌지 영역(H*)을 암호화한다. DNA 구조체 2(중간)는 제2 항체의 L 사슬 가변 도메

인(VL(2))을 암호화하고, 이어서 L 사슬 불변 도메인(CL)을 암호화한다. DNA 구조체 3(하부)는 제1 항체의 H 사

슬 가변 도메인(VH(1))을 암호화하고, 이어서 불변 도메인(CH1)을 암호화하고, 선택적으로 상부 힌지 영역(H*)

을 암호화한다. 도 1D에서, TetBiAb의 개략적 도면은 도 1C에 도시된 DNA 구조체들에 의해 암호화된 3개의 폴리

펩티드 구성성분들을 포함하는 헥사머릭 구조를 나타낸다. 내부사슬 디설파이드 결합들은 2개의 폴리펩티드 사

슬들 사이에 짧은 막대로 도시된다.

도 2는, EGF를 사용한 경합 결합 측정법(competition binding assay)을 사용하여, EGFR을 발현하는 인간 A431

편평상피암(epidermoid carcinoma) 세포에 대한 항-EGFR(채워진 원, 굵은 선), Fc-G4S-항-EGFR(VHCH1)(개방 사

각, 점선), 및 Fc-G4S-항-EGFR(LC)(채워진 사각, 긴 점선)의 결합력을 나타낸다(실시예 1).

도  3은  SPR  분석에  의한  것으로,  고정된  Fc-G4S-항-EGFR(VHCH1),  Fc-G4S-항-EGFR(LC),  및  Fc-(G4S)4-항-

EGFR(LC)에 대해 다양한 농도에서의 EGFR의 결합력을 나타낸다.

도 4는 다우디(Daudi) 세포에 발현된 CD20에 대한, 항-CD20(채워진 원, 굵은 선), Fc-G4S-항-CD20(VHCH1)(개방

된 삼각형, 점선), Fc-G4S4-항-CD20(VHCH1)(개방 사각형, 짧은 점선), Fc-G4S-항-CD20(LC)(채워진 삼각형, 굵

은 선) 및 Fc-(G4S)4-항-CD20(LC)(채워진 사각형, 긴 점선)의 결합력을 나타낸다(실시예 2).

도 5는 SDS-PAGE에 의한, 항-CD16/항-EGFR (레인 2) 및 항-EGFR/항-CD16 (레인 3)의 3개의 폴리펩티드들의 발

현 분석(도 5A), 및 사이즈 배제 크로마토그래피(사이즈 배제 크로마토그래피, SEC)에 의한, 항-CD16/항-EGFR

(상부 패널) 및 항-EGFR/항-CD16 (하부 패널)의 완전한 헥사머릭 분자의 조립체의 분석을 나타낸다(도 5B, 실시

예 3).

도 6은 EGF를 사용한 경쟁 결합 분석에 의한 것으로, EGFR을 발현하는 인간 A431 편평상피암 세포에 대한 항-

EGFR (채워진 원, 굵은 선), 항-EGFR/항-CD16 (개방 원, 점선), 및 항-CD16/항-EGFR (개방 사각형, 긴 점선)의

결합력을 나타낸다(실시예 3).

도 7은 휴면 인간 말초혈액단핵세포(peripheral blood mononuclear cells, PBMCs)를 효과기로서 사용하는, 인

간 A431  편평상피암 세포에 대한 항-EGFR (채워진 원, 굵은 선), 항-EGFR/항-CD16 (개방 원, 점선), 및 항-

CD16/항-EGFR  (개방  사각형,  긴  점선)의  항체의존적세포매개세포독성(antibody-dependent  cell-mediated

cytotoxicity, ADCC) 활성을 나타낸다(효과기-대-표적 세포 비 100:1)(실시예4).

도 8은 SDS-PAGE에 의한 항-CD20/항-CD16의 3개의 폴리펩티드들의 발현의 분석(도 8A) 및 사이즈 배제 크로마토

그래피(SEC)에 의한 완전한 헥사머릭 분자의 조립체의 분석(도 8B)을 나타낸다.

도 9는 CD20을 발현하는 다우디 세포에 대한 항-CD20/항-CD16 (개방 원, 점선) 및 항-CD20 (채워진 원, 굵은

선)의 결합력을 나타낸다.

도 10은 효과기로서 정제된 인간 자연 살해(NK)  세포를 사용하고, 인간 라모스 부르키트 림프종 세포(Ramos

Burkitt's lymphoma cell)에 대한 항-CD20/항-CD16 (개방 원, 점선) 및 항-CD20 (채워진 원, 굵은 선)의 항체-

의존적세포-매개세포독성 (ADCC) 활성을 나타낸다(효과기-대-표적 세포 비 10:1). 2개 그래프는 다른 공여자들

의 효과기 세포들을 사용한 결과를 나타낸다.

도 11은 SDS-PAGE에 의한 항-CD20/항-CD47의 3개 폴리펩티드의 발현을 분석한 것(도 11A)과 사이즈 배제 크로마

토그래피 (SEC)에 의한 완전한 헥사머릭 분자의 조립체를 분석한 것(도 11B; 실시예 5)을 나타낸다.

도 12는 CD20 (CD20-감염된 NS0 세포; 도 12A), CD47 (U937 세포; 도12B), 또는 둘 다(SU-DHL4 세포; 도12C)를

발현하는 세포에 대한, 항-CD20/항-CD47(개방 원, 점선), 항-CD20(채워진 원, 굵은 선), 및 항-CD47(채워진 사

각형, 굵은 선)의  결합력을 나타낸다.

도 13은 SDS-PAGE에 의한 항-CD20/항-CD52 (레인 2) 및 항-CD52/항-CD20 (레인 3)의 3개 폴리펩티드의 발현을

분석한 것(도 13A) 및 사이즈 배제 크로마토그래피 (SEC)에 의한 항-CD20/항-CD52 (상부 패널) 및 항-CD52/항-

CD20 (하부 패널)의 완전한 헥사머릭 분자의 조립체를 분석한 것(도 13B; 실시예 6)을 나타낸다.

도 14는 CD20 (다우디 세포; 도 14A) 또는 CD52 (Kasumi-3 세포, 도14B)를 발현하는 세포에 대한, 항-CD20/항-

CD52(개방 원, 점선), 항-CD52/항-CD20(개방 삼각형, 긴 점선), 항-CD20(채워진 원, 굵은 선), 및 항-CD52(채

워진 삼각형, 굵은 선)의 결합력을 나타낸다.
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도 15는 ELISA에 의해, 다양한 항체 농도에서 고정된 CD47에 대한, Fc-(G4S)4-항-CD47(VHCH1) (개방 삼각형, 점

선), Fc-(G4S)4-항-CD47(LC) (채워진 삼각형, 긴 점선), 및 항-CD47의 결합력을 나타낸다(실시예 7).

도 16는 SDS-PAGE에 의한 항-EGFR/항-CD47(레인2) 및 항-CD47/항-EGFR(레인3)의 3개 폴리펩티드의 발현을 분석

한  것(도  16A)  및  사이즈  배제  크로마토그래피  (SEC)에  의한  항-EGFR/항-CD47(상부  패널)  및  항-CD47/항-

EGFR(하부 패널)의 완전한 헥사머릭 분자의 조립체를 분석한 것(도 16B; 실시예 8)을 나타낸다.

도 17는 ELISA에 의해, 고정된 CD47(도 17A) 또는 고정된 EGFR(도 17B)에 대한, 항-EGFR/항-CD47 (개방 원, 점

선), 항-CD47/항-EGFR (open square, 긴 점선), 항-EGFR (채워진 원, 굵은 선), 및 항-CD47 (채워진 사각형,

굵은 선)의 결합력을 나타낸다. A431 세포(고준위로 EGFR을 발현하고 저준위로 CD47을 발현함)에 대한 항-EGFR/

항-CD47 (개방 원, 점선), 항-EGFR (채워진 원, 굵은 선) 및 항-CD47 (채워진 사각형, 굵은 선)의 결합력은 도

17C에 도시된다.

도 18은 SDS-PAGE에 의해, 항-HER2/항-CD47  (레인3) 및 항-CD47/항-HER2  (레인3)의 3개 폴리펩티드의 발현을

분석한 것(도 18A)과 사이즈 배제 크로마토그래피 (SEC)에 의해, 항-HER2/항-CD47 (상부 패널) 및 항-CD47/항-

HER2 (하부 패널)의 완전한 헥사머릭 분자의 조립체를 분석한 것(도 18B; 실시예 9)을 나타낸다.

도 19는 ELISA에 의해, 고정된 CD47(도 19A), 또는 HER2를 발현하나 CD47을 발현하지는 않는 SK-BR3 세포(도

19B)에 대한, 항-HER2/항-CD47 (개방 삼각형, 점선), 항-CD47/항-HER2 (개방 사각형, 긴 점선), 항-HER2 (채워

진 삼각형, 굵은 선), 및 항-CD47 (채워진 사각형, 굵은 선)의 결합력을 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 다른 결합특이성을 갖는 2개의 Fab 단편을 포함하는 이중특이적 항체의 세포 발현, 조립체 및 정제에[0028]

서의 근본적 문제를 극복한 것이다: 유리 L 사슬의 2개 종들은 무작위적으로 Fab H 사슬들과 쌍을 이루어서, 다

중의 비정상적 항체 종들을 생성한다. 이들 비정상적 항체는 원하는 생성물로부터 분리 정제하는 것이 어려워

생성물 수율에 영향을 미칠 수 있다. 본 발명의 기술에서는, 유리 L 사슬의 단지 하나의 종들이 존재하고, 원하

는 이중특이적 항체 생성물이 용이하게 얻어진다.

본 발명의 일반적인 실시예에서, 상기 항체는 항체 Fc 영역을 포함하고, 여기서 Fc H 사슬들이 이의 C-말단에서[0029]

Fab L 사슬 수단에 의해 Fab에 연결된다.

보다 구체적으로는, 본 발명은 4가 이중특이적 항체 (TetBiAbs)를 제공하며, 여기서 제2 결합 특이성을 갖는 제[0030]

2 Fab 단편은 Fab L 사슬 수단에 의해 항체의 C-말단에 연결된다. 이들 연결된 Fab L 사슬들은 이후 유리 동족

L 사슬과 쌍을 이룰 수 있다. 대조적으로, 항체의 N-말단에 정상적으로 존재하는 Fab H 사슬 영역은 이의 동족

유리 L 사슬과 쌍을 이룰 수 있다. 얻어진 항체는 이들 결합 특이성 각각에 대하여 2가이다. TetBiAb에서 폴리

펩티드 사슬의 배치는 개략적으로 도 1B에 도시되어 있다. 

TetBiAb의 변화로 TetBiAb의 반대 배치가 얻어진다: L 사슬은 Fc 폴리펩티드 사슬의 N- 말단에 연결되고, 제2[0031]

결합 특이성을 갖는 제2 세트의 Fab는 Fab H 사슬 수단에 의해 Fc 영역의 C-말단에 연결된다. TetBiAb에서 폴리

펩티드의 배치는 개략적으로 도1D에 도시되어 있다. 

용어 "Fab 단편" 또는 단순히 "Fab"는 상호 교환적으로 사용되며, 여기서 항체의 항원-결합부를 설명하기 위해[0032]

사용되며, IgG 항체의 파파인(papain) 소화에 의해 얻어진다. Fab 단편은 헤테로다이머릭이며, 2개의 폴리펩티

드들, 가변(VL)과 불변(CL) 도메인을 갖는 L 사슬, 및 가변(VH) 및 제1불변 도메인(CH1)을 갖는 H 사슬로 구성

되며, 또한 특히 만약 Fab가 IgG1 서브클래스의 것이라면 상부 힌지 영역을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드

사슬은 펩티드 결합에 의해 서로 연결되지는 않으나 비공유 상호작용에 의해, 및 상기 H 사슬의 상부 힌지 영역

이 존재한다면 디설파이드 결합에 의해 서로 관련되어 있다.

여기 사용된 것처럼, 용어 "Fab H 사슬"은 VH 도메인 및 CH1 도메인으로 구성되나 CH2 도메인 또는 CH3 도메인[0033]

을 포함하지는 않는 폴리펩티드를 나타낸다. 상기 폴리펩티드는 특히 만약 Fab가 IgG1 서브클래스라면 상기 항

체 힌지의 상부 힌지 영역을 추가로 포함할 수도 있다.

여기 사용된 것으로서, 용어 "L 사슬"(LC) 또는 "Fab L 사슬"은 VL 도메인 및 CL 도메인으로 구성된 폴리펩티드[0034]

를 나타낸다. 항체 L 사슬은 kappa 또는 lambda L 사슬, 또는 kappa로 분류된다.

여기 사용된 것처럼, 용어 "유리 L 사슬(free light chain)" 또는 "유리 Fab H 사슬"은 펩티드 결합에 의해 Fc[0035]

공개특허 10-2015-0130349

- 11 -



폴리펩티드 사슬에 연결되지 않은 본 발명의 항체의 폴리펩티드 구성 성분을 설명한다.

여기 사용된, 용어 "Fc 영역"은 Fc 수용체 및 특정 보체 단백질(complement protein)에 결합하는 항체의 부분을[0036]

설명하며, 파파인 소화에 의해 전통적으로 얻어지나 상부 힌지 영역을 포함하는 단편에 근본적으로 대응한다.

Fc 영역은, 전형적으로 항체 H 사슬, 즉 전형적으로 힌지, CH2 및 CH3 도메인을 포함하나 CH1 도메인을 포함하

지 않는 항체 H 사슬로부터 유래된 2개의 동일한 폴리펩티드 사슬로 구성된, 전형적인 호모다이머릭 영역이다

("Fc H 사슬"; IgG1 폴리펩티드에서, 상기 Fc H 사슬 힌지는 EU 번호 매김 시스템에 의해 정의된 것처럼 잔기

216에서 시작하며, 이는 아미노산 글루타메이트에 대응한다). 특정 실시예에서, CH2 도메인이 결핍될 수 있다.

다른 실시예에서, Fc 영역은 예를 들어 효과기 기능 업무 또는 항체 반감기에 영향을 미치는 돌연변이들을 포함

할 수도 있다. 상기 폴리펩티드 사슬들은 CH3 도메인에서의 비공유 상호작용 및 힌지 도메인에서 디설파이드 결

합에 의해 서로 관계한다.

여기 사용된, 용어 "도메인"은 예를 들어 단백질 또는 폴리펩티드 사슬의 구조적으로 또는 기능적으로 정의된[0037]

소자 또는 구성 부분을 설명한다. Fc H 사슬 불변 도메인의 예는 CH2 도메인 또는 CH3 도메인이다. Fab 도메인

의 예는 L 사슬 가변 도메인(VL) 또는 Fab H 사슬 불변 도메인(CH1)이다.

여기 사용된 용어 "1가", "2가", "4가"는 단백질에서 항원 결합 요소들의 수(각각 1, 2 또는 4)를 의미한다.[0038]

여기 사용된, 특이적 TetBiAb는 "항-표적(1)" /"항-표적(2)"으로서 지정되고, 여기서 지정된 것에서 표적의 순[0039]

서는 Fc 영역에 대한 Fab 단편의 순서를 반영한다. 항-표적(1)/항-표적(2)은 Fab(항-표적(1))-Fc-Fab(항-표적

(2))의 순서를 갖는다.

본 발명의 일반 실시예에서, TetBiAb는 (i)제1 항체의 항체 H 사슬을 포함하고, 여기서 상기 H 사슬은 제1 항체[0040]

의 가변 도메인 및 불변 도메인을 포함(VH(1)-CH1-힌지-CH2-CH3)하고, 여기서 H 사슬은 이의 C-말단에서 펩티드

결합에 의해 제2 항체의 항체 L 사슬의 N-말단에 직접적으로 또는 간접적으로 연결되어 있고, L 사슬은 제2 항

체의 가변 및 불변 도메인을 포함(VL(2)-CL)하는, 제1 폴리펩티드; (ii)제1 항체의 항체 L 사슬을 포함하고, 여

기서 제1 항체의 L 사슬은 가변 및 불변 도메인을 포함(VL(1)-CL)하는 제2 폴리펩티드; 및 (iii) 제2 항체의

Fab H 사슬을 포함하고 CH2 및 CH3 불변 도메인이 결핍(VH(2)-(CH1)되는 제3 폴리펩티드를 포함한다.  상기 제1

및 제2 항체는 다른 결합 특이성을 갖는다는 것, 즉 항체가 별개의 에피토프에 특이적으로 결합한다는 것이 명

확하다. 이들 폴리펩티드들은 완전한 4가 이중특이적 항체로 조립된다.

추가 실시예에서, 제1 폴리펩티드는 H 사슬 불변 도메인의 C-말단과 L 사슬 가변 도메인의 N-말단 사이의 링커[0041]

를 포함할 수 있다. 일 실시예에서, 상기 링커는 G4S (아미노산 서열 GGGGS, SEQ ID NO:6)이다. 상기 링커는 다

중, 연관된 G4S 요소들(G4S)n을 포함할 수 있으며, 여기서 n은 2 및 10 사이의 정수이다. 추가 실시예에서, n은

2 및 6 사이의 정수이다. 추가 실시예에서 n은 4이다.

추가 실시예에서, 상술된 TetBiAb의 유리 Fab H 사슬 폴리펩티드, VH(2)-CH1은 이의 C-말단에 아미노산 서열[0042]

EPKSC (SEQ ID NO:10; "상부 힌지 영역")의 Fc 힌지 영역을 더 포함하며, 이로 인하여 H 사슬 폴리펩티드가 이

의 동족 L 사슬과 디설파이드 결합을 형성할 수 있게 한다.

본 발명의 또 다른 양상에서, TetBiAb를 형성하는 3개의 폴리펩티드 사슬을 암호화하는 DNA 구조체들을 제공한[0043]

다. 제1 구조체는 선택적 링커를 통해 제2 항체의 L 사슬(VL(2)-CL)에 유전적으로 융합된 제1 항체의 H 사슬

(VH(1)-CH1-힌지-CH2-CH3)을 암호화하여 VH(1)-CH1-힌지-CH2-CH3-선택적 링커-VL(2)-CL을 암호화하는 DNA 서열

을 제공하고; 제2 구조체는 제1 항체의 L 사슬(VL(1)-CL)을 암호화하고; 및 제3 구조체는 제2 항체의 Fab H 사

슬(VH(2)-CH1)을 암호화하며, 선택적으로 힌지 영역을 암호화는 서열(아미노산 서열 EPKSC, SEQ ID NO:10; 참조

도 1A)을 추가로 갖는다.

또 다른 실시예에서, 상기 DNA 구조체는, 힌지-CH2-CH3에 유전적으로 융합된 제1 항체의 L 사슬(VL(1)-CL1), 이[0044]

어서 선택적 링커 및 제2 항체의 Fab H 사슬(VH(2)-CH1)을 포함하여, 서열 VL(1)-CL1-힌지-CH2-CH3-선택적 링

커-VH(2)-CH1를 제조하는 융합 폴리펩티드를 암호화한다(도 1C).

본 발명의 또 다른 양상에서, 본 발명의 TetBiAb들을 제조하는 방법이 제공된다. 호스트 세포에서 분비되기 위[0045]

한 신호 펩티드를 포함하는 적당한 발현 벡터에서 3개의 DNA 구조체들의 공통 발현이 있으면, 2개의 다른 결합

특이성을 갖는 원하는 TetBiAb(도 1B)가 형성되고 배양 배지로 분비되고, 단백질 A 크로마토그래피와 같은 표준

항체 정제 과정에 따라 정제된다. 일시적 발현(transient expression)을 위한 적당한 호스트 세포의 예는 인간

배아 신장 세포 293E이다. 안정한 발현을 위한 적당한 호스트 세포의 예는 중국 햄스터 난소(Chinese hamster
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ovary, CHO) 세포이다.

3개 발현된 폴리펩티드 사슬들이 펩티드 결합으로 서로 연결되어 있지 않다는 것은 당해 기술분야의 통상의 기[0046]

술자에게 명백하다. 본 발명은 단지 하나의 유리 사슬(VL-CL)만이 있다는 사실을 이용하여, 무작위적 L 사슬 쌍

을 이루는 문제를 극복한다. 

본 발명의 또 다른 장점은, Fab 단편이 scFv에 비하여 매우 안정하고, 이의 H 사슬의 C-말단에 융합된 추가의[0047]

Fab 단편을 갖는 항체가 매우 안정할 것이며 일반적으로 높은 수준으로 생성될 것으로 예상된다는 사실이다. 중

요하게, 본 발명은 항체 H 사슬 융합 폴리펩티드 사슬의 하나의 단일 종의 발현을 기초로 한 것으로, 상기 융합

폴리펩티드의 일 말단에서 하나의 동족 유리 L 사슬 폴리펩티드와 특이적으로 쌍을 이루고, 다른 말단에서 하나

의 동족 유리 Fab H 사슬 폴리펩티드와 특이적으로 쌍을 이룬다. 그러므로, 헤테로다이머릭 Fc 골격은 이중특이

적 항체를 조립할 수단을 제공할 필요가 없다. 그러므로 H 사슬들이 잘못 쌍을 이루는 것이 없다.

본 발명의 목적은, 제1 및 제2 항체의 가변 영역과 관련하여 자연에서 모듈식(modular)인 DNA를 제공하여, 제1[0048]

및 제2 항체의 VH 및 VL을 암호화하는 cDNA가, 예를 들어, 이중특이적 항체의 발현을 위해 돌연변이 안정화 및

광범위한 최적화를 도입하지 않고서도 용이하게 조립될 수 있게 하는 것이다. 이중특이적 항체의 제조를 용이하

게 하는 그러한 강력한 기술은 특정 질병 세팅화에 상승적 효과를 줄 수 있는 표적 조합들을 발견하는데 매우

유리하다. 

본 발명의 또 다른 목적은, 이중특이적 결합력을 달성하기 위한 Fab 단편, 및 원하는 효과기 기능 및 반감기 프[0049]

로파일을 달성하기 위하여 선택적으로 변경된 Fc 영역으로 특징화되는, 바이오치료제로서 발전되기에 적당한 안

정한 항체-기반 융합 단백질을 제공하는 것이다. 효과기 기능 및 반감기에 영향을 미치는 Fc 변이체들은 당해

기술분야에서 잘 이해될 것이다(참조, 예를 들어 WO 2000/042072).  Fab 단편은 본질적으로 단일-사슬 Fv's보다

안정하고(Rothlisberger et al, J. Mol. Biol. 347:773, 2005), 이들은 항체의 결합 팔(binding arm)들로서 자

연적으로 발생하고, 추가 가공없이 그대로 사용될 수 있다(Schoonjans et al, J. Immunol. 165:7050, 2000).  

일 실시예에서, 인간 IgG1 불변 영역 및 kappa 불변 영역들은 TetBiAb의 구축을 위해 사용된다. 지금까지, 모든[0050]

승인된 치료적 항체들은, IgG가 지배적인 혈청 면역글로불린이고, 바이오치료제로서 용이하게 제조가능하기 때

문에, 면역글로불린 G(IgG) 아이소타입(isotype)의 것들이다. 게다가, IgG는 면역 세포 위의 Fcγ 수용체 Fcγ

R)와 결합하여 다양한 효과기 기능들을 이끌어 내고, 보호적 신생아 Fc 수용체 FcRn과 결합하는 단일의 아이소

타입이며, 이는 인간에서 긴 혈청 반감기를 갖는 전형적인 IgG를 생성한다. 상기 IgG 아이소타입 내에, 4개의

서브클래스, 즉 IgG1, IgG2, IgG3 및 IgG4가 있다. 효과기 기능들을 결정하는, 항체의 IgG 서브클래스는 이의

치료적 응용분야에 맞도록 주의깊게 선택된다. 따라서, 상기 IgG1 서브클래스는 효과기 기능들이 필요해질 때

선택되고, IgG2는 항체-의존 세포의 세포독성(ADCC)을 최소화하기 위해 FcγR 결합력의 결핍을 위해 선택되고,

IgG4는 낮은 ADCC 활성 및 보체-의존성 세포독성(CDC)의 완전한 결핍을 위해 선택된다. IgA, IgD, IgE 및 IgM과

같은 다른 면역글로불린 아이소타입의 불변 영역은 TetBiAb를 구축하기 위해 또한 사용될 수 있다. 자연 아이소

타입 및 IgG 서브클래스로부터의 H 사슬 불변 영역 서열에 추가로, 재조합 하이브리드 아이소타입은 본 발명에

또한 사용될 수 있다(e.g. Gillies, S.D., and Lo, K.-M.  Expression technology for proteins containing a

hybrid isotype antibody moiety.  US Patent 7,148,321). 게다가, C-말단 Fab에 대해 사용된 CH1는 N-말단

Fab에 사용된 CH1과 다른 아이소타입의 것일 수 있다. 만약 IgG1의 CH1이 C-말단 Fab를 위해 사용된다면, CH1은

이의 C-말단에서 IgG1 상부 힌지 영역으로부터의 추가 5 잔기 EPKSC (SEQ ID NO:10)에 의해 연장되어, L 사슬을

갖는 디설파이드 결합을 정상적으로 형성하는 시스테인 잔기를 제공한다(Rothlisberger  et  al,  J  Mol  Biol.

347:773, 2005). L 사슬 불변 영역을 위하여, 상기 kappa 사슬 불변 영역 또는 상기 lambda 사슬 불변 영역은

N-말단 Fab 또는 C-말단 Fab, 또는 둘 다를 위해 사용된다.

본 발명의 또 다른 목적은 Luminex 및 다른 멀티플렉스 분석과 같은 분석에서 보다 특이적 결손, 연장된 해리[0051]

하프타임(dissociation half), 및 개선된 민감성을 갖는 진단제로서 TetBiAb를 제공하고, 형광-활성화된 세포

분류(fluorescence  -activated  cell  sorting,  FACS)  분석에서  표적  세포의  특이적  결합력을  증가시키는

것이다. 

또 다른 양상에서, 본 발명은 치료 응용분야용 TetBiAb를 제조하는 방법을 제공한다. 본 방법은 (a)그러한 4가[0052]

이중특이적 항체를 암호화하는 감염된 DNA 분자들을 포함하는 포유류 세포를 제공하고; (b) 상기 포유류 세포를

배양하여 4가 이중특이적 항체를 제조하고; (c) 당해 기술분야에 잘 알려진 종래 기술을 사용하여 4가 이중특이

적 항체를 정제하고;  및 (4)  치료 응용을 위하여 TetBiAb를 제형화하는 단계들을 포함한다. 자연 항체처럼,

TetBiAb는 표적 당 2가 결합력을 보유하나, 추가로, 질병-유발 세포에 대한 결합 활성이, 동일 세포에서의 2개
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질병-관련된 표적들에 대한 결합력을 통해 증가되어, 보다 특이적 표적화가 되고, 부작용이 낮아지게 된다. 게

다가, 그러한 증가된 활성은 수용체의 광범위한 다가 가교를 제공하여, 성장 정지(growth arrest), 아포토시스

및  수용체  내재화  및  열화(degradation)와  같은  생물학적  활성을  때때로  증가시킬  수  있다.  전반적으로,

TetBiAb의 다가 결합력 및 높은 활성은 치료 응용분야에서 치료 복용량 감소 및 효능 증가를 이끌어내는 잠재성

을 갖는 특성이 있다.

4가 이중특이적 항체에 대한 특이적 비제한 예는 항-EGFR/항-CD16(실시예 3), 항-CD20/항-CD16(실시예 4), 항-[0053]

CD20/항-CD47(실시예 5), 항-CD20/항-CD52(실시예 6), 항-EGFR/항-CD47(실시예 8) 및 항-Her2/항-CD47(실시예

9)를 포함하고, 여기서 제1 항체의 특이성은 N-말단 Fab 위에 포함되고, 제2 항체의 특이성은 C-말단 Fab 위에

포함된다(도 1 참조). 2개 항체의 위치들은 역으로 될 수 있고, 예를 들어, 항-CD16/항-EGFR 대신에 항-EGFR/항

-CD16가 될 수 있다. 

당해 기술 분야의 통상의 기술자는 4가 이중특이적 항체의 2가지 형태 모두를 발현할 수 있고, 이후 발현 수준,[0054]

N-말단 및 C-말단 Fab의 결합 친화성, 및 다른 생물학적 활성 분석을 기초로 어느 것이 바람직한 형태인지를 결

정할 수 있다. 일 방법에서, DNA의 구축 및 융합 단백질 분석을 단순화하기 위하여, 당해 기술분야의 통상의 기

술자는 Fab-Fc(정상 항체) 및 비교용 Fc-Fb를 발현시키고, 어느 항체 Fab 도메인이 C-말단 Fab로서 발현되어야

만 하는가를 결정한다.

당해 기술분야에서 통상의 기술자는 또한 C-말단적으로 연결된 Fab로서 사용하기 위해 어느 Fab를 선택하는 가[0055]

를 안내하는 데 있어서 표적 항원의 성질을 고려할 수도 있다. 일반적인 규칙으로서, 표적 항원에 대한 접근성

은 C-말단 Fab의 결합 사이트에서 보다 제한되므로, 크게 노출된 세포외(excellular) 도메인을 갖는 용해성 인

자 또는 수용체는 C-말단 Fab에 의한 표적화가 보다 용이할 것이다. 반대로, 단지 작게 노출된 세포외 루프 영

역 또는 세포막에 밀접한 항원 표면을 갖는 다중-스패닝 막 위의 표적 항원은 C-말단 Fab에 의한 표적화가 덜

용이할 것이다.

이론에 의해 구애받지 않고, C-말단 Fab의 결합 사이트에 대한 Fc 영역의 근접성은 입체 장애를 일으킨다. C-말[0056]

단 Fab의 표적에 대한, 특히 세포 수용체에 대한 결합력을 위하여, 유연한 링커를 결합시키는 것은 입체 장애를

완화시켜 결합친화성을 유지하는 것을 도울 수 있다. 일 실시예에서, 상기 유연한 링커는 아미노산 서열 GGGGS

를 갖는다. 당해 기술 분야에서 통상의 기술자는 GGGGS 서열 (SEQ ID NO:6)의 다중 사본을 통합하여 유연한 링

커의 최적 길이를 용이하게 시험할 수 있다. 일반적으로 10개 사본 이하가 사용되고, 일 실시예에서 4개 사본이

사용된다.

따라서, 일 실시예에서 TetBiAb는 2개 다른 세포 타입의 2개의 별개 표적들을 결합한다. 예시적 실시예는 항-[0057]

EGFR/항-CD16 또는 항-CD20/항-CD16이고, 여기서 TetBiAb는, 표적 종양 세포의 EGFR 또는 CD20과, 자연 살해

세포의 CD16 사이를 연결하여 자연 살해 세포를 종양에 향하게 한다. 다른 실시예에서, 4가 이중특이적 항체는

동일한 세포의 2개의 별개 표적, 예를 들어 예시적 실시예로서 항-CD20/항-CD47 또는 항-CD20/항-CD52과 결합한

다.  본 발명의 또 다른 실시예에서, 상기 4가 이중특이적 항체는 동일한 분자 표적의 2개 다른 에피토프들과

결합한다(즉, biparatopic). TetBiAb의 표적들 중 하나 또는 둘 다는 용해가능하거나 또는 하나의 세포 표면 위

에 발현될 수 있다는 것이 당해 기술분야에서 통상의 기술자에게 명백하다.

일 예시적 실시예에서, 본 발명은, 항-CD20 H 사슬-항-CD47 L 사슬 융합 폴리펩티드, 항-CD20 L 사슬, 및 항-[0058]

CD47 Fab H 사슬을 포함하는 항-CD20/항-CD47 TetBiAb을 제공하며, 여기서:

(a) 항-CD20의 VH 및 VL 서열은 각각 SEQ ID NO:24 및 SEQ ID NO:22와 동일하며, 및 [0059]

(b) 항-CD47의 VH 및 VL 서열은 각각 SEQ ID NO:56 및 SEQ ID NO:54에 동일하며, 및 [0060]

(c) 상기 불변 영역은 인간 IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgD, IgE, 및 IgM으로 이루어진 군으로부터 선택된[0061]

다.

추가 실시예에서, 본 발명은 항-CD20  H 사슬-항-CD47  L 사슬 융합 폴리펩티드, 항-CD20 L 사슬, 및 항-CD47[0062]

Fab H 사슬을 포함하는, 항-CD20/항-CD47 4가 이중특이적 항체를 제공하며, 여기서

(a)   항-CD20의 VH 및 VL 서열은 각각 SEQ ID NO:24 및 SEQ ID NO:22에 대해 적어도 85% 서열 유사성, 적어도[0063]

90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 또는 적어도

98%  유사성을 가지며, 및 

(b) 항-CD47의 VH 및 VL 서열은, 각각 SEQ ID NO:56 및 SEQ ID NO:54에 대해 적어도 85% 서열 유사성, 적어도[0064]
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90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 또는 적어도

98% 유사성을 갖고, 및 

(c) 상기 불변 영역은 인간 IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgD, IgE, 및 IgM로 이루어진 군으로부터 선택되고,[0065]

Fc 영역의 효과기 기능을 폐지하는 돌연변이들을 포함한다.

또 다른 실시예에서, 본 발명은 항-CD20 H 사슬-항-CD47 L 사슬 융합 폴리펩티드, 항-CD20 L 사슬, 및 항-CD47[0066]

Fab H 사슬을 포함하는, 항-CD20/항-CD47 4가 이중특이적 항체를 제공하며, 여기서

(a) 항-CD20의 VH 및 VL 서열은 각각 SEQ ID NO:24 및 SEQ ID NO:22의 상보성-결정 영역들(CDRs), 및 콘센서스[0067]

인간 골격 영역들(FRs)을 포함하고;

(b) 항-CD47의 VH 및 VL 서열은 각각 SEQ ID NO:56 및 SEQ ID NO:54의 상보성-결정 영역들(CDRs), 및 콘센서스[0068]

인간 골격 영역들 (FRs)을 포함하고; 및 

(c) 상기 불변 영역들은 인간 IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgD, IgE, 및 IgM로 이루어진 군으로부터 선택되[0069]

고, Fc 영역의 작동 인자 기능들을 폐지하는 돌연변이들을 포함하거나, 또는 상기 군은 쥐과의 IgG1, IgG2a,

IgG2b, IgG3, IgA, IgD, IgE, 및 IgM으로 이루어지는 군으로부터 선택되고, Fc 영역의 효과기 기능들을 폐지하

는 돌연변이들을 포함한다.

본 발명의 또 다른 실시예에 따라, TetBiAbs는 질병-유발 표적 세포에서만 바람직하게 발현되는 항원과 결합하[0070]

고, 건강한 조직에서는 발현되지 않거나 낮은 수준으로 발현된다. 그러한 표적 항원의 비제한적 예들로는 태아

성 암 항원, EGFR,  EGFRvIII,  IGF-1R, HER-2,  HER-3,  HER-4, MUC1,  MUC-1C, EpCAM, PSMA,  및 강글리오시드

(ganglioside)들 GD2 및 GD3을 포함하고, 이들 중 많은 것들이 종양-특이적 항원들이다. TetBiAb에서, 종양-특

이적 항원들 중 어느 하나에 결합하는 Fab는 효과기 세포 위의 항원, 예를 들어 T 세포 위 항원 CD3, NK 세포

위 CD16, 또는 단핵구 위 CD64를 표적화하는 Fab와 쌍을 이루어 종양 세포의 세포 용해를 촉진하는 TetBiAb를

생성할 수 있다. 그러한 TetBiAbs는 이들 종양 항원들의 발현으로 특징되는 암들의 치료에 사용될 수 있다.

본 발명의 대안 실시예에서, TetBiAb는 질병-유발 세포에서 발현되고 또한 정상 세포류에서 발현될 수도 있는[0071]

항원과 결합하고, 예를 들어 정상 및 악성 B 세포에서 발현된 항원 CD19 및 CD20이 그러한 경우이다. 그러한

TetBiAb에서, CD19 또는 CD20에 결합하는 Fab는 효과기 세포를 표적화하는 Fab와 쌍을 이룰 수 있으며, 예를 들

어 NK 세포의 CD16를 표적화하는 Fab와 쌍을 이룰 수 있다. 예를 들어, 항-CD20/항-CD16 TetBiAb는 혈액 종양의

치료에 사용될 수도 있다.

또 다른 실시예에서, TetBiAb는 동일한 원하는 표적 세포의 보통의 선택성을 갖는 2개 항체 각각의 Fab들을 포[0072]

함하여, 각 개별 항체에 비하여 원하는 표적에 대한 선택성을 매우 증가시키게 된다.  동일한 표적 세포의 제2

질병-특이적 항원과 결합하는 또 다른 Fab와 쌍을 이룬 질병-특이적 항원들 중 어느 하나와 결합하는 Fabs를 포

함하는 TetBiAb의 예시적 실시예는, 예를 들어 항-Her2/항-Her3 및 항-EGFR/항-IGF-1R이다. 

대안적으로, TetBiAb는 질병-특이적 항원 중 어느 하나, 및 정상 세포류에 의해 발현된 항원을 겨누게 된다. 일[0073]

실시예에서, TetBiAb는 항-EpCAM/항-CD47이다. 또 다른 실시예에서, TetBiAb는 정상 세포에 의해 발현된 2개의

다른 항원, 예를 들어 항-CD20/항-CD47 또는 항-CD20/항-CD52을 표적으로 한다. 또 다른 실시예에서, TetBiAbs

는 Fabs을 포함하며, 여기서 하나 또는 두 개 Fabs 모두 세포 용해성 인자, 예를 들어 임의의 성장 인자, 예를

들어, EGF, HGF, VEGF, 및 CSF-1, 또는 사이토카인, 예를 들어, IL-6, IL-10, IL-12 및 TNFα와 결합한다.

본 발명의 또 다른 양상에서, 본 발명은 TetBiAb를 대상, 바람직하게는 인간에 투여하여 암, 염증성 질환, 자가[0074]

면역질환 및 감염과 같은 질병을 치료하는 방법을 제공한다.

본 발명의 4가 이중특이적 항체를 제조하고 대상에 투여하는 방법은 당해 기술분야의 통상의 기술자에게 잘 알[0075]

려져 있거나 용이하게 결정된다. 4가 이중특이적 항체의 투여 경로는, 경구, 비경구, 국부 또는 흡입에 의할 수

있다. 비경구 투여의 예로는 정맥(intravenous),  동맥(intraarterial),  복강내, 근육내, 피하, 직장(rectal)

또는 질(vaginal) 투여를 포함한다. 투여를 위한 바람직한 형태는, 예를 들어 주사용 용액, 특히 정맥 또는 동

맥 주사 또는 드립(drip)이다. 통상, 주사용 적당한 약제학적 조성물은 약제학적으로 허용가능한 담체를 더 포

함할 수 있다. 약제학적으로 허용가능한 담체의 예들은 염분(saline),  멸균수, 링거액, 완충식염수(buffered

saline), 덱스트로스 용액, 말토덱스트린 용액, 글리세롤, 에탄올 등을 포함한다. 선택적으로, 종래 첨가제들,

예를 들어 항산화제, 완충제, 정균제(bacteriostatic agent) 등이 상기 조성물에 추가될 수 있다.

환자 치료를 위한 4가 이중특이적 항체의 효과적인 복용량은 많은 다른 인자들에 따라 달라지며, 이들 다른 인[0076]
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자들은 투여 경로, 환자의 건강 상태, 질병의 심각성, 환자의 체중, 연령 및 성별 등을 포함한다. 일반적으로,

단일 복용, 매일 복용, 주 복용, 격주 복용, 월 복용 등으로 투여될 수 있다. 복용량은 0.1 mg/kg 내지 100

mg/4가 이중특이적 항체 kg의 범위이다.  

예시적 실시예에서, TetBiAb 항-CD20/항-CD47의 효과적인 복용량으로 전형적으로 1 내지 10mg/kg가, 정맥으로 B[0077]

세포  질병,  예를  들어  비호지킨  림프종,  류마티스  관절염,  또는  전신  홍반  루프스(systemic  lupus

erythematosus)로 고통받는 환자들에 투여된다.

또 다른 실시예에서, 1 내지 10mg/kg의 전형적 범위로 4가 이중특이적 항체 항-EGFR/항-CD16의 효과적인 함량이[0078]

결장 또는 폐암과 같은 EGFR을 과발현하는 고형 종양을 갖는 환자에게 정맥으로 투여된다.

암 치료에 있어서, 4가 이중특이적 항체가 환자 내 종양성 세포의 성장을 제거, 감축 또는 제어하는 임의의 화[0079]

학치료제 또는 식이요법과 병행 또는 함께 사용될 수 있다. 예시적 화학치료제는 알킬화제, 빈카 알카로이드

(vinca alkaloid),  탁산(taxane), 항대사물질(antimetabolite), 니트로소우레아제, 토포아이소머라제 저해제,

아로마타제 저해제, P-글리코프로테인 저해제, 플래티늄 복합체 유도체, 호르몬 길항제, 세포독성 항생제 등을

포함한다.  4가 이중특이적 항체와 병행하여 사용되는 화학치료제의 함량은 대상, 질병의 종류 및 심각성에 따

라  변화할  수  있으며,  당해  기술분야에서  알려진 바에  따라 투여될 수  있다.  예를 들어  Chabner  et  al.,

Antineoplastic Agents, in Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics 1233-1287 (Joel

G. Hardman et al., eds., 9
th
 ed. 1996)을 참조한다. 

본 발명의 다른 장점 및 특징은 이하의 실시예, 도면, 및 청구범위로부터 명백해질 것이다.[0080]

실시예[0081]

다음 실시예는 어떤 바람직한 실시예 및 본 발명의 양상을 설명하기 위한 것이고 그의 범위를 제한하려는 것은[0082]

아니다.

달리  지정하지  않으면,  IgG  H  사슬의  아미노산  잔기의  번호  매김은  EU  인덱스의  것과  같다[Kabat  et  al,[0083]

Sequences  of  단백질s  of  Immunological  Interest,  5
th
 Ed.,  Public  Health  Service,  NIH,  Bethesda,  Md

(1991)].

표 1은 이하 설명된 서열을 제공한다. 분비된 분자들의 모든 폴리펩티드 서열들은 신호 서열없이 도시된다. 가[0084]

변 도메인은 밑줄로 표시된다.

표 1

SEQ ID[0085]
NO:

설명 서열

1 항-EGFR Fab L
사슬

GACATCTTGCTGACTCAGTCTCCAGTCATCCTGTCTGTGAGTCCAGGAGAAAGAGTCAGTTTCTCCTGCAGGGCCAGTCA
GAGTATTGGCACAAACATACACTGGTATCAGCAAAGAACAAATGGTTCTCCAAGGCTTCTCATAAAGTATGCTTCTGAGT
CTATCTCTGGAATCCCTTCCAGGTTTAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTTACTCTTAGCATCAACAGTGTGGAGTCT
GAAGATATTGCAGATTATTACTGTCAACAAAATAATAACTGGCCAACCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAA
AACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCC
TGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAG
AGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAA
ACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAG

2 항-EGFR Fab L
사슬

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVES
EDIADYYCQQNNNWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

3 항-EGFR Fab H
사슬

caggtgcagctgaagcagtcaggacctggcctagtgcagccctcacagagcctgtccatcacctgcacagtctctggttt
ctcattaactaactatggtgtacactgggttcgccagtctccaggaaagggtctggagtggctgggagtgatatggagtg
gtggaaacacagactataatacacctttcacatccagactgagcatcaacaaggacaattccaagagccaagttttcttt
aaaatgaacagtctgcaatctaatgacacagccatatattactgtgccagagccctcacctactatgattacgagtttgc
ttactggggccaagggactctggtcactgtctctgcaGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCT
CCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGG
AACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGT
GGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGG
ACAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGT

4 항-EGFR Fab H
사슬

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFF
KMNSLQSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

5 링커 ggtggaggtgggagc
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6 링커 GGGGS

7 돌연변이된 힌
지 영역

GAGCCCAAATCTTCT

8 돌연변이된 힌
지 영역

EPKSS

9 힌지 영역 GAGCCCAAATCTTGT

10 힌지 영역 H* EPKSC

11 H-CH2-CH3-L-V
H(

항-EGFR)-CH1-
H* (L = G4S)

atgaagcttcctgttaggctgttggtgctgatgttctggatccctgctagcttaagcgagcccaaatcttctgacaaaac
tcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctgggggggccctcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggaca
ccctcatgatctctagaacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaac
tggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggt
cagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccag
cccccatcgagaaaacgatatccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcacgggag
gagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagag
caatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctatagcaagc
tcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactac
acgcagaagagcgccaccgcgaccccgggtgcaggtggaggtgggagcCAGGTGCAGCTGAAGCAGTCAGGACCTGGCCT
AGTGCAGCCCTCACAGAGCCTGTCCATCACCTGCACAGTCTCTGGTTTCTCATTAACTAACTATGGTGTACACTGGGTTC
GCCAGTCTCCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGGAGTGATATGGAGTGGTGGAAACACAGACTATAATACACCTTTCACA
TCCAGACTGAGCATCAACAAGGACAATTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTTAAAATGAACAGTCTGCAATCTAATGACACAGC
CATATATTACTGTGCCAGAGCCCTCACCTACTATGATTACGAGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCT
CTGCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTG
GGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACAC
CTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCC
AGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTTGA

12 VL(
항-EGFR)-CL

ATGGAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCTTAAGCGACATCTTGCTGACTCAGTCTCC
AGTCATCCTGTCTGTGAGTCCAGGAGAAAGAGTCAGTTTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTATTGGCACAAACATACACT
GGTATCAGCAAAGAACAAATGGTTCTCCAAGGCTTCTCATAAAGTATGCTTCTGAGTCTATCTCTGGAATCCCTTCCAGG
TTTAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTTACTCTTAGCATCAACAGTGTGGAGTCTGAAGATATTGCAGATTATTACTG
TCAACAAAATAATAACTGGCCAACCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTG
TCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCC
AGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAG
CAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCG
AAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

13 H-CH2-CH3-L-V
H(

항-EGFR)-CH1-
H* (L = G4S)

EPKSSDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSQVQL
KQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNS
LQSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC

14 VL(
항-EGFR)-CL

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVES
EDIADYYCQQNNNWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

15 H-CH2-CH3-L-V
L(항-EGFR)-CL
(L = G4S)

atgaagcttcctgttaggctgttggtgctgatgttctggatccctgctagcttaagcgagcccaaatcttctgacaaaac
tcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctgggggggccctcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggaca
ccctcatgatctctagaacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaac
tggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggt
cagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccag
cccccatcgagaaaacgatatccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcacgggag
gagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagag
caatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctatagcaagc
tcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactac
acgcagaagagcgccaccgcgaccccgggtgcaggtggaggtgggagcGACATCTTGCTGACTCAGTCTCCAGTCATCCT
GTCTGTGAGTCCAGGAGAAAGAGTCAGTTTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTATTGGCACAAACATACACTGGTATCAGC
AAAGAACAAATGGTTCTCCAAGGCTTCTCATAAAGTATGCTTCTGAGTCTATCTCTGGAATCCCTTCCAGGTTTAGTGGC
AGTGGATCAGGGACAGATTTTACTCTTAGCATCAACAGTGTGGAGTCTGAAGATATTGCAGATTATTACTGTCAACAAAA
TAATAACTGGCCAACCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCT
TCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCC
AAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAG
CACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCC
ATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG
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16 VH(
항-EGFR)-CH1-

H*

ATGGAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGCcaggtgcagctgaagcagtcagg
acctggcctagtgcagccctcacagagcctgtccatcacctgcacagtctctggtttctcattaactaactatggtgtac
actgggttcgccagtctccaggaaagggtctggagtggctgggagtgatatggagtggtggaaacacagactataataca
cctttcacatccagactgagcatcaacaaggacaattccaagagccaagttttctttaaaatgaacagtctgcaatctaa
tgacacagccatatattactgtgccagagccctcacctactatgattacgagtttgcttactggggccaagggactctgg
tcactgtctctgcaGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACA
GCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGG
CGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCT
TGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGCCCAAATCT
TGTTAG

17 H-CH2-CH3-L-V
L(항-EGFR)-CL
(L = G4S)

EPKSSDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSDILL
TQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIA
DYYCQQNNNWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

18 VH(
항-EGFR)-CH1-

H*

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFF
KMNSLQSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

19 H-CH2-CH3-L-V
L(항-EGFR)-CL
(L = (G4S)4)

atgaagcttcctgttaggctgttggtgctgatgttctggatccctgctagcttaagcgagcccaaatcttctgacaaaac
tcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctgggggggccctcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggaca
ccctcatgatctctagaacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaac
tggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggt
cagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccag
cccccatcgagaaaacgatatccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcacgggag
gagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagag
caatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctatagcaagc
tcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactac
acgcagaagagcgccaccgcgaccccgggtgcaggcggcggaggaagcggaggaggtggcagcggtggcggtggctccgg
cggaggtggctccggaGACATCTTGCTGACTCAGTCTCCAGTCATCCTGTCTGTGAGTCCAGGAGAAAGAGTCAGTTTCT
CCTGCAGGGCCAGTCAGAGTATTGGCACAAACATACACTGGTATCAGCAAAGAACAAATGGTTCTCCAAGGCTTCTCATA
AAGTATGCTTCTGAGTCTATCTCTGGAATCCCTTCCAGGTTTAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTTACTCTTAGCAT
CAACAGTGTGGAGTCTGAAGATATTGCAGATTATTACTGTCAACAAAATAATAACTGGCCAACCACGTTCGGTGCTGGGA
CCAAGCTGGAGCTGAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGA
ACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCA
ATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGA
GCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGC
TTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

20 H-CH2-CH3-L-V
L(항-EGFR)-CL
(L = (G4S)4)

EPKSSDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGDILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSG
TDFTLSINSVESEDIADYYCQQNNNWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQW
KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

21 항-CD20 Fab L
사슬

CAAATTGTTCTCTCCCAGTCTCCAGCAATCCTGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACAATGACTTGCAGGGCCAGCTC
AAGTGTAAGTTACATCCACTGGTTCCAGCAGAAGCCAGGTTCCTCCCCCAAACCCTGGATTTATGCCACATCCAACCTGG
CTTCTGGAGTCCCTGTTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACTTCTTACTCTCTCACCATCAGCAGAGTGGAGGCTGAA
GATGCTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTGGACTAGTAACCCACCCACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATCAAAAC
TGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGC
TGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGT
GTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACA
CAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAG

22 항-CD20 Fab L
사슬

QIVLSQSPAILSASPGEKVTMTCRASSSVSYIHWFQQKPGSSPKPWIYATSNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRVEAE
DAATYYCQQWTSNPPTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

23 항-CD20 Fab H
사슬

caggtacaactgcaacagcctggggctgagctggtgaagcctggggcctcagtgaagatgtcctgcaaggcttctggcta
cacatttaccagttacaatatgcactgggtaaaacagacacctggtcggggcctggaatggattggagctatttatcccg
gaaatggtgatacttcctacaatcagaagttcaaaggcaaggccacattgactgctgacaaatcctccagcacagcctac
atgcagctcagcagcctgacatctgaggactctgcggtctattactgtgcaagatcgacttactacggcggtgactggta
cttcaatgtctggggcgcagggaccacggtcaccgtctccgcaGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCAC
CCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTG
TCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAG
CAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCA
AGGTGGACAAGAGAGTTGAGCCCAAATCT

24 항-CD20 Fab H
사슬

QVQLQQPGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYGGDWYFNVWGAGTTVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
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25 H-CH2-CH3-L-V
H(

항-CD20)-CH1-
H* (L = G4S)

atgaagcttcctgttaggctgttggtgctgatgttctggatccctgctagcttaagcgagcccaaatcttctgacaaaac
tcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctgggggggccctcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggaca
ccctcatgatctctagaacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaac
tggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggt
cagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccag
cccccatcgagaaaacgatatccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcacgggag
gagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagag
caatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctatagcaagc
tcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactac
acgcagaagagcgccaccgcgaccccgggtgcaggtggaggtgggagccaggtacaactgcaacagcctggggctgagct
ggtgaagcctggggcctcagtgaagatgtcctgcaaggcttctggctacacatttaccagttacaatatgcactgggtaa
aacagacacctggtcggggcctggaatggattggagctatttatcccggaaatggtgatacttcctacaatcagaagttc
aaaggcaaggccacattgactgctgacaaatcctccagcacagcctacatgcagctcagcagcctgacatctgaggactc
tgcggtctattactgtgcaagatcgacttactacggcggtgactggtacttcaatgtctggggcgcagggaccacggtca
ccgtctccgcaGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCG
GCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGT
GCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGG
GCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGT
TGA

26 VL(
항-CD20)-CL

ATGGAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCTTAAGCCAAATTGTTCTCTCCCAGTCTCC
AGCAATCCTGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACAATGACTTGCAGGGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATCCACTGGT
TCCAGCAGAAGCCAGGTTCCTCCCCCAAACCCTGGATTTATGCCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGTTCGCTTC
AGTGGCAGTGGGTCTGGGACTTCTTACTCTCTCACCATCAGCAGAGTGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCA
GCAGTGGACTAGTAACCCACCCACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATCAAAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCA
TCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAG
GCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGA
CAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCA
CCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

27 H-CH2-CH3-L-V
H(

항-CD20)-CH1-
H* (L = G4S)

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSQVQ
LQQPGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMQL
SSLTSEDSAVYYCARSTYYGGDWYFNVWGAGTTVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

28 VL(
항-CD20)-CL

QIVLSQSPAILSASPGEKVTMTCRASSSVSYIHWFQQKPGSSPKPWIYATSNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRVEAE
DAATYYCQQWTSNPPTFGGGTKLEIKRGTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

29 H-CH2-CH3-L-V
H(

항-CD20)-CH1-
H* (L =
(G4S)4)

atgaagcttcctgttaggctgttggtgctgatgttctggatccctgctagcttaagcgagcccaaatcttctgacaaaac
tcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctgggggggccctcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggaca
ccctcatgatctctagaacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaac
tggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggt
cagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccag
cccccatcgagaaaacgatatccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcacgggag
gagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagag
caatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctatagcaagc
tcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactac
acgcagaagagcgccaccgcgaccccgggtgcaggcggcggaggaagcggaggaggtggcagcggtggcggtggctccgg
cggaggtggctccggacaggtacaactgcaacagcctggggctgagctggtgaagcctggggcctcagtgaagatgtcct
gcaaggcttctggctacacatttaccagttacaatatgcactgggtaaaacagacacctggtcggggcctggaatggatt
ggagctatttatcccggaaatggtgatacttcctacaatcagaagttcaaaggcaaggccacattgactgctgacaaatc
ctccagcacagcctacatgcagctcagcagcctgacatctgaggactctgcggtctattactgtgcaagatcgacttact
acggcggtgactggtacttcaatgtctggggcgcagggaccacggtcaccgtctccgcaGCCTCCACCAAGGGCCCATCG
GTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCC
CGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAG
GACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCAC
AAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTTGA

30 H-CH2-CH3-L-V
H(

항-CD20)-CH1-
H* (L =
(G4S)4)

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSGGG
GSGGGGSGGGGSGQVQLQQPGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGK
ATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYGGDWYFNVWGAGTTVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALG
CLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
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31 H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD20)-CL
(L = G4S)

atgaagcttcctgttaggctgttggtgctgatgttctggatccctgctagcttaagcgagcccaaatcttctgacaaaac
tcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctgggggggccctcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggaca
ccctcatgatctctagaacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaac
tggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggt
cagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccag
cccccatcgagaaaacgatatccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcacgggag
gagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagag
caatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctatagcaagc
tcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactac
acgcagaagagcgccaccgcgaccccgggtgcaggtggaggtgggagcCAAATTGTTCTCTCCCAGTCTCCAGCAATCCT
GTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACAATGACTTGCAGGGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATCCACTGGTTCCAGCAGA
AGCCAGGTTCCTCCCCCAAACCCTGGATTTATGCCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGTTCGCTTCAGTGGCAGT
GGGTCTGGGACTTCTTACTCTCTCACCATCAGCAGAGTGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTGGAC
TAGTAACCCACCCACGTTCGGAGGGGGGACCAAGCTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCC
CGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAA
GTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCAC
CTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATC
AGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

32 VH(
항-CD20)-CH1-

H*

ATGGAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGCCAGGTACAACTGCAACAGCCTGG
GGCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACATTTACCAGTTACAATATGC
ACTGGGTAAAACAGACACCTGGTCGGGGCCTGGAATGGATTGGAGCTATTTATCCCGGAAATGGTGATACTTCCTACAAT
CAGAAGTTCAAAGGCAAGGCCACATTGACTGCTGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACATC
TGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGATCGACTTACTACGGCGGTGACTGGTACTTCAATGTCTGGGGCGCAGGGA
CCACGGTCACCGTCTCCGCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGG
GGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGAC
CAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCGCCGTGATCAGCAGCGGCGGCAGCTCCATCAACTACAAGAAAGTTGAGCCC
AAATCTTGTTAA

33 H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD20)-CL
(L = G4S)

EPKSSDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSQIVL
SQSPAILSASPGEKVTMTCRASSSVSYIHWFQQKPGSSPKPWIYATSNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAAT
YYCQQWTSNPPTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE
QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

34 VH(
항-CD20)-CH1-

H*

QVQLQQPGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYGGDWYFNVWGAGTTVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

35 H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD20)-CL
(L = (G4S)4)

atgaagcttcctgttaggctgttggtgctgatgttctggatccctgctagcttaagcgagcccaaatcttctgacaaaac
tcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctgggggggccctcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggaca
ccctcatgatctctagaacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaac
tggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggt
cagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccag
cccccatcgagaaaacgatatccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcacgggag
gagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagag
caatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctatagcaagc
tcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactac
acgcagaagagcgccaccgcgaccccgggtgcaggcggcggaggaagcggaggaggtggcagcggtggcggtggctccgg
cggaggtggctccggaCAAATTGTTCTCTCCCAGTCTCCAGCAATCCTGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAGGTCACAATGA
CTTGCAGGGCCAGCTCAAGTGTAAGTTACATCCACTGGTTCCAGCAGAAGCCAGGTTCCTCCCCCAAACCCTGGATTTAT
GCCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCTGTTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACTTCTTACTCTCTCACCATCAG
CAGAGTGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTGGACTAGTAACCCACCCACGTTCGGAGGGGGGACCA
AGCTGGAAATCAAACGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATC
GGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCA
AAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTC
AACAGGGGAGAGTGTTAG

36 H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD20)-CL
(L = (G4S)4)

EPKSSDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGQIVLSQSPAILSASPGEKVTMTCRASSSVSYIHWFQQKPGSSPKPWIYATSNLASGVPVRFSGSGSGT
SYSLTISRVEAEDAATYYCQQWTSNPPTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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37 항-CD16 Fab L
사슬

gacattgtgctgacccaatctccagcttctttggctgtgtctctagggcagagggccaccatctcctgcaaggccagcca
aagtgttgattttgatggtgatagttttatgaactggtaccaacagaaaccaggacagccacccaaactcctcatctata
ctacatccaatctagaatctggcatcccagccaggtttagtgccagtgggtctgggacagacttcaccctcaacatccat
cctgtggaggaggaggatactgcaacctattactgtcagcaaagtaatgaggacccgtacacgttcggaggggggaccaa
gctggagctgaaaACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCT
CTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGT
AACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGC
AGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACA
GGGGAGAG

38 항-CD16 Fab L
사슬

DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCKASQSVDFDGDSFMNWYQQKPGQPPKLLIYTTSNLESGIPARFSASGSGTDFTLNIH
PVEEEDTATYYCQQSNEDPYTFGGGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

39 항-CD16 Fab H
사슬

CAGGTACAACTGCAACAGCCTGGGGCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTA
CACATTTACCAGTTACAATATGCACTGGGTAAAACAGACACCTGGTCGGGGCCTGGAATGGATTGGAGCTATTTATCCCG
GAAATGGTGATACTTCCTACAATCAGAAGTTCAAAGGCAAGGCCACATTGACTGCTGACAAATCCTCCAGCACAGCCTAC
ATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGATCGACTTACTACGGCGGTGACTGGTA
CTTCAATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCGCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCAC
CCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTG
TCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAG
CAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCA
AGGTGGACAAGAGAGTTGAGCCCAAATCTTGT

40 항-CD16 Fab H
사슬

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLRTSGMGVGWIRQPSGKGLEWLAHIWWDDDKRYNPALKSRLTISKDTSSNQV
FLKIASVDTADTATYYCAQINPAWFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

41 VH(
항-EGFR)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD16)-CL
(L = G4S)

atggagttgcctgttaggctgttggtgctgatgttctggattcctgctagctccagccaggtgcagctgaagcagtcagg
acctggcctagtgcagccctcacagagcctgtccatcacctgcacagtctctggtttctcattaactaactatggtgtac
actgggttcgccagtctccaggaaagggtctggagtggctgggagtgatatggagtggtggaaacacagactataataca
cctttcacatccagactgagcatcaacaaggacaattccaagagccaagttttctttaaaatgaacagtctgcaatctaa
tgacacagccatatattactgtgccagagccctcacctactatgattacgagtttgcttactggggccaagggactctgg
tcactgtctctgcagcctccaccaagggcccatcggtcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctgggggcaca
gcggccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggcgccctgaccagcgg
cgtgcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgccctccagcagct
tgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatct
tgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctccagtggccggaccgtcagtcttcctcttccccccaaaacc
caaggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtca
agttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtac
cgtgtggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagc
cctcccatccagcatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccat
cacgggaggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggag
tgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctcta
tagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcaca
accactacacacagaagagcctctccctgtccccgggtgcaggtggaggtgggagcgacattgtgctgacccaatctcca
gcttctttggctgtgtctctagggcagagggccaccatctcctgcaaggccagccaaagtgttgattttgatggtgatag
ttttatgaactggtaccaacagaaaccaggacagccacccaaactcctcatctatactacatccaatctagaatctggca
tcccagccaggtttagtgccagtgggtctgggacagacttcaccctcaacatccatcctgtggaggaggaggatactgca
acctattactgtcagcaaagtaatgaggacccgtacacgttcggaggggggaccaagctggagctgaaacgaactgtggc
tgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaata
acttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcaca
gagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagt
ctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgttga

42 VH(
항-CD16)-CH1-

H*

ATGGAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGCCAGGTACAACTGCAACAGCCTGG
GGCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACATTTACCAGTTACAATATGC
ACTGGGTAAAACAGACACCTGGTCGGGGCCTGGAATGGATTGGAGCTATTTATCCCGGAAATGGTGATACTTCCTACAAT
CAGAAGTTCAAAGGCAAGGCCACATTGACTGCTGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACATC
TGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGATCGACTTACTACGGCGGTGACTGGTACTTCAATGTCTGGGGCGCAGGGA
CCACGGTCACCGTCTCCGCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGG
GGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGAC
CAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGCCC
AAATCTTGTTAG

43 VH(
항-EGFR)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD16)-CL
(L = G4S)

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFF
KMNSLQSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPPVAGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSDIVLTQSPASLAVSLGQRATISCKASQ
SVDFDGDSFMNWYQQKPGQPPKLLIYTTSNLESGIPARFSASGSGTDFTLNIHPVEEEDTATYYCQQSNEDPYTFGGGTK
LELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSK
ADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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44 VH(
항-CD16)-CH1-

H*

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLRTSGMGVGWIRQPSGKGLEWLAHIWWDDDKRYNPALKSRLTISKDTSSNQV
FLKIASVDTADTATYYCAQINPAWFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC

45 VH(
항-CD16)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-EGFR)-CL
(L = G4S)

atggagttgcctgttaggctgttggtgctgatgttctggattcctgctagctccagcCAGGTACAACTGCAACAGCCTGG
GGCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACATTTACCAGTTACAATATGC
ACTGGGTAAAACAGACACCTGGTCGGGGCCTGGAATGGATTGGAGCTATTTATCCCGGAAATGGTGATACTTCCTACAAT
CAGAAGTTCAAAGGCAAGGCCACATTGACTGCTGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACATC
TGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGATCGACTTACTACGGCGGTGACTGGTACTTCAATGTCTGGGGCGCAGGGA
CCACGGTCACCGTCTCCGCAgcctccaccaagggcccatcggtcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctggg
ggcacagcggccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggcgccctgac
cagcggcgtgcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgccctcca
gcagcttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagccc
aaatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctccagtggccggaccgtcagtcttcctcttcccccc
aaaacccaaggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctg
aggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagc
acgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaa
caaagccctcccatccagcatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgc
ccccatcacgggaggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgcc
gtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttctt
cctctatagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctc
tgcacaaccactacacacagaagagcctctccctgtccccgggtgcaggtggaggtgggagcGACATCTTGCTGACTCAG
TCTCCAGTCATCCTGTCTGTGAGTCCAGGAGAAAGAGTCAGTTTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTATTGGCACAAACAT
ACACTGGTATCAGCAAAGAACAAATGGTTCTCCAAGGCTTCTCATAAAGTATGCTTCTGAGTCTATCTCTGGAATCCCTT
CCAGGTTTAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTTACTCTTAGCATCAACAGTGTGGAGTCTGAAGATATTGCAGATTAT
TACTGTCAACAAAATAATAACTGGCCAACCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAAcgaactgtggctgcacc
atctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttct
atcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcag
gacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgc
ctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgttga

46 VL(
항-CD16)-CL

ATGGAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCTTAAGCgacattgtgctgacccaatctcc
agcttctttggctgtgtctctagggcagagggccaccatctcctgcaaggccagccaaagtgttgattttgatggtgata
gttttatgaactggtaccaacagaaaccaggacagccacccaaactcctcatctatactacatccaatctagaatctggc
atcccagccaggtttagtgccagtgggtctgggacagacttcaccctcaacatccatcctgtggaggaggaggatactgc
aacctattactgtcagcaaagtaatgaggacccgtacacgttcggaggggggaccaagctggagctgaaaCGAACTGTGG
CTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAAT
AACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCAC
AGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAG
TCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

47 VH(
항-CD16)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-EGFR)-CL
(L = G4S)

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLRTSGMGVGWIRQPSGKGLEWLAHIWWDDDKRYNPALKSRLTISKDTSSNQV
FLKIASVDTADTATYYCAQINPAWFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPPVAGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSDILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQS
IGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQQNNNWPTTFGAGTKLELKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

48 VL(
항-CD16)-CL

DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCKASQSVDFDGDSFMNWYQQKPGQPPKLLIYTTSNLESGIPARFSASGSGTDFTLNIH
PVEEEDTATYYCQQSNEDPYTFGGGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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49 VH(
항-CD20)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD16)-CL
(L = G4S)

atggagttgcctgttaggctgttggtgctgatgttctggattcctgctagctccagccaggtacaactgcaacagcctgg
ggctgagctggtgaagcctggggcctcagtgaagatgtcctgcaaggcttctggctacacatttaccagttacaatatgc
actgggtaaaacagacacctggtcggggcctggaatggattggagctatttatcccggaaatggtgatacttcctacaat
cagaagttcaaaggcaaggccacattgactgctgacaaatcctccagcacagcctacatgcagctcagcagcctgacatc
tgaggactctgcggtctattactgtgcaagatcgacttactacggcggtgactggtacttcaatgtctggggcgcaggga
ccacggtcaccgtctccgcagcctccaccaagggcccatcggtcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctggg
ggcacagcggccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggcgccctgac
cagcggcgtgcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgccctcca
gcagcttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagaaagttgagccc
aaatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctggggggaccgtcagtcttcctcttccc
cccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagacc
ctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaac
agcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctc
caacaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccc
tgcccccatcacgggatgagctgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatc
gccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctcctt
cttcctctatagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgagg
ctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctccctgtccccgggtgcaggtggaggtgggagcattgtgctgacccaa
tctccagcttctttggctgtgtctctagggcagagggccaccatctcctgcaaggccagccaaagtgttgattttgatgg
tgatagttttatgaactggtaccaacagaaaccaggacagccacccaaactcctcatctatactacatccaatctagaat
ctgggatcccagccaggtttagtgccagtgggtctgggacagacttcaccctcaacatccatcctgtggaggaggaggat
actgcaacctattactgtcagcaaagtaatgaggatccgtacacgttcggaggggggaccaagctggagctgaaacgtgg
aactgtggctgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcc
tgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggag
agtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgagaa
acacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgtt
ga

50 VH(
항-CD16)-CH1

ATGGAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGCCAGGTTACTCTGAAAGAGTCTGG
CCCTGGGATATTGCAGCCCTCCCAGACCCTCAGTCTGACTTGTTCTTTCTCTGGGTTTTCACTGAGGACTTCTGGTATGG
GTGTAGGCTGGATTCGTCAGCCTTCAGGGAAGGGTCTAGAGTGGCTGGCACACATTTGGTGGGATGATGACAAGCGCTAT
AATCCAGCCCTGAAGAGCCGACTGACAATCTCCAAGGATACCTCCAGCAACCAGGTATTCCTCAAAATCGCCAGTGTGGA
CACTGCAGATACTGCCACATACTACTGTGCTCAAATAAACCCCGCCTGGTTTGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCA
CTGTCTCTGCGGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCG
GCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGT
GCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGG
GCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTTAG

51 VH(
항-CD20)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD16)-CL
(L = G4S)

QVQLQQPGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYGGDWYFNVWGAGTTVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSIVLTQSPASLAVSLGQRATISCKA
SQSVDFDGDSFMNWYQQKPGQPPKLLIYTTSNLESGIPARFSASGSGTDFTLNIHPVEEEDTATYYCQQSNEDPYTFGGG
TKLELKRGTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

52 VH(
항-CD16)-CH1

QVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLRTSGMGVGWIRQPSGKGLEWLAHIWWDDDKRYNPALKSRLTISKDTSSNQV
FLKIASVDTADTATYYCAQINPAWFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKV

53 항-CD47 Fab L
사슬

gatattgtgatgactcagtctccagccaccctgtctgtgactccaggagatagagtctctctttcctgcagggccagcca
gactattagcgactacttacactggtatcaacaaaaatcacatgagtctccaaggcttctcatcaaatttgcttcccaat
ccatttctggaatcccctccaggttcagtggcagtggatcaggctcagatttcactctcagtatcaacagtgtggaacct
gaagatgttggagtgtattactgtcaaaatggtcacggctttcctcggacgttcggtggagggaccaagctggaaataaa
acgtggaactgtggctgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttg
tgtgcctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcc
caggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagacta
cgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggag
ag

54 항-CD47 Fab L
사슬

DIVMTQSPATLSVTPGDRVSLSCRASQTISDYLHWYQQKSHESPRLLIKFASQSISGIPSRFSGSGSGSDFTLSINSVEP
EDVGVYYCQNGHGFPRTFGGGTKLEIKRGTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

55 항-CD47 Fab H
사슬

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGACTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATT
CACTTTCAGTGGCTATGGCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCAGACAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTACTAGTG
GTGGTACTTACACCTACTATCCAGACAGTGTGAAGGGGCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTGTAC
CTGCAAATAGACAGTCTGAAGTCTGAGGATACAGCCATATATTTCTGTGCAAGATCCCTCGCGGGAAATGCTATGGACTA
CTGGGGTCAAGGGACCAGCGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCA
AGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAAC
TCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGT
GACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACA
AGAAAGTTGAGCCCAAATCT
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56 항-CD47 Fab H
사슬

EVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFSGYGMSWVRQTPDKRLEWVATITSGGTYTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLY
LQIDSLKSEDTAIYFCARSLAGNAMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC

57 VH(
항-CD20)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD47)-CL
(L = (G4S)4)

atggagttgcctgttaggctgttggtgctgatgttctggattcctgctagctccagccaggtacaactgcaacagcctgg
ggctgagctggtgaagcctggggcctcagtgaagatgtcctgcaaggcttctggctacacatttaccagttacaatatgc
actgggtaaaacagacacctggtcggggcctggaatggattggagctatttatcccggaaatggtgatacttcctacaat
cagaagttcaaaggcaaggccacattgactgctgacaaatcctccagcacagcctacatgcagctcagcagcctgacatc
tgaggactctgcggtctattactgtgcaagatcgacttactacggcggtgactggtacttcaatgtctggggcgcaggga
ccacggtcaccgtctccgcacggaggctccggcggaggaggctccggagatattgtgatgactcagtctccagccaccct
gtctgtgactccaggagatagagtctctctttcctgcagggccagccagactattagcgactacttacactggtatcaac
aaaaatcacatgagtctccaaggcttctcatcaaatttgcttcccaatccatttctggaatcccctccaggttcagtggc
agtggatcaggctcagatttcactctcagtatcaacagtgtggaacctgaagatgttggagtgtattactgtcaaaatgg
tcacggctttcctcggacgttcggtggagggaccaagctggaaataaaacgtggaactgtggctgcaccatctgtcttca
tcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttctatcccagagag
gccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaagga
cagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtca
cccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgttga

58 VH(
항-CD47)-CH1-

H*

ATGGAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGCGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG
GGGAGACTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTGGCTATGGCATGT
CTTGGGTTCGCCAGACTCCAGACAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTACTAGTGGTGGTACTTACACCTACTATCCA
GACAGTGTGAAGGGGCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTGTACCTGCAAATAGACAGTCTGAAGTC
TGAGGATACAGCCATATATTTCTGTGCAAGATCCCTCGCGGGAAATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGGACCAGCGTCA
CCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACACGG
CCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTG
CACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGG
CACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTT
AG

59 VH(
항-CD20)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD47)-CL
(L = (G4S)4)

QVQLQQPGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYGGDWYFNVWGAGTTVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGDIVMTQSP
ATLSVTPGDRVSLSCRASQTISDYLHWYQQKSHESPRLLIKFASQSISGIPSRFSGSGSGSDFTLSINSVEPEDVGVYYC
QNGHGFPRTFGGGTKLEIKRGTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

60 VH(
항-CD47)-CH1-

H*

EVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFSGYGMSWVRQTPDKRLEWVATITSGGTYTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLY
LQIDSLKSEDTAIYFCARSLAGNAMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC

61 항-CD52 Fab L
사슬

gacatccagatgacccagagcccaagcagcctgagcgccagcgtgggtgacagagtgaccatcacctgtaaagcaagtca
gaatattgacaaatacttaaactggtaccagcagaagccaggtaaggctccaaagctgctgatctacaatacaaacaatt
tgcaaacgggtgtgccaagcagattcagcggtagcggtagcggtaccgacttcaccttcaccatcagcagcctccagcca
gaggacatcgccacctactactgcttgcagcatataagtaggccgcgcacgttcggccaagggaccaaggtggaaatcaa
acgtggaactgtggctgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttg
tgtgcctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcc
caggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagacta
cgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggag
ag

62 항-CD52 Fab L
사슬

QIVLSQSPAILSASPGEKVTMTCRASSSVSYIHWFQQKPGSSPKPWIYATSNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRVEAE
DAATYYCQQWTSNPPTFGGGTKLEIKGTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQE
SVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

63 항-CD52 Fab H
사슬

CAGGTACAACTGCAACAGCCTGGGGCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTA
CACATTTACCAGTTACAATATGCACTGGGTAAAACAGACACCTGGTCGGGGCCTGGAATGGATTGGAGCTATTTATCCCG
GAAATGGTGATACTTCCTACAATCAGAAGTTCAAAGGCAAGGCCACATTGACTGCTGACAAATCCTCCAGCACAGCCTAC
ATGCAGCTCAGCAGCCTGACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGATCGACTTACTACGGCGGTGACTGGTA
CTTCAATGTCTGGGGCGCAGGGACCACGGTCACCGTCTCCGCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCAC
CCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTG
TCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAG
CAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCA
AGGTGGACAAGAAAGTT

64 항-CD52 Fab H
사슬

QVQLQESGPGLVRPSQTLSLTCTVSGFTFTDFYMNWVRQPPGRGLEWIGFIRDKAKGYTTEYNPSVKGRVTMLVDTSKNQ
FSLRLSSVTAADTAVYYCAREGHTAAPFDYWGQGSLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKV
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65 VH(
항-CD20)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD52)-CL
(L = G4S)

atggagttgcctgttaggctgttggtgctgatgttctggattcctgctagctccagccaggtacaactgcaacagcctgg
ggctgagctggtgaagcctggggcctcagtgaagatgtcctgcaaggcttctggctacacatttaccagttacaatatgc
actgggtaaaacagacacctggtcggggcctggaatggattggagctatttatcccggaaatggtgatacttcctacaat
cagaagttcaaaggcaaggccacattgactgctgacaaatcctccagcacagcctacatgcagctcagcagcctgacatc
tgaggactctgcggtctattactgtgcaagatcgacttactacggcggtgactggtacttcaatgtctggggcgcaggga
ccacggtcaccgtctccgcagcctccaccaagggcccatcggtcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctggg
ggcacagcggccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggcgccctgac
cagcggcgtgcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgccctcca
gcagcttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagaaagttgagccc
aaatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctggggggaccgtcagtcttcctcttccc
cccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagacc
ctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaac
agcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctc
caacaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccc
tgcccccatcacgggatgagctgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatc
gccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctcctt
cttcctctatagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgagg
ctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctccctgtccccgggtgcaggtggaggtgggagcgacatccagatgacc
cagagcccaagcagcctgagcgccagcgtgggtgacagagtgaccatcacctgtaaagcaagtcagaatattgacaaata
cttaaactggtaccagcagaagccaggtaaggctccaaagctgctgatctacaatacaaacaatttgcaaacgggtgtgc
caagcagattcagcggtagcggtagcggtaccgacttcaccttcaccatcagcagcctccagccagaggacatcgccacc
tactactgcttgcagcatataagtaggccgcgcacgttcggccaagggaccaaggtggaaatcaaacgtggaactgtggc
tgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaata
acttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcaca
gagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagt
ctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgttga

66 VH(
항-CD52)-CH1-

H*

ATGGAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGCCAGGTACAACTGCAACAGCCTGG
GGCTGAGCTGGTGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGCAAGGCTTCTGGCTACACATTTACCAGTTACAATATGC
ACTGGGTAAAACAGACACCTGGTCGGGGCCTGGAATGGATTGGAGCTATTTATCCCGGAAATGGTGATACTTCCTACAAT
CAGAAGTTCAAAGGCAAGGCCACATTGACTGCTGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAGCAGCCTGACATC
TGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGATCGACTTACTACGGCGGTGACTGGTACTTCAATGTCTGGGGCGCAGGGA
CCACGGTCACCGTCTCCGCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGG
GGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGAC
CAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCA
GCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCGCCGTGATCAGCAGCGGCGGCAGCTCCATCAACTACAAGAAAGTTGAGCCC
AAATCTTGTTAA

67 VH(
항-CD20)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD52)-CL
(L = G4S)

QVQLQQPGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGAIYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAY
MQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYGGDWYFNVWGAGTTVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCK
ASQNIDKYLNWYQQKPGKAPKLLIYNTNNLQTGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCLQHISRPRTFGQGTKV
EIKGTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA
DYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

68 VH(
항-CD52)-CH1-

H*

QVQLQESGPGLVRPSQTLSLTCTVSGFTFTDFYMNWVRQPPGRGLEWIGFIRDKAKGYTTEYNPSVKGRVTMLVDTSKNQ
FSLRLSSVTAADTAVYYCAREGHTAAPFDYWGQGSLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
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69 VH(
항-CD52)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD20)-CL
(L = G4S)

atggagttgcctgttaggctgttggtgctgatgttctggattcctgctagctccagccaggtccaactgcaggagagcgg
tccaggtcttgtgagacctagccagaccctgagcctgacctgcaccgtgtctggcttcaccttcaccgatttctacatga
actgggtgagacagccacctggacgaggtcttgagtggattggatttattagagacaaagctaaaggttacacaacagag
tacaatccatctgtgaaggggagagtgacaatgctggtagacaccagcaagaaccagttcagcctgagactcagcagcgt
gacagccgccgacaccgcggtctattattgtgcaagagagggccacactgctgctccttttgattactggggtcaaggca
gcctcgtcacagtctcctcagcctccaccaagggcccatcggtcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctggg
ggcacagcggccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggcgccctgac
cagcggcgtgcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgccctcca
gcagcttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagaaagttgagccc
aaatcttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctggggggaccgtcagtcttcctcttccc
cccaaaacccaaggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagacc
ctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaac
agcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctc
caacaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccc
tgcccccatcacgggatgagctgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatc
gccgtggagtgggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctcctt
cttcctctatagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgagg
ctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctccctgtccccgggtgcaggtggaggtgggagccaaattgttctctcc
cagtctccagcaatcctgtctgcatctccaggggagaaggtcacaatgacttgcagggccagctcaagtgtaagttacat
ccactggttccagcagaagccaggttcctcccccaaaccctggatttatgccacatccaacctggcttctggagtccctg
ttcgcttcagtggcagtgggtctgggacttcttactctctcaccatcagcagagtggaggctgaagatgctgccacttat
tactgccagcagtggactagtaacccacccacgttcggaggggggaccaagctggaaatcaaacgtggaactgtggctgc
accatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataact
tctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagag
caggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtcta
cgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgttga

70 VL(
항-CD52)-CL

ATGGAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCTTAAGCGACATCCAGATGACCCAGAGCCC
AAGCAGCCTGAGCGCCAGCGTGGGTGACAGAGTGACCATCACCTGTAAAGCAAGTCAGAATATTGACAAATACTTAAACT
GGTACCAGCAGAAGCCAGGTAAGGCTCCAAAGCTGCTGATCTACAATACAAACAATTTGCAAACGGGTGTGCCAAGCAGA
TTCAGCGGTAGCGGTAGCGGTACCGACTTCACCTTCACCATCAGCAGCCTCCAGCCAGAGGACATCGCCACCTACTACTG
CTTGCAGCATATAAGTAGGCCGCGCACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAAACTGTGGCTGCACCATCTGTCT
TCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGA
GAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAA
GGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAG
TCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGT

71 VH(
항-CD52)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD20)-CL
(L = G4S)

QVQLQESGPGLVRPSQTLSLTCTVSGFTFTDFYMNWVRQPPGRGLEWIGFIRDKAKGYTTEYNPSVKGRVTMLVDTSKNQ
FSLRLSSVTAADTAVYYCAREGHTAAPFDYWGQGSLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSQIVLSQSPAILSASPGEKVTMTCR
ASSSVSYIHWFQQKPGSSPKPWIYATSNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQQWTSNPPTFGGGTKLE
IKGTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

72 VL(
항-CD52)-CL

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNIDKYLNWYQQKPGKAPKLLIYNTNNLQTGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQP
EDIATYYCLQHISRPRTFGQGTKVEIKGTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

73 H-CH2-CH3-L-V
H(

항-CD47)-CH1-
H* (L =
(G4S)4)

atgaagcttcctgttaggctgttggtgctgatgttctggatccctgctagcttaagcgagcccaaatcttctgacaaaac
tcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctgggggggccctcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggaca
ccctcatgatctctagaacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaac
tggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggt
cagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccag
cccccatcgagaaaacgatatccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcacgggag
gagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagag
caatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctatagcaagc
tcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactac
acgcagaagagcgccaccgcgaccccgggtgcaggcggcggaggaagcggaggaggtggcagcggtggcggtggctccgg
cggaggtggctccggaGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGACTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCT
GTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTGGCTATGGCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCAGACAAGAGGCTGGAGTGGGTC
GCAACCATTACTAGTGGTGGTACTTACACCTACTATCCAGACAGTGTGAAGGGGCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGC
CAAGAACACCCTGTACCTGCAAATAGACAGTCTGAAGTCTGAGGATACAGCCATATATTTCTGTGCAAGATCCCTCGCGG
GAAATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGGACCAGCGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCC
CTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGT
GACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACT
CCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGC
AACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTTGA
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74 VL(
항-CD47)-CL

ATGGAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCTTAAGCgatattgtgatgactcagtctcc
agccaccctgtctgtgactccaggagatagagtctctctttcctgcagggccagccagactattagcgactacttacact
ggtatcaacaaaaatcacatgagtctccaaggcttctcatcaaatttgcttcccaatccatttctggaatcccctccagg
ttcagtggcagtggatcaggctcagatttcactctcagtatcaacagtgtggaacctgaagatgttggagtgtattactg
tcaaaatggtcacggctttcctcggacgttcggtggagggaccaagctggaaataaaaCGAACTGTGGCTGCACCATCTG
TCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCC
AGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAG
CAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCG
AAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

75 H-CH2-CH3-L-V
H(

항-CD47)-CH1-
H* (L =
(G4S)4)

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSGGG
GSGGGGSGGGGSGEVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFSGYGMSWVRQTPDKRLEWVATITSGGTYTYYPDSVKGR
FTISRDNAKNTLYLQIDSLKSEDTAIYFCARSLAGNAMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLV
KDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

76 VL(
항-CD47)-CL

DIVMTQSPATLSVTPGDRVSLSCRASQTISDYLHWYQQKSHESPRLLIKFASQSISGIPSRFSGSGSGSDFTLSINSVEP
EDVGVYYCQNGHGFPRTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

77 H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD47)-CL
(L = (G4S)4)

atgaagcttcctgttaggctgttggtgctgatgttctggatccctgctagcttaagcgagcccaaatcttctgacaaaac
tcacacatgcccaccgtgcccagcacctgaactcctgggggggccctcagtcttcctcttccccccaaaacccaaggaca
ccctcatgatctctagaacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaac
tggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggt
cagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccag
cccccatcgagaaaacgatatccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcacgggag
gagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgggagag
caatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctatagcaagc
tcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaaccactac
acgcagaagagcgccaccgcgaccccgggtgcaggcggcggaggaagcggaggaggtggcagcggtggcggtggctccgg
cggaggtggctccggagatattgtgatgactcagtctccagccaccctgtctgtgactccaggagatagagtctctcttt
cctgcagggccagccagactattagcgactacttacactggtatcaacaaaaatcacatgagtctccaaggcttctcatc
aaatttgcttcccaatccatttctggaatcccctccaggttcagtggcagtggatcaggctcagatttcactctcagtat
caacagtgtggaacctgaagatgttggagtgtattactgtcaaaatggtcacggctttcctcggacgttcggtggaggga
ccaagctggaaataaaaCGAACTGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGA
ACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCA
ATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGA
GCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGC
TTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

78 H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD47)-CL
(L = (G4S)4)

EPKSSDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGDIVMTQSPATLSVTPGDRVSLSCRASQTISDYLHWYQQKSHESPRLLIKFASQSISGIPSRFSGSGSG
SDFTLSINSVEPEDVGVYYCQNGHGFPRTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQW
KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

79 VH(
항-EGFR)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD47)-CL
(L = (G4S)4)

atggagttgcctgttaggctgttggtgctgatgttctggattcctgctagctccagccaggtgcagctgaagcagtcagg
acctggcctagtgcagccctcacagagcctgtccatcacctgcacagtctctggtttctcattaactaactatggtgtac
actgggttcgccagtctccaggaaagggtctggagtggctgggagtgatatggagtggtggaaacacagactataataca
cctttcacatccagactgagcatcaacaaggacaattccaagagccaagttttctttaaaatgaacagtctgcaatctaa
tgacacagccatatattactgtgccagagccctcacctactatgattacgagtttgcttactggggccaagggactctgg
tcactgtctctgcacggaggctccggcggaggaggctccggagatattgtgatgactcagtctccagccaccctgtctgt
gactccaggagatagagtctctctttcctgcagggccagccagactattagcgactacttacactggtatcaacaaaaat
cacatgagtctccaaggcttctcatcaaatttgcttcccaatccatttctggaatcccctccaggttcagtggcagtgga
tcaggctcagatttcactctcagtatcaacagtgtggaacctgaagatgttggagtgtattactgtcaaaatggtcacgg
ctttcctcggacgttcggtggagggaccaagctggaaataaaacgtggaactgtggctgcaccatctgtcttcatcttcc
cgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttctatcccagagaggccaaa
gtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcac
ctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatc
agggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgttga

80 VH(
항-EGFR)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD47)-CL
(L = (G4S)4)

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFF
KMNSLQSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSW
NSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGP
SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGDIVMTQSPAT
LSVTPGDRVSLSCRASQTISDYLHWYQQKSHESPRLLIKFASQSISGIPSRFSGSGSGSDFTLSINSVEPEDVGVYYCQN
GHGFPRTFGGGTKLEIKRGTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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81 VH(
항-CD47)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-EGFR)-CL
(L = (G4S)4)

atggagttgcctgttaggctgttggtgctgatgttctggattcctgctagctccagcGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG
GGGAGACTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTGGCTATGGCATGT
CTTGGGTTCGCCAGACTCCAGACAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTACTAGTGGTGGTACTTACACCTACTATCCA
GACAGTGTGAAGGGGCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTGTACCTGCAAATAGACAGTCTGAAGTC
TGAGGATACAGCCATATATTTCTGTGCAAGATCCCTCGCGGGAAATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGGACCAGCGTCA
CCGTCTCCTCAgcctccaccaagggcccatcggtcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctgggggcacagcg
gccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggcgccctgaccagcggcgt
gcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgccctccagcagcttgg
gcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgt
gacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctccagtggccggaccgtcagtcttcctcttccccccaaaacccaa
ggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagt
tcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgt
gtggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccct
cccatccagcatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcac
gggaggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgg
gagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctatag
caagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaacc
actacacacagaagagcctctccctgtccccgggtgcaggtggaggtgggagcGACATCTTGCTGACTCAGTCTCCAGTC
ATCCTGTCTGTGAGTCCAGGAGAAAGAGTCAGTTTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTATTGGCACAAACATACACTGGTA
TCAGCAAAGAACAAATGGTTCTCCAAGGCTTCTCATAAAGTATGCTTCTGAGTCTATCTCTGGAATCCCTTCCAGGTTTA
GTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTTACTCTTAGCATCAACAGTGTGGAGTCTGAAGATATTGCAGATTATTACTGTCAA
CAAAATAATAACTGGCCAACCACGTTCGGTGCTGGGACCAAGCTGGAGCTGAAAcgaactgtggctgcaccatctgtctt
catcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttctatcccagag
aggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaag
gacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagt
cacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgttga

82 VH(
항-CD47)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-EGFR)-CL
(L = (G4S)4)

EVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFSGYGMSWVRQTPDKRLEWVATITSGGTYTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLY
LQIDSLKSEDTAIYFCARSLAGNAMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPPVAGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSDILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQS
IGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCQQNNNWPTTFGAGTKLELKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

83 항-HER2 Fab L
사슬

gatattgtgatgactcagtctccagccaccctgtctgtgactccaggagatagagtctctctttcctgcagggccagcca
gactattagcgactacttacactggtatcaacaaaaatcacatgagtctccaaggcttctcatcaaatttgcttcccaat
ccatttctggaatcccctccaggttcagtggcagtggatcaggctcagatttcactctcagtatcaacagtgtggaacct
gaagatgttggagtgtattactgtcaaaatggtcacggctttcctcggacgttcggtggagggaccaagctggaaataaa
acgtggaactgtggctgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttg
tgtgcctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcc
caggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagacta
cgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggag
ag

84 항-HER2 Fab L
사슬

DIVMTQSPATLSVTPGDRVSLSCRASQTISDYLHWYQQKSHESPRLLIKFASQSISGIPSRFSGSGSGSDFTLSINSVEP
EDVGVYYCQNGHGFPRTFGGGTKLEIKRGTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

85 항-HER2 Fab H
사슬

GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGACTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATT
CACTTTCAGTGGCTATGGCATGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCAGACAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTACTAGTG
GTGGTACTTACACCTACTATCCAGACAGTGTGAAGGGGCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTGTAC
CTGCAAATAGACAGTCTGAAGTCTGAGGATACAGCCATATATTTCTGTGCAAGATCCCTCGCGGGAAATGCTATGGACTA
CTGGGGTCAAGGGACCAGCGTCACCGTCTCCTCAGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCA
AGAGCACCTCTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAAC
TCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGT
GACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACA
AGAAAGTTGAGCCCAAATCT

86 항-HER2 Fab H
사슬

EVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFSGYGMSWVRQTPDKRLEWVATITSGGTYTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLY
LQIDSLKSEDTAIYFCARSLAGNAMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC
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87 VH(
항-HER2)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD47)-CL
(L = (G4S)4)

atggagttgcctgttaggctgttggtgctgatgttctggattcctgctagctccagcgaggtgcaactggtggagagcgg
aggaggcctcgtgcaacccggaggatccctcagactgagctgtgccgccagcggcttcaatatcaaggatacctatatcc
actgggtgaggcaggcccccggaaaaggactggagtgggtggccaggatctatcccacaaacggctacaccaggtacgcc
gattccgtgaagggcagattcaccatcagcgccgatacctccaaaaacaccgcctatctccagatgaacagcctcagagc
cgaggacaccgccgtctattactgttccagatggggcggcgacggcttttacgctatggattactggggccagggaaccc
tggtgaccgtgagcagccggaggctccggcggaggaggctccggagatattgtgatgactcagtctccagccaccctgtc
tgtgactccaggagatagagtctctctttcctgcagggccagccagactattagcgactacttacactggtatcaacaaa
aatcacatgagtctccaaggcttctcatcaaatttgcttcccaatccatttctggaatcccctccaggttcagtggcagt
ggatcaggctcagatttcactctcagtatcaacagtgtggaacctgaagatgttggagtgtattactgtcaaaatggtca
cggctttcctcggacgttcggtggagggaccaagctggaaataaaacgtggaactgtggctgcaccatctgtcttcatct
tcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttctatcccagagaggcc
aaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacag
cacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcaccc
atcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgttga

88 VL(
항-HER2)-CL

ATGGAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCTTAAGCgacatccagatgacccagagccc
tagcagcctgagcgcgagcgtgggcgacagagtgacaatcacctgcagggccagccaggacgtgaataccgccgtggcct
ggtaccagcagaaacccggcaaggcccctaagctgctgatctactccgcctccttcctctacagcggcgtgcccagcagg
tttagcggcagcaggagcggcacagatttcaccctgaccatcagcagcctgcagcccgaggacttcgccacctactactg
ccagcagcattacaccaccccccccaccttcggccagggaacaaaggtggagatcaagCGAACTGTGGCTGCACCATCTG
TCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCC
AGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAG
CAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCCTGCG
AAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

89 VH(
항-HER2)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-CD47)-CL
(L = (G4S)4)

EVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFSGYGMSWVRQTPDKRLEWVATITSGGTYTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLY
LQIDSLKSEDTAIYFCARSLAGNAMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGDIVMTQSPATL
SVTPGDRVSLSCRASQTISDYLHWYQQKSHESPRLLIKFASQSISGIPSRFSGSGSGSDFTLSINSVEPEDVGVYYCQNG
HGFPRTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

90 VL(
항-HER2)-CL

DIVMTQSPATLSVTPGDRVSLSCRASQTISDYLHWYQQKSHESPRLLIKFASQSISGIPSRFSGSGSGSDFTLSINSVEP
EDVGVYYCQNGHGFPRTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

91 VH(
항-CD47)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-HER2)-CL
(L = (G4S)4)

atggagttgcctgttaggctgttggtgctgatgttctggattcctgctagctccagcGAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG
GGGAGACTTAGTGAAGCCTGGAGGGTCCCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACTTTCAGTGGCTATGGCATGT
CTTGGGTTCGCCAGACTCCAGACAAGAGGCTGGAGTGGGTCGCAACCATTACTAGTGGTGGTACTTACACCTACTATCCA
GACAGTGTGAAGGGGCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTGTACCTGCAAATAGACAGTCTGAAGTC
TGAGGATACAGCCATATATTTCTGTGCAAGATCCCTCGCGGGAAATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGGACCAGCGTCA
CCGTCTCCTCAgcctccaccaagggcccatcggtcttccccctggcaccctcctccaagagcacctctgggggcacagcg
gccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggcgccctgaccagcggcgt
gcacaccttcccggctgtcctacagtcctcaggactctactccctcagcagcgtggtgaccgtgccctccagcagcttgg
gcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagcccaaatcttgt
gacaaaactcacacatgcccaccgtgcccagcacctccagtggccggaccgtcagtcttcctcttccccccaaaacccaa
ggacaccctcatgatctcccggacccctgaggtcacatgcgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtcaagt
tcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgt
gtggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccct
cccatccagcatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgcccccatcac
gggaggagatgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcctggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgccgtggagtgg
gagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgctggactccgacggctccttcttcctctatag
caagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcatgaggctctgcacaacc
actacacacagaagagcctctccctgtccccgggtgcaggtggaggtgggagcgacatccagatgacccagagccctagc
agcctgagcgcgagcgtgggcgacagagtgacaatcacctgcagggccagccaggacgtgaataccgccgtggcctggta
ccagcagaaacccggcaaggcccctaagctgctgatctactccgcctccttcctctacagcggcgtgcccagcaggttta
gcggcagcaggagcggcacagatttcaccctgaccatcagcagcctgcagcccgaggacttcgccacctactactgccag
cagcattacaccaccccccccaccttcggccagggaacaaaggtggagatcaagcgaactgtggctgcaccatctgtctt
catcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttctatcccagag
aggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaag
gacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagt
cacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgttga
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92 VH(
항-HER2)-CH1-

H*

ATGGAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCTGATGTTCTGGATTCCTGCTTCCAGCAGCgaggtgcaactggtggagagcgg
aggaggcctcgtgcaacccggaggatccctcagactgagctgtgccgccagcggcttcaatatcaaggatacctatatcc
actgggtgaggcaggcccccggaaaaggactggagtgggtggccaggatctatcccacaaacggctacaccaggtacgcc
gattccgtgaagggcagattcaccatcagcgccgatacctccaaaaacaccgcctatctccagatgaacagcctcagagc
cgaggacaccgccgtctattactgttccagatggggcggcgacggcttttacgctatggattactggggccagggaaccc
tggtgaccgtgagcagcGCTAGCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGC
ACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAG
CGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCA
GCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCGCCGTGATCAGCAGCGGCGGCAGCTCCATCAACTACAAGAAAGTTGAGCCCAAA
TCTTGTTAA

93 VH(
항-CD47)-CH1-
H-CH2-CH3-L-V
L(항-HER2)-CL
(L = (G4S)4)

EVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFSGYGMSWVRQTPDKRLEWVATITSGGTYTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLY
LQIDSLKSEDTAIYFCARSLAGNAMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPPVAGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGAGGGGSDIVMTQSPATLSVTPGDRVSLSCRASQT
ISDYLHWYQQKSHESPRLLIKFASQSISGIPSRFSGSGSGSDFTLSINSVEPEDVGVYYCQNGHGFPRTFGGGTKLEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

94 VH(
항-HER2)-CH1-

H*

EVQLVESGGDLVKPGGSLKLSCAASGFTFSGYGMSWVRQTPDKRLEWVATITSGGTYTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTLY
LQIDSLKSEDTAIYFCARSLAGNAMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC

실시예 1[0086]

Fc-항-EGFR 전구체 분자[0087]

1A) Fc-Fab 전구체의 구성 및 발현[0088]

완전한 TetBiAb 분자들을 창조하기 위하여, 수 많은 Fc-Fab 전구체들이 제조되었고 Fab의 항원 결합력이, Fab가[0089]

Fc의 C-말단으로 이동되어도 여전히 발생할 수 있는지 여부를 보기 위하여 시험되었다. Fc-항-EGFR의 제조는 항

-EGFR C225 (cetuximab) 단일클론성 항체를 기초로 한다(Kawamoto, PNAS 80:1337, 1983). C225에 대한 Fab L

사슬의 DNA 및 단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:1 및 SEQ ID NO:2으로 제공된다. C225에 대한 Fab H 사슬에 대한

DNA  및  단백질  서열은  각각  SEQ  ID  NO:3  및  SEQ  ID  NO:4로  제공된다.  3개의  다른  Fc-EGFR  분자들이

제조되었다: (i) Fc-G4S-항-EGFR(VHCH1), 여기서 Fc 영역 H 사슬의 C-말단은 항-EGFR Fab H 사슬의 N-말단에

G4S 링커(GGGGS)를 통해 연결되고, H  사슬은 항-EGFR Fab L 사슬의 N-말단에 G4S 링커를 통해 연결되고; 및

(iii) Fc-(G4S)4-항-EGFR(LC), 이는 (ii)와 같은 분자이나 링커가 4배 반복된다.

 [0090]

Fc-G4S-항-EGFR(VHCH1)의 발현을 위하여, 다음 2개 유전자 구조체들은 표준 재조합 DNA 기술로 조립되고 포유류[0091]

발현 벡터 pTT5(분비를 위하여 마우스 L 사슬 신호 펩타이드 서열을 포함)로 복제되었다: 1) 다음 요소들을 암

호화하는 구조체 H-CH2-CH3-G4S-VH(항-EGFR)-CH1-H (SEQ ID NO:11): 세린으로 돌연변이된 시스테인 (이는 선천

적으로 L 사슬과 디설파이드 결합을 형성한다)을 갖는 인간 H 사슬 힌지 영역, (EPKSS, SEQ ID NO:8), 이어서

불변 도메인 2 및 3, 이어서 G4S 링커, 및 항-EGFR H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1, 이

어서 힌지 영역 (EPKSC, SEQ ID NO:10, 항-EGFR L 사슬과 디설파이드 브릿지를 형성하게 함); 및 2) 다음 요소

들을 암호화하는 구조체 VL(항-EGFR)-CL (SEQ ID NO:12): 항-EGFR L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L

사슬 불변 도메인. 이들 2개 구조체들에 대응하는 아미노산 서열들이 각각 SEQ ID NO:13 및 SEQ ID NO:14로 보

여진다. 

Fc-G4S-항-EGFR(LC)의 발현을 위하여, 다음 2개 유전자 구조체들이 표준 재조합 DNA 기술들로 조립되었고, 포유[0092]

류 발현 벡터 pTT5(분비를 위하여 마우스 L 사슬 신호 펩티드 서열을 포함) 안으로 복제되었다: 1) 다음 요소들

을 암호화하는, 구조체 H-CH2-CH3-G4S-VL(항-EGFR)-CL (SEQ ID NO:15): 인간 H 사슬 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID

NO:8), 이어서 불변 도메인 2 및 3, 이어서 G4S 링커, 및 항-EGFR L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L

사슬 불변 도메인; 및 2) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-EGFR)-CH1-H (SEQ ID NO:16): 항-EGFR H 사

슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1, 이어서 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID NO:10). 이들 2개 구조체

들에 대응하는 아미노산 서열은 각각 SEQ ID NO:17 및 SEQ ID NO:18로 나타난다. 

Fc-(G4S)4-항-EGFR(LC)의 발현을 위하여, 다음 2개 유전자 구조체들이 표준 재조합 DNA 기술들에 의해 조립되었[0093]
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고, 포유류 발현 벡터 pTT5(분비를 위하여 마우스 L 사슬 신호 펩티드 서열 포함) 내로 복제되었다: 1) 다음 요

소들을  암호화하는  구조체  H-CH2-CH3-(G4S)4-VL(항-EGFR)-CL(SEQ  ID  NO:19):  인간  H  사슬  힌지  영역 EPKSC

(SEQ ID NO:8), 이어서 불변 도메인 2 및 3, 이어서 (G4S)4 링커, 및 항-EGFR L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간

kappa L 사슬 불변 도메인; 및 2) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-EGFR)-CH1-H (SEQ ID NO:16): 항-

EGFR H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 1, 이어서 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID NO:10). 이들 2개 구

조체들에 대한 대응하는 아미노산 서열이 각각 SEQ ID NO:20 및 SEQ ID NO:18에 나타난다. 

2 벡터들의 각 세트는, Fc-G4S-항-EGFR(VHCH1), Fc-G4S-항-EGFR(LC), 및 Fc-G4S4-항-EGFR(LC)의 발현을 위하여[0094]

Genejuice  (Life  Technologies,  Grand  Island,  NY)  또는 폴리에틸렌이민 (PEI,  Polysciences,  Warrington,

PA)을 사용하여, HEK 293-6EFH 안으로 일시적으로 함께 감염되었다. 단백질들은 단백질 A 친화성 크로마토그래

피에 의해 단일 단계로 정제되었다. 2개 폴리펩티드의 발현 및 완전한 테트라머릭 분자의 조립체가 소듐 도데실

설포네이트-폴리아크릴아미드 겔 전기영동 (SDS-PAGE) 및 사이즈 배제 크로마토그래피 (SEC)으로 확인되었다.

게다가, 표준 단일클론성 항체 포맷(항-EGFR IgG1)으로 대조군 항-EGFR을 제조하여 다른 Fc-Fab 포맷과 비교하[0095]

였다.

1B)항원에 대한 Fc-Fab 전구체의 결합력[0096]

1Bi) A431 막 위의 EGF에 대한 Fc-EGFR의 경쟁 결합력[0097]

EGFR에 대한 결합력을 유지하기 위한 Fc-G4S-항-EGFR(VHCH1) 및 Fc-G4S-항-EGFR(LC)의 능력은 경쟁적 라디오리[0098]

간드 결합 분석법(competitive  radioligand  binding  assay)에 의해 보여졌다.  경쟁 항체는 
125
I-EGF  (Perkin

Elmer, Waltham, MA)과 혼합되고, EGFR을 과발현하는 인간 A431 편평상피암 세포로부터 제조된 막 2mg를 첨가하

였다. A431 세포 막들은 질소 캐비테이션(nitrogen cavitation)에 의해 제조되었다. 상기 세포들은 900psi의 질

소가스로 30min 동안 방해되었고, 이후 세포 용해물들이 4℃에서 1000g으로 10min 동안 원심분리되었다. 상청액

이  수집되었고  4℃에서  100,000g으로  1h  동안  원심분리되었다.  얻어진  펠렛을  다운스  호모지나이저(dounce

homogenizer)로 재현탁하였다. 샘플의 단백질 농도는 BioRad 단백질 분석 시약을 사용하여 결정되었고, 상기 샘

플들은 나중 사용을 위해 -80℃에서 냉동 저장되었다. 비특이적 결합력은 모든 EGFR 결합 사이트들을 포화시키

는 초과대량의 비표지된 EGF(100nM)의 존재 하에서 결정되었다. 이 반응액들을 37℃에서 90min 동안 흔들면서

배양되었고, 유리섬유 필터(EMD Millipore, Billerica, MA)를 통해 여과되어 종료되었다. 상기 필터들은 세척되

고 감마 계수기에서 계수되어 A431 세포 막 위에 결합된 
125
I-EGF의 함량을 결정하였다.

상기 결과들은, Fc-G4S-항-EGFR(VHCH1)가 항-EGFR로서 A431 세포막의 EGFR에 대한 
125
I-EGF의 결합을 저해하는[0099]

유사한 능력을 갖는다는 것을 나타낸다(도 2).  약간 더 높은 저해 상수(Ki)을 가지고 있음에도 불구하고, Fc-

G4S-항-EGFR(LC)가 또한 EGFR에 결합되었다(도 2). 이들 결과들은 VH 또는 VL의 N-말단을 통해 Fc의 C-말단에

융합된 항-EGFR Fab가 EGFR에 대한 결합력을 유지하였다는 것을 나타낸다.

1Bii) SPR 분석[0100]

EGFR에 대한 결합력을 유지하는 Fc-G4S-항-EGFR(VHCH1), Fc-G4S-항-EGFR(LC), 및 Fc-(G4S)4-항-EGFR(LC)에 대[0101]

한 능력은 표면 플라스몬 공명 (surface  plasmon  resonance,  SPR)에 의해 결정되었다. 정제된 염소 항-인간

IgG Fc (Jackson Immuno Research Laboratories)는, Biacore 4000 instrument (GE Healthcare)을 사용하여 아

민 결합 화학법을 사용하여 CM5 칩에 고정되었다. Biacore CM-5 칩들, 에탄올아민, NHS/EDC 결합 시약 및 완충

제들은 Biacore (GE Healthcare)로부터 얻었다. 고정화 단계들은 HEPES 완충제 (20 mM HEPES, 150 mM NaCl,

3.4 mM EDTA 및 0.005% P20 계면활성제)에서 30㎕/min의 흐름 속도로 수행되었다. 센서 표면은 NHS (0.05 M)

및 EDC (0.2 M)의 혼합물로 7min 동안 활성화되었다. 염소 항-인간 IgG Fc가 pH 5.0, 10 mM 소듐 아세테이트를

~30㎍/ml의 농도로 7min 동안 주입되었다. 에탄올아민(1 M, pH 8.5)은 7min 동안 주입되어 어느 정도라도 남아

있는 활성화된 기들을 차단하였다. 평균 12,000 반응단위(RU)의 포획 항체가 각 흐름 세포에 고정되었다.  동일

한 HEPES 완충제(20 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3.4 mM EDTA 및 0.005% P20 계면활성제)을 사용하여 동적 결합력

(Kinetic binding) 실험들이 수행되었고, 25℃에서 평형되었다. 시험 및 대조 항체를 2분 동안 30㎕/min의 흐름

속도로 0.5 및 1㎍/ml으로 주입하고, 이어서 동일한 흐름 속도로 30초 동안 완충제로 세척하여 동적 데이터를

수집하였다. 인간 EGFR-1 (R&D 시스템 재조합 인간 EGF 수용체 (1095-ER))가 3min 동안 40, 20, 10, 5, 2.5 및

0 nM로 결합되었고, 이어서 30㎕/min의 흐름 속도로 10분간 해리 단계를 진행하였다. 상기 데이터는 BIA 평가
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소프트웨어를 가지고 1:1 Langmuir 결합 모델을 사용하여 맞춰졌다. 동적 속도 상수가 결합 및 해리 상들을 맞

추는 것들(fits)로부터 결정되었고, KD 가 이들 상수들의 비로부터 유도되었다.

 이 결과들은 Fc-G4S-항-EGFR(VHCH1)가 항-EGFR보다 약간 더 높은 KD를 갖는 EGFR과 결합했다는 것을 나타내며,[0102]

각각, ~ 2 nM vs ~ 1 nM 이었다(도 3). Fc-G4S-항-EGFR(LC) 또한 EGFR에 결합되었으나, ~ 6 nM의 KD를 가진다

(도 3). 링커가  (G4S)4까지 길어질 때, Fc-(G4S)4-항-EGFR(LC)의 KD 가 ~ 2 nM까지 떨어졌다 (도 3). 이들 결

과는 부분적으로 1Bi에서 경쟁 결합 분석법과 다르며 가능한 한가지 설명은 Fc-항-EGFR이 항-Fc을 통해 Biacore

칩에 포획될 때 항-EGFR Fab에 대한 접근가능성이 결핍될 수 있다는 것이다. 이 가설은 링커가 길어질 때, 잠재

적으로 EGFR에 결합하는 항-EGFR Fab의 접근가능성이 증가하는 것에 의해 친화성이 증가하는 것에 의해 뒷받침

된다.

실시예 2[0103]

Fc-항-CD20 전구체 분자[0104]

2A) Fc-Fab 전구체의 구성 및 발현[0105]

Fc-항-CD20의 제조는 항-CD20 2B8 (리투시맵, rituximab) 단일클론성 항체 (Reff et al, Blood 83:435, 1994)[0106]

를 기초로 한다. 2B8을 위한 Fab L 사슬의 DNA 및 단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:21 및 SEQ ID NO:22로 제공된

다. 2B8을 위한 Fab H 사슬의 DNA 및 단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:23 및 SEQ ID NO:24로 제공된다. 4개 다른

Fc-CD20 분자들이 제조되었다: (i) Fc-G4S-항-CD20(VHCH1), 여기서 Fc 영역 H 사슬의 C-말단은 항-CD20 Fab H

사슬의 N-말단에 G4S 링커 (GGGGS, SEQ ID NO:6)을 통해 연결되고; (ii) Fc-(G4S)4-항-CD20(VHCH1), 이는 (i)

와 동일한 분자이나, 링커가 4배 사본을 갖고; (iii) Fc-G4S-항-CD20(LC), 여기서 Fc 영역 H 사슬의 C-말단은

항-CD20 Fab L 사슬에 G4S 링커를 통해 연결되고; 및 (iv) Fc-(G4S)4-항-CD20(LC), 이는 (iii)와 동일한 분자이

나 링커가 4배 사본을 갖는다.

Fc-G4S-항-CD20(VHCH1)의 발현을 위하여, 다음 2개 유전자 구조체들이 표준 재조합 DNA 기술에 의해 조립되고[0107]

포유류 발현 벡터 pTT5 (분비를 위하여 마우스 L 사슬 신호 펩타이드 서열을 포함) 안으로 복제되었다: 1) 다음

요소들을 암호화하는 구조체 H-CH2-CH3-G4S-VH(항-CD20)-CH1-H (SEQ ID NO:25): 인간 H 사슬 힌지 영역 EPKSC

(SEQ ID NO:8), 이어서 불변 도메인 2 및 3, 이어서 G4S 링커, 및 항-CD20 H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H

사슬 불변 도메인 1, 이어서 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID NO:10); 및 2) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VL(항-

CD20)-CL (SEQ ID NO:26): 항-CD20 L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인:). 이들 2개

구조체들에 대응하는 아미노산 SEQ ID NO:는 각각 SEQ ID NO:27 및 SEQ ID NO:28로 나타난다. 

Fc-(G4S)4-항-CD20(VHCH1)의 발현을 위하여, 다음 2개 유전자 구조체들은 표준 재조합 DNA 기술에 의해 조립되[0108]

었고, 포유류 발현 벡터 pTT5 (분비를 위하여 마우스 L 사슬 신호 펩티드 서열을 포함) 안으로 복제되었다: 1)

다음 요소들을 암호화하는 구조체 H-CH2-CH3-(G4S)4-VH(항-CD20)-CH1-H (SEQ ID NO:29): 인간 H 사슬 힌지 영역

EPKSC (SEQ ID NO:8), 이어서 불변 도메인 2 및 3, 이어서 (G4S)4 링커, 및 항-CD20 H 사슬 가변 도메인, 이어

서 인간 H 사슬 불변 도메인 1, 이어서 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID NO:10); 및 2) 다음 요소들을 암호화하는 구조

체 VL(항-CD20)-CL (SEQ ID NO:26): 항-CD20 L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인:).

이들 2개 구조체들에 대응하는 아미노산 SEQ ID NO:는 각각 SEQ ID NO:30 및 SEQ ID NO:28으로 보여진다. 

Fc-G4S-항-CD20(LC)의 발현을 위하여, 다음 2개 유전자 구조체가 표준 재조합 DNA 기술에 의해 조립되었고, 포[0109]

유류 발현 벡터 pTT5 (분비를 위하여 마우스 L 사슬 신호 펩티드 서열을 포함) 안으로 복제되었다: 1) 다음 요

소들을 암호화하는 구조체 H-CH2-CH3-G4S-VL(항-CD20)-CL (SEQ ID NO:31): 인간 H 사슬 힌지 영역 EPKSC (SEQ

ID NO:8), 이어서 불변 도메인 2 및 3, 이어서 G4S 링커, 및 항-CD20 L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa

L 사슬 불변 도메인; 및 2) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-CD20)-CH1-H (SEQ ID NO:32): 항-CD20 H

사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1, 이어서 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID NO:10). 이들 2개 구조

체에 대응하는 아미노산 SEQ ID NO:는 각각 SEQ ID NO:33 및 SEQ ID NO:34로 나타낸다. 

Fc-(G4S)4-항-CD20(LC)의  발현을  위하여,  다음  2개  유전자  구조체들이  표준  재조합  DNA  기술에  의해[0110]

조립되었고,  포유류  발현  벡터  pTT5  (분비를  위하여  마우스  L  사슬  신호  펩티드  서열을  포함)안으로

복제되었다: 1) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 H-CH2-CH3-(G4S)4-VL(항-CD20)-CL (SEQ ID NO:35): 인간 H 사
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슬 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID NO:8), 이어서 불변 도메인 2 및 3, 이어서 (G4S)4 링커, 및 항-CD20 L 사슬 가변

도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인; 및 2) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-CD20)-CH1-H

(SEQ ID NO:32): 항-CD20 H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1, 이어서 힌지 영역 EPKSC

(SEQ ID NO:10). 이들 2개 구조체들에 대응하는 아미노산 SEQ ID NO:는 각각 SEQ ID NO:36 및 SEQ ID NO:34로

나타낸다.

상기  2개  벡터  각각의  세트는,  Fc-G4S-항-CD20(VHCH1),  Fc-(G4S)4-항-CD20(VHCH1),  Fc-G4S-항-CD20(LC),  및[0111]

Fc-(G4S)4-항-CD20(LC)의 발현을 위하여, Genejuice (Life Technologies, Grand Island, NY) 또는 폴리에틸렌

이민 (PEI, Polysciences, Warrington, PA)을 이용하여 HEK 293-6E 세포 안으로 일시적으로 함께 감염되었다.

상기 단백질들은 단백질 A 친화성 크로마토그래피에 의해 단일 단계로 정제되었다. 상기 2개 폴리펩티드의 발현

및 완전한 테트라머릭 분자의 조립체는 소듐 도데실설포네이트-폴리아크릴아미드 겔 전기영동 (SDS-PAGE) 및 사

이즈 배제 크로마토그래피 (SEC)으로 확인되었다.

추가로, 표준 단일클론성 항체 포맷(항-CD20 IgG1)으로 대조군 항-CD20을 제조하여 다른 Fc-Fab 포맷들과 비교[0112]

하였다.

2B)항원에 대한 Fc-Fab 전구체의 결합력[0113]

세포  표면의  CD20에  대한  결합력을  유지하는  Fc-G4S-항-CD20(VHCH1),  Fc-G4S4-항-CD20(VHCH1),  Fc-G4S-항-[0114]

CD20(LC), 및 Fc-G4S4-항-CD20(LC)의 능력은, 인간 다우디 Burkitt's 림프종 세포에서 측정되었고, 웰 당 CD20.

1 x 10
5
 다우디 세포를 발현하는 이 세포는 얼음 위에서 30min 동안 96 웰 플레이트 내에 PBS + 1% FBS으로 희

석된 항-CD20/항-CD16 및 항-CD20의 농도를 변화시키면서 배양되었다. PBS + 1% FBS으로 세척한 후, 세포들을

얼음  위에서  30min  동안  PBS  +  1%  FBS  으로  1:200으로  희석된,  TRITC  F(ab')2  염소  항-인간  IgG,  Fcγ

(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)으로 배양하였다. 다시 세척한 후, 세포를 PBS의 1% 포름알데히드로

고정하였다. 세포들를 유세포 분석기(flow cytometry , Guava, EMD Millipore, Billerica, MA)로 분석하였다. 

결과들은, Fc-G4S-항-CD20(VHCH1) 및 Fc-G4S4-항-CD20(VHCH1)이, 항-CD20 IgG1만큼은 잘은 아닐지라도, CD20에[0115]

대한 결합력을 유지한다는 것을 나타낸다(도 4). 링커 길이를 증가시키는 것은 결합력을 증가시키는 것으로 나

타나지만,  항-EGFR와  같은  정도로  증가시키는  것은  아니다(도  3).  Fc-G4S-항-CD20(LC)  또는  Fc-G4S4-항-

CD20(LC) 중 어느 것도 CD20에 대한 결합력을 유지하지 않는다(도 4). 항-CD20 Fab는, Fc의 C-말단에 부착될

때, 특히 VL에 의해 부착될 때 세포 막에 발현된 CD20에 잘 결합하지 않는다. CD20는 막관통 단백질이고, 항-

CD20만 세포외 루프에 결합한다. Fc는 작은 루프에 결합하는 C-말단 Fab의 접근성을 저해하는 경향이 있다. 보

다 큰 세포외 도메인에 대한 항체, 예를 들어 항-EGFR에 대한 항체는 4가 이중특이적 항체를 위한 보다 나은 후

보들이다.

실시예 3[0116]

항-EGFR/항-CD16 및 항-CD16/항-EGFR[0117]

3A) TetBiAbs의 구성과 발현[0118]

EGFR 및 CD16에 대한 TetBiAbs의 제조는 항-EGFR C225 (cetuximab) 단일클론성 항체 (Kawamoto, PNAS 80:1337,[0119]

1983) 및 항-CD16 3G8 단일클론성 항체 (Fleit et al, PNAS 79:3275, 1982)을 기초로 한다. C225를 위한 Fab L

사슬의 DNA 및 단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:1 및 SEQ ID NO:2으로 제공된다. C225를 위한 Fab H 사슬의 DNA

및 단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:3 및 SEQ ID NO:4으로 제공된다. 3G8을 위한 Fab L 사슬의 DNA 및 단백질 서

열은 각각 SEQ ID NO:37 및 SEQ ID NO:38으로 제공된다. 3G8을 위한 Fab H 사슬의 DNA 및 단백질 서열은 각각

SEQ ID NO:39 및 SEQ ID NO:40으로 제공된다. EGFR 및 CD16 분자에 대한 2개 다른 TetBiAb들이  제조되었다:

(i) 항-EGFR/항-CD16, 여기서 항-EGFR H 사슬 폴리펩티드의 C-말단이 항-CD16 Fab L 사슬의 N-말단에 G4S 링커

를 통해 연결되고 및 (ii) 항-CD16/항-EGFR, 여기서 항-CD16 H 사슬 폴리펩티드의 C-말단이 항-EGFR Fab L 사

슬의 N-말단에 G4S 링커을 통해 사용가능하게 연결되었다.

항-EGFR/항-CD16 TetBiAb의 발현을 위하여, 도 1에서처럼 다음 3개 유전자 구조체가 표준 재조합 DNA 기술에 의[0120]

해 조립되었고, 포유류 발현 벡터 pTT5 (분비를 위한 마우스 L 사슬 신호 펩티드 서열을 포함) 안으로 복제되었

다: 1) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-EGFR)-CH1-H-CH2-CH3-링커-VL(항-CD16)-CL (SEQ ID NO:41): 항
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-EGFR H 사슬 가변 도메인, 이어서 효과기 침묵 IgG1.4로부터의 인간 H 사슬 불변 도메인 1-3(Armour et al,

Eur J. Immunol. 29:2613, 1999에 설명된 돌연변이들을 가짐), 이어서 G4S 링커 및 항-CD16 L 사슬 가변 도메

인, 이어서 인간 kappa  L  사슬 불변 도메인.  2)  다음 요소들을 암호화하는 구조체 VL(항-EGFR)-CL  (SEQ  ID

NO:12): 항-EGFR L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인. 3) 다음 요소들을 암호화하는 구

조체 VH(항-CD16)-CH1-H (SEQ ID NO:42): 항-CD16 H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1, 이

어서 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID NO:10). 이들 3개 구조체들에 대응하는 아미노산 서열이 각각 SEQ ID NO:43,

SEQ ID NO:14, 및 SEQ ID NO:44로 나타낸다. 

항-CD16/항-EGFR  TetBiAb의  발현을  위하여,  다음  3개  유전자  구조체가  표준  재조합  DNA  기술에  의해[0121]

조립되었고, 포유류 발현 벡터 pTT5 안으로 도 1에서 처럼 복제되었다: 1) 다음 요소들을 암호화하는 구조체

VH(항-CD16)-CH1-H-CH2-CH3-링커-VL(항-EGFR)-CL (SEQ ID NO:45): 항-CD16 H 사슬 가변 도메인, 이어서 효과기

침묵 IgG 1.4로부터의 인간 H 사슬 불변 도메인, 이어서 G4S 링커 및 항-EGFR L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간

kappa L 사슬 불변 도메인. 2) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VL(항-CD16)-CL (SEQ ID NO:46): 항-CD16 L

사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인. 3) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-EGFR)-

CH1-H (SEQ ID NO:16): 항-EGFR H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1, 이어서 힌지 영역

EPKSC (SEQ ID NO:10). 이들 3개 구조체들에 대응하는 아미노산 서열은 각각 SEQ ID NO:47, SEQ ID NO:48, 및

SEQ ID NO:18로 나타낸다.

상기  3개  벡터의  각  세트는  항-EGFR/항-CD16  및  항-CD16/항-EGFR의  발현을  위하여  Genejuice  (Life[0122]

Technologies, Grand Island, NY) 또는 폴리에틸렌이민 (PEI, Polysciences, Warrington, PA)을 사용하여 HEK

293-6E 세포 안으로 일시적으로 함께 감염되었다. 2개 TetBiAb는 단백질 A 친화성 크로마토그래피에 의해 단일

단계로 정제되었다. 3개 폴리펩티드의 발현 및 완전한 헥사머릭 분자의 조립체는 소듐 도데실설포네이트-폴리아

크릴아미드 겔 전기영동 (SDS-PAGE) 및 사이즈 배제 크로마토그래피 (SEC)으로 확인되었다. SDS-PAGE을 위하여,

정제된 TetBiAbs 샘플이 DTT로 환원되고 NuPAGE MES 4-12% Gel, 200V으로 35min 동안 운전된 후 쿠마시 스테이

닝(Coomassie staining)을 하였다.

겔 상의 3개 주된 밴드들은 예상된 분자량(MW) 및 > 95% 순도를 갖는 정확한 화학량론 비를 갖는다 (도 5A). 도[0123]

5A에서,  레인  1은  분자량(MW)  마커를  나타내고,  레인  2는  항-CD16/항-EGFR의  3개  폴리펩티드의  예상된  MW

(73.6, 23.8, 23.8 kDa) 및 정확한 화학양론 비(1:1:1)를 나타내고, 레인 3은 항-EGFR/항-CD16의 3개 폴리펩티

드의 예상된 MW  (73.3,  23.6,  23.3  kDa)  및 정확한 화학양론 비(1:1:1)를 나타낸다. SEC를 위해서,  정제된

TetBiAbs 샘플을, 50 mM 소듐 포스페이트, 400 mM 소듐 퍼클로레이트, pH 6.3 + 0.1 및 38+2.0 mS/cm
2
로 평형된

TSK-GEL Super SW3000 SEC column 4.6 x 300 mm (Tosoh Biosciences, Tokyo, Japan)으로 분석하였다. 사이즈

배제 크로마토그래피는 모노머릭 항-EGFR/항-CD16 및 항-CD16/항-EGFR 둘 다에 대해 약 250kDa의 예상 MW에서

피크를 나타내었다(도 5B).

 게다가, 수 많은 대조군들을 제조하여 TetBiAb 포맷과 비교 또는 최적화하였다. 이들은 표준 단일클론성 항체[0124]

포맷 (항-EGFR IgG1)의 항-EGFR 및 효과기 침묵 포맷 (항-EGFR IgG1.4)의 항-EGFR을 포함한다.

3B) 항원에 대한 TetBiAb의 결합력[0125]

EGFR에 대한 결합력을 유지하는 항-EGFR/항-CD16 및 항-CD16/항-EGFR의 능력은 경쟁 라디오리간드 결합 분석법[0126]

에 의해 나타났다. 경쟁 항체는 
125
I-EGF  (Perkin  Elmer,  Waltham,  MA)과 혼합하고, EGFR을 과발현하는 인간

A431  편평상피암  세포으로부터  제조된  막  2mg를  첨가하였다.  A431  세포막은  질소  케비테이션에  의해

제조되었다.  세포들은 30min  동안 900psi의 N2  기체로 방해되었고,  이후 세포 용해물을 4℃에서 10min  동안

1000g으로 원심분리하였다. 상청액을 수집하고 4℃에서 1h 동안 100,000 g으로 원심분리하였다. 얻어진 펠렛을

다운스 호모지나이저로 재현탁하였다. 샘플의 단백질 농도는 BioRad 단백질 분석 시약을 사용하여 결정하였고,

샘플들을 나중 사용을 위해 -80℃에서 냉동 저장하였다. 비특이적-결합은 모든 EGFR 결합 사이트를 포화시키는

초대과량의 비표지된 EGF (100 nM)의 존재 내에서 결정되었다. 반응물들을 37℃에서 90min 동안 흔들면서 배양

하였고, 유리 섬유 필터(EMD Millipore, Billerica, MA)를 통해 여과하여 종결하였다. 필터들을 세척하고 감마

계수기에서 계수하여 A431 세포막에 결합된 
125
I-EGF의 함량을 결정하였다.

상기 결과들은 항-EGFR/항-CD16가 항-EGFR로서 A431 세포막 상의 EGFR에 대한 
125
I-EGF의 결합을 저해하는 유사[0127]

능력을 갖는다는 것을 나타낸다. 약간 더 높은 저해 상수(Ki)을 가지고 있음에도 불구하고, 항-CD16/항-EGFR가
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또한 EGFR에 결합하였고, 또 다른 항체의 C-말단에 융합된 항-EGFR Fab가 EGFR에 대한 결합력을 유지하였다는

것을 나타낸다(도 6).

3C) TetBiAb의 생물학적 활성[0128]

항-EGFR/항-CD16 및 항-CD16/항-EGFR의 기능 및 유용성은, Mueller et al (J. Immunol. 144:1382, 1990)에 설[0129]

명된 바와 같이 항체-의존적세포-매개세포독성 (ADCC) 분석법으로 더 나타냈다.  3 x 10
6
 인간 A431 편평상피암

세포는 37℃에서 45min 동안 300μCi의 Na 
51
Cr (Perkin Elmer, Waltham, MA)으로 표지되었다. 세포를 세척한

후, 500 세포는, 0.25 - 1000 ng/ml의 농도로 재조합 항체의 계단 희석액(serial dilution)과 함께 96-웰 플레

이트의 각 웰로 이송되었다. 특이적 세포 용해는 효과기 세포로 4시간 배양 후 측정하였다. 효과기 세포는 휴면

인간 말초혈액단핵세포(human peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) (효과기-대-표적 세포 비 100:1)

또는 자연 살해 (NK) 세포 (효과기-대-표적 세포 비 10:1)이었다. NK 세포는 MACS NK 세포 분리 Kit (Miltenyi

Biotec, Bergisch-Gladbach, Germany)을 가지고 PBMC들로부터 분리되었다. 총 방출가능한 방사능(최대 세포 용

해)은 Triton 100 세제를 가지고 표적 세포를 세포 용해시켜 측정되었다. 배후 자발적 방출의 방사능이 단지 표

적  세포만을  포함하는  웰에서  측정되었다.  특이적  세포  용해의  퍼센트는  실험값들로부터 배후  세포  용해를

빼고, 최대 세포 용해로 나누고, 100을 곱해서 계산되었다. 

효과기 침묵 IgG1.4의 Fc가 NK 세포상의 FcγRIII (CD16)와 결합할 수 없기 때문에, 이 분석법은 ADCC가 발생하[0130]

는 2개 다른 세포 타입의 항원에 대한 TetBiAb의 동시 결합이 필요하다. 특히, 항-EGFR/항-CD16 및 항-CD16/항-

EGFR가, 표적 A431 세포 상의 EGFR 및 효과기 NK 세포상의 CD16와 모두 결합하여만 A431 세포로부터의 Cr 방출

및 살해가 일어난다.

상기 결과들은 효과기 침묵 Fc를 갖는 항-EGFR/항-CD16 및 항-CD16/항-EGFR 모두가 낮은 항체 농도에서 양성 대[0131]

조군 항-EGFR IgG1보다 더 강력한 ADCC를 유도하였다는 것을 나타낸다(도 7). 두 개의 TetBiAbs에서 효과기 침

묵 Fc가 관찰된 ADCC에 기여할 수 없기 때문에, 이 결과는 항-CD16에 의한 FcγRIII의 효과적인 결합을 암시한

다. 실제로, 음성 대조군 항-EGFR IgG1.4는 또한 동일한 효과기-침묵 Fc를 포함하나 ADCC를 유도할 수 없었다

(도 7). FcγRIII만을 특이적으로 그리고 선택적으로 결합하는 능력을 갖는 치료적 TetBiAb는, 지금까지 치료소

에서 많은 치료적 IgG 1항체 투여가 투여 관련 반응의 "제1 복용 효과"를 야기할 수 있기 때문에 유리하다. 이

들 반응들은 FcγRIII 및 다른 활성 수용체, 예를 들어 FcγRIIA에 대한 Fc의 동시 결합으로 인한 것으로 여겨

지며, 가교 및 침투성 활성화(systemic activation)를 유도한다 (McCall et al, J Immunol. 166:6112, 2001).

실시예4[0132]

항-CD20/항-CD16[0133]

4A) TetBiAb의 구성 및 발현[0134]

CD20 및 CD16에 대한 TetBiAb의 제조는 항-CD20 2B8 (rituximab) 단일클론성 항체 (Reff et al, Blood 83:435,[0135]

1994) 및 항-CD16 3G8 단일클론성 항체 (Fleit et al, PNAS 79:3275, 1982)을 기초로 한다. 2B8에 대한 Fab L

사슬의 DNA 및 단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:21 및 SEQ ID NO:22로 나타낸다. 2B8에 대한 Fab H 사슬의 DNA

및 단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:23 및 SEQ ID NO:24로 나타낸다. 3G8에 대한 Fab L 사슬의 DNA 및 단백질 서

열이 SEQ ID NO:37 및 SEQ ID NO:38로 각각 나타낸다.  3G8에 대한 Fab H 사슬의 DNA 및 단백질 서열이 각각

SEQ  ID  NO:  39  및 SEQ  ID  NO:40으로  나타낸다.   CD20  및  CD16에 대한 하나의 TetBiAb가 제조되었다:  항-

CD20/항-CD16, 여기서 항-CD20 H 사슬 폴리펩티드의 C-말단이 항-CD16 Fab L 사슬의 N-말단에 G4S 링커를 통해

연결된다.

항-CD20/항-CD16 TetBiAb의 발현을 위하여, 다음 3개 유전자 구조체들이 표준 재조합 DNA 기술로 조립되었고,[0136]

포유류 발현 벡터 pTT5 (분비를 위해 마우스 L 사슬 신호 펩티드 서열을 포함) 안으로, 도 1에서와 같이 복제되

었다: 1) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-CD20)-CH1-H-CH2-CH3-링커-VL(항-CD16)-CL (SEQ ID NO:49):

항-CD20 H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1-3 아이소타입 IgG1, 이어서 G4S 링커 및 항-

CD16 L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인. 2) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VL(항-

CD20)-CL (SEQ ID NO:26): 항-CD20 L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인. 3) 다음 요소

들을 암호화하는 구조체 VH(항-CD16)-CH1-H (SEQ ID NO:50): 항-CD16 H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬

불변 도메인 1, 이어서 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID NO:10). 이들 3개 구조체에 대응하는 아미노산 서열은 각각

SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:28, 및 SEQ ID NO:52로 나타낸다. 
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상기 3개 벡터들은 항-CD20/항-CD16의 발현을 위하여 Genejuice (Life Technologies, Grand Island, NY) 또는[0137]

PEI  (Polysciences,  Warrington,  PA)을 사용하여 HEK  293-6E  세포 안으로 일시적으로 함께 감염되었다. 2개

TetBiAb가 단백질 A 친화성 크로마토그래피에 의해 단일 단계로 정제되었다. 3개 폴리펩티드의 발현 및 완전한

헥사머릭 분자의 조립체는 SDS-PAGE 및 SEC에서 확인되었다. SDS-PAGE을 위하여, 정제된 TetBiAbs 샘플은 DTT으

로 환원되었고, NuPAGE MES 4-12% Gel, 200V으로 35 min 동안 운전하고, 이후 쿠마시 스테이닝을 행하였다. 겔

상의 3개의 주된 밴드들은 예상된 MW 및 > 95% 순도의 정확한 화학양론 비를 가졌다(도 8A). 도 8A에서, 레인 1

은  분자량(MW)  마커를 나타내고,  레인 2는  항-CD20/항-CD16의  3개  폴리펩티드의 예상 MW(73.2,  23.1,  22.9

kDa) 및 정확한 화학양론비 (1:1:1)를 나타낸다. SEC를 위하여, 정제된 TetBiAbs 샘플은, 50 mM 소듐 포스페이

트, 400 mM 소듐 퍼클로레이트, pH 6.3 + 0.1 및 38+2.0 mS/cm
2
으로 평형된 TSK-GEL Super SW3000 SEC column

4.6 _ 300 mm (Tosoh Biosciences, Tokyo, Japan)으로 분석되었다. 사이즈 배제 크로마토그래피는 모노머릭 항

-CD20/항-CD16에 대해 약 250kDa의 예상 MW에서 피크를 나타냈다(도 8B). 

게다가, 표준 단일클론성 항체 포맷의 항-CD20(항-CD20 IgG1)가 대조군으로 제조되어 TetBiAb 포맷과 비교되었[0138]

다.

4B) 항원에 대한 TetBiAb의 결합력[0139]

세포 표면 상의 CD20에 대한 결합력을 유지하는 항-CD20/항-CD16의 능력은, 인간 라모스 부르키트 림프종 세포[0140]

에서 측정되었고, 이 세포는 CD20을 발현하나, CD16은 발현하지 않는다. 웰 당1 x 10
5
 라모스 세포는 얼음 위에

서 30min 동안 96 웰 플레이트에서 PBS + 1% FBS으로 희석된 항-CD20/항-CD16 및 항-CD20의 농도를 변화시키면

서 배양되었다. PBS + 1% FBS으로 세척한 후, 세포들은 얼음 위에서 30min 동안 PBS + 1% FBS으로 1:200으로

희석된 TRITC F(ab')2 염소 항-인간 IgG, Fcγ(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)으로 배양되었다. 다

시 세척한 후, 세포들은 PBS의 1% 포름알데히드로 고정되었다. 세포들은 유세포 분석기(Guava, EMD Millipore,

Billerica, MA)로 분석되었다. 

결과들은, 양성 대조군 항-CD20만큼은 아닐지라도, 항-CD20/항-CD16가 다우디 세포에 발현된 CD20에 결합한다는[0141]

것을 나타낸다(도 9). C-말단에서 항-CD16는 N-말단에서 다우디 세포에 대한 항-CD20의 결합력에 영향을 미쳤다

는 것이 이론적으로 가능하지만, 보다 그럴듯한 설명은 C-말단에서 항-CD16 Fab가 검출 TRITC F(ab')2 염소 항-

인간 IgG, Fcγ에 대한 Fc의 접근성에 영향을 미쳤다는 기술적 설명이다.

4C) TetBiAb의 생리 활성[0142]

항-CD20/항-CD16의 기능 및 이용성은 인간 라모스 부르키트 림프종 세포를 이용하여 항체-의존적세포-매개세포[0143]

독성 (ADCC) 분석법에 의해 더 나타났다. 2000 세포들은 0.05 ~ 200ng/ml 사이의 농도로 재조합 항체의 계단식

희석액과 함께 96-웰 플레이트의 각각에 옮겼다. 특이적 세포 용해는 자연 살해 (NK) 효과기세포 (작동 효과기-

대-표적 세포 비 10:1)로 4-시간 배양 후 젖산 탈수소 효소(LDH) 방출을 통해 측정되었다. 상기 NK 세포는 MACS

NK 세포 분리 Kit (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Germany)를 가지고 휴면 인간 말초혈액단핵세포 세포

들 (PBMCs)로부터 분리하였다. 총 방출가능한 LDH(최대 세포 용해)는 Triton 100 세제로 표적 세포들을 용해시

켜 측정되었다. LDH의 배후 자발적 방출은 단지 표적 세포들만을 포함하는 웰 내에서 측정되었다. 특이적 세포

용해의 퍼센트는 실험값들로부터 배경 세포 용출을 빼고, 최대 세포 용해로 나눈 후 100을 곱해 계산되었다.

ADCC 결과들의 2개 그래프는 효과기 세포의 다른 공여체들을 사용한 것을 제외하고 유사하게 실행된 다른 실험[0144]

들로부터의 데이터를 나타낸다. 항-EGFR/항-CD16과 달리 항-CD20/항-CD16는, 이의 IgG1 포맷으로 인하여, 효과

기 세포 상의 CD16과 항-CD16의 결합없이 ADCC를 유도할 수 있었다. 그러나, 항-CD20/항-CD16으로 배양된 라모

스 세포의 ADCC 유도가 10 배 증가된 것이 7개 공여체 중 4개 공여체로부터 효과기 세포를 갖는 항-CD20에 비교

하여 관찰되었다(도 10, 상부 패널). 다른 3개 공여체를 가지고는, 항-CD20에 비교하여 항-CD20/항-CD16의 ADCC

증가는 미미하였다(도 10,  하부 패널).  이론과 결합없이,  이것은 FcRIIIA에서  다형성에 의한 것일 수 있다

(Cartron et al, 2002 Blood). Fc에 대한 결합친화성이 증가한, FcRIIIA의 158-발린에 대해 동형인 공여체에

대해, 이들의 FcRIIIA-갖는 NK 세포는, 도 10, 하부패널에 나타난 것처럼, ADCC 분석에서 항-CD16 결합보다 덜

이로울 것이라는 것이 가능하다.

실시예 5[0145]

항-CD20/항-CD47[0146]
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5A) TetBiAb들의 구성 및 발현[0147]

CD20  및  CD47에  대한  TetBiAb들의  제조는  항-CD20  2B8  (rituximab)  단일클론성 항체 (Reff  et  al,  Blood[0148]

83:435, 1994) 및 항-CD47 B6H12 단일클론성 항체(Lindberg et al, JBC 269: 1567, 1994)을 기초로 한다. 2B8

에 대한 Fab L 사슬의 DNA 및 단백질 서열이 각각 SEQ ID NO: 21 및 SEQ ID NO:22로 제공된다. 2B8에 대한 Fab

H 사슬의 DNA 및 단백질 서열은 각각 NO:23 및 SEQ ID NO:24로 제공된다. B6H12에 대한 Fab L 사슬의 DNA 및

단백질 서열은 각각 SEQ ID NO: 53 및 SEQ ID NO:54으로 제공된다. B6H12에 대한 Fab H 사슬의 DNA 및 단백질

서열은 각각 SEQ ID NO: 55 및 SEQ ID NO:56으로 제공된다. CD20 및 CD47 분자에 대한 하나의 TetBiAb가 제조

되었다: 항-CD20/항-CD47, 여기서 항-CD20 H 사슬 폴리펩티드의 C-말단이 항-CD47 Fab L 사슬의 N-말단에 G4S

링커를 통해 연결된다. 

항-CD20/항-CD47 TetBiAb의 발현을 위하여, 도 1에서처럼, 다음 3개 유전자 구조체가 표준 재조합 DNA 기술에[0149]

의해 조립되고 포유류 발현 벡터 pTT5 (분비를 위해 마우스 L 사슬 신호 펩티드 서열을 포함) 안으로 복제되었

다: 1) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-CD20)-CH1-H-CH2-CH3-링커-VL(항-CD47)-CL (SEQ ID NO:57): 항

-CD20 H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1-3 아이소타입 IgG1, 이어서 G4S 링커 및 항-CD47

L  사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa  L  사슬 불변 도메인.  2)  다음 요소들을 암호화하는 구조체 VL(항-

CD20)-CL (SEQ ID NO:26): 항-CD20 L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인. 3) 다음 요소

들을 암호화하는 구조체 VH(항-CD47)-CH1-H (SEQ ID NO:58): 항-CD47 H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬

불변 도메인 1, 이어서 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID NO:10). 이들 3개 구조체에 대응하는 아미노산 서열은 각각

SEQ ID NO:59, SEQ ID NO:28, 및 SEQ ID NO:60로 나타난다.

3개 벡터들은, 항-CD20/항-CD47의 발현을 위하여, Genejuice(Life Technologies, Grand Island, NY) 또는 폴리[0150]

에틸렌이민(PEI, Polysciences, Warrington, PA)을 사용하여 HEK 293-6E 세포 안으로 일시적으로 함께 감염되

었다. TetBiAb는 단백질 A 친화성 크로마토그래피에 의해 단일 단계로 정제되었다. 3개 폴리펩티드의 발현 및

완전한 헥사머릭 분자의 조립체는 SDS-PAGE 및 SEC에서 확인되었다. SDS-PAGE을 위해서, 정제된 TetBiAbs 샘플

들은 DTT으로 환원되었고 NuPAGE MES 4-12% Gel, 200V으로  35 min 동안 운전되고, 쿠마시 스테이닝을 진행하

였다. 겔 상의 3개의 주요 밴드는 >95% 순도를 갖고 예상한 MW 및 정확한 화학양론 비를 가졌다(도 11A). 도

11A에서, 레인 1은 분자량(MW) 마커를 나타내고, 레인 2는 항-CD20/항-CD47의 3개 폴리펩티드의 예상 MW(73.8,

23.4, 23.0 kDa) 및 정확한 화학양론비 (1:1:1)를 나타낸다. SEC를 위하여, 정제된 TetBiAbs 샘플은, 50 mM 소

듐  포스페이트,  400  mM  소듐 퍼클로레이트,  pH  6.3  +  0.1  및  38+2.0  mS/cm
2
으로 평형화된,  TSK-GEL  Super

SW3000 SEC column 4.6 x 300 mm (Tosoh Biosciences, Tokyo, Japan)으로 분석되었다. 사이즈 배제 크로마토그

래피는 모노머릭 항-CD20/항-CD47의 약 250 kDa의 예상 MW에서 피크를 나타내었다(도 11B).

게다가, 표준 단일클론성 항체 포맷의 항-CD20 및 항-CD47(항-CD20 IgG1 및 항-CD47 IgG1)는 TetBiAb 포맷과[0151]

비교하기 위해 대조군으로서 제조되었다.

5B) TetBiAb들의 결합력[0152]

(i) 항원에 대한 TetBiAb의 결합력[0153]

세포 표면에 발현된 두 개 항원들에 결합하는 항-CD20/항-CD47의 능력이 측정되었고, 2개 대조군 분자 항-CD20[0154]

및 항-CD47과 비교되었다. 웰 당 1 x 10
5
의 CD20으로 감염된 마우스 NS0 골수종 세포 또는 인간 U937 조직구 림

프종 세포를, 얼음 위에서 30min 동안 96 웰 플레이트에서 PBS + 1% FBS으로 희석된 항체의 농도를 변화시키면

서 배양되었다. PBS  + 1%  FBS으로 세척한 후, 얼음 위에서 30min  동안 PBS +  1% FBS으로 1:200으로 희석된

TRITC F(ab')2 염소 항-인간 IgG, Fcγ (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)으로 배양되었다. 다시 세척

한  후,  세포들은  PBS의  1%  포름알데히드로  고정되었다.  세포들은  유세포  분석기(Guava,  EMD  Millipore,

Billerica, MA)으로 분석되었다.

결과들은, CD47이 발현되지 않기 때문에, 항-CD20/항-CD47 및 항-CD20가 CD20-감염된 NS0 세포에 발현된 CD20[0155]

에 결합하지만, 항-CD47이 NS0/CD20 세포에 결합하지는 않는다는 것을 나타낸다(도 12A). 실시예 4B에서 CD20에

대한 항-CD20/항-CD16의 결합력이 명백하게 감소된 이전에 관찰된 경우와 유사하게, C-말단의 항-CD47이 CD20에

대해 N-말단에서 항-CD20의 결합력에 영향을 미칠 것 같지 않다(도 12A). 보다 개연성 있는 설명은, C-말단의

항-CD47 Fab가 검출 TRITC F(ab')2 염소 항-인간 IgG, Fcγ에 대한 Fc의 접근성에 영향을 미치게 되어, 도 12A

에서 상기 관찰된 명백히 감소된 결합력의 결과를 가져온다. 항-CD20/항-CD47 및 항-CD47는 U937 세포에 결합하

고 항-CD20은 U937 세포에 결합하지 않으며, U937 세포는 CD47을 발현하나 CD20을 발현하지 않는다(도 12B).
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U937 세포에 대한 항-CD20/항-CD47의 결합력은 L 사슬 수단으로 Fc의 C-말단에 부착된, C-말단 Fab로서 항-CD47

이 여전히 이의 항원을 인식할 수 있다는 것을 나타낸다(도 12B). 관찰된 결합력이 약간 감소된 것은 Fc의 C-말

단에 부착될 때 항-EGFR Fab에 대해 관찰된 감소와 유사하다 (도 2 및 3).

(ii) 두 개 항원들을 발현하는 세포의 항-CD20/항-CD47 TetBiAb의 결합 활성[0156]

세포 표면 상의 CD20 및 CD47에 대한 항-CD20/항-CD47의 결합력은 CD20을 과발현하고 CD47을 낮은 수준으로 발[0157]

현하는 인간 SU-DHL4  B  세포  림프종 세포에서 측정되었다.  항-CD20/항-CD47,  항-CD20,  및 항-CD47는  Alexa

Fluor® 488 카복실산, TFP 에스테르, bis (트리에틸암모늄 염) (Life Technologies, Grand Island, NY)으로

접합(conjugate)되었다. 웰 당 1 x 10
5
의 SU-DHL4 세포는 얼음 위에서 60min 동안 96웰 플레이트에서 PBS + 1%

FBS으로  희석되고  Alexa  488-표지된  항-CD20/항-CD47,  항-CD20,  및  항-CD47의  농도를  변화시키면서

배양되었다. PBS + 1% FBS을 가지고 세척한 후, 세포들은 PBS의 1% 포름알데히드로 고정되었다. 세포들은 유세

포 분석기(MACSQuant, Miltenyi Biotec, Cologne, Germany)으로 분석되었다. 

결과들은 SU-DHL4 세포에 대한 항-CD20/항-CD47 결합력이, 개별적으로 또는 조합하여 SU-DHL4 세포에 대한 항-[0158]

CD20 또는 항-CD47의 결합력에 비하여 증가된 것을 보여주고 있으며(도 12C), 이는 결합 활성에 대한 강력한 증

거를 제시한다. 낮은 중간값의 형광으로 증거된 것처럼, SU-DHL4 세포에 발현된 낮은 수준의 CD47가 항-CD47의

결합력을 얻었기 때문에 매우 놀랍다. 동일한 세포 상의 2개의 종양 표적에 결합하는 것에 의해 종양 세포에 대

한 결합 활성을 제한하는 TetBiAb의 능력은 보다 특이적 표적화를 할 수 있게 하고 인비보(in vivo)에서 부작용

을 낮추는 결과를 가져온다.

5C) TetBiAb의 생리 활성[0159]

항-CD20/항-CD47의 유용성은 인비보 실험에 의해 보여진다. 파종성 림프종 모델(disseminated  lymphoma mode[0160]

l)에서, SCID 마우스에 5 x 10
6
 CD20+ 인간 Raji 림프종 세포를 정맥 주사하고, 이어서 200 mg/마우스의 함량으

로 항체 아이소타입 대조군(집단 1), 200 mg/마우스의 항-CD20(집단 2), 200 mg/마우스의 항-CD47 (집단 3),

200 mg/마우스의 항-CD20 및 200 mg/마우스의 항-CD47의 조합 (집단 4), 또는 4가 이중특이적 항체의 동일 몰

함량인 333 mg/마우스의 함량으로 항-CD20/항-CD47(집단 5)를 정맥 주사하였다. 모든 집단들(n=10)에 주마다 주

사하였고 결과들은 마우스가 일반 건강, 예를 들어, 10-14일 앞서 죽기전 마비, 및 생존된 것으로 보고된다. 항

-CD20/항-CD47 4가 이중특이적 항체 (집단 5)로 치료하는 것은, 적어도 병행 치료(집단 4)만큼 효능적이나 2개

단일치료법(집단 2 및 3)보다는 우수한 것으로 밝혀졌다.

실시예 6[0161]

항-CD20/항-CD52 및 항-CD52/항-CD20[0162]

6A)TetBiAb의 구성 및 발현[0163]

CD20 및 CD52에 대한 TetBiAb의 제조는 항-CD20 2B8 (리튜시맵) 단일클론성 항체 (Reff et al, Blood 83:435,[0164]

1994) 및 항-CD52 Campath 단일클론성 항체 (James et al, JMB 289:293, 1999)를 기초로 한다. 2B8에 대한 Fab

L 사슬의 DNA 및 단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:21 및 SEQ ID NO:22로 제공된다. 2B8에 대해 Fab H 사슬의 DNA

및 단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:23 및 SEQ ID NO:24으로 제공된다. Campath에 대한 Fab L 사슬의 DNA 및 단

백질 서열은 각각 SEQ ID NO:61 및 SEQ ID NO:62으로 제공된다. Campath에 대한 Fab H 사슬의 DNA 및 단백질

서열은 각각 SEQ ID NO: 63 및 SEQ ID NO:64로 제공된다. CD20 및 CD52 분자에 대한 2개 다른 TetBiAb가 제조

되었다: (i) 항-CD20/항-CD52, 여기서 항-CD20 H 사슬 폴리펩티드의 C-말단은 항-CD52 Fab L 사슬의 N-말단에

G4S 링커를 통해 연결되고, 및 (ii) 항-CD52/항-CD20, 여기서 항-CD52 H 사슬 폴리펩티드의 C-말단은 항-CD20

Fab L 사슬의 N-말단에 G4S 링커를 통해 연결된다.

항-CD20/항-CD52  TetBiAb의  발현을  위하여,  다음  3개  유전자  구조체들은  표준  재조합  DNA  기술에  의해[0165]

조립되고, 포유류 발현 벡터 pTT5 (분비를 위해 마우스 L 사슬 신호 펩티드 서열을 포함)안으로 복제되었고, 도

1에 도시된 바와 같다: 1) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-CD20)-CH1-H-CH2-CH3-링커-VL(항-CD52)-CL

(SEQ ID NO:65): 항-CD20 H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1-3 아이소타입 IgG1, 이어서

G4S 링커 및 항-CD52 L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인. 2) 다음 요소들을 암호화하

는 구조체 VL(항-CD20)-CL (SEQ ID NO:26): 항-CD20 L 사슬 가변 도메인, 인간 kappa L 사슬 불변 도메인. 3)

다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-CD52)-CH1-H (SEQ ID NO:66): 항-CD52 H 사슬 가변 도메인, 인간 H 사

슬 불변 도메인 1, 이어서 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID NO:10). 이들 3개 구조체들에 대응하는 아미노산 서열은 각
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각 SEQ ID NO:67, SEQ ID NO:28, 및 SEQ ID NO:68로 나타낸다.

항-CD52/항-CD20 TetBiAb의 발현을 위하여, 다음 3개 유전자 구조체는 표준 재조합 DNA 기술에 의해 조립되고,[0166]

포유류 발현 벡터 pTT5 (분비를 위하여 마우스 L 사슬 신호 펩티드 서열을 포함) 안으로 복제되고, 도 1에 도시

된 바와 같다: 1) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-CD52)-CH1-H-CH2-CH3-링커-VL(항-CD20)-CL (SEQ ID

NO:69): 항-CD52 H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1-3 아이소타입 IgG1, 이어서 G4S 링커

및 항-CD20 L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인. 2) 다음 요소들을 암호화하는 구조체

VL(항-CD52)-CL (SEQ ID NO:70): 항-CD52 L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인. 3) 다

음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-CD20)-CH1-H (SEQ ID NO:32): 항-CD20 H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간

H 사슬 불변 도메인 1, 이어서 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID NO:10). 이들 3개 구조체에 대응하는 아미노산 서열은

각각 SEQ ID NO:71, SEQ ID NO:72, 및 SEQ ID NO:34로 나타난다.

상기  3개  벡터들  각  세트는,  항-CD20/항-CD52  및  항-CD52/항-CD20의  발현을  위하여,  Genejuice  (Life[0167]

Technologies, Grand Island, NY) 또는 폴리에틸렌이민 (PEI, Polysciences, Warrington, PA)을 사용하여 HEK

293-6E 세포들 안으로 일시적으로 함께 감염되었다. 2개 TetBiAb는 단백질 A 친화성 크로마토그래피에 의해 단

일 단계로 정제되었다. 이 3개 폴리펩티드의 발현 및 완전한 헥사머릭 분자의 조립체는 소듐 도데실설포네이트-

폴리아크릴아미드 겔 전기영동 (SDS-PAGE) 및 사이즈 배제 크로마토그래피 (SEC)로 확인되었다. SDS-PAGE을 위

하여, 정제된 TetBiAbs 샘플은 DTT으로 환원되었고, NuPAGE MES 4-12% Gel, 200V으로 35 min 동안 운전되고,

이어서 쿠마시 스테이닝을 진행하였다. 겔 상의 3개 주요 밴드는 > 95%의 순도를 가지고 예상된 분자량(MW) 및

정확한  화학양론비를 가졌다(도  13A).  도  13A에서,  레인  1은  분자량  (MW)  마커를 나타내고,  레인 2는  항-

CD20/항-CD52의  3개  폴리펩티드의  예상된  MW(73.0,  23.4,  23.1  kDa)  및  정확한  화학양론비  (1:1:1)를

나타내고, 레인 3은 항-CD52/항-CD20의 3개 폴리펩티드의 예상된 MW (72.7, 23.5, 23.2 kDa) 및 정확한 화학양

론비 (1:1:1)를 나타낸다. SEC를 위해, 정제된 TetBiAbs 샘플은 a TSK-GEL Super SW3000 SEC 컬럼 4.6 _ 300

mm (Tosoh Biosciences, Tokyo, Japan)으로 분석되었고, 이는 50 mM 소듐 포스페이트, 400 mM 소듐 퍼클로레이

트, pH 6.3 + 0.1 및 38+2.0 mS/cm
2
으로 평형되었다.  사이즈 배제 크로마토그래피는 모노머릭 항-CD20/항-CD52

및 항-CD52/항-CD20 둘 다에 대하여 약 250 kDa의 예상된 MW에서 피크를 나타내었다(도 13B).

게다가, 수 많은 대조군들을 제조하여 TetBiAb 포맷와 비교 또는 최적화하였다. 이들은 표준 단일클론성 항체[0168]

포맷으로 항-CD20 및 항-CD52(항-CD20 IgG1 및 항-CD52 IgG1)를 포함한다.

6B) 항원에 대한 TetBiAb의 결합력[0169]

세포 표면 위에 발현된 CD20 및 CD52 둘 다와 결합하는 항-CD20/항-CD52 및 항-CD52/항-CD20의 능력이 측정되었[0170]

고, 2개의 대조군 분자 항-CD20 및 항-CD52와 비교되었다. 웰 당 1 x 10
5
의 인간 다우디 Burkitt's 림프종 세포

또는 인간 Kasumi-3 급성 골수아구성 백혈병 세포(myeloblastic leukemia  cell)는 얼음 위에서 30min 동안 96

웰 플레이트에 PBS + 1% FBS으로 희석된 항체의 농도를 변화시키면서 배양되었다. PBS + 1% FBS으로 세척한 후,

세포들은, 얼음 위에서 30분 동안 PBS + 1% FBS으로 1:200으로 희석된 TRITC F(ab')2 염소 항-인간 IgG, Fcγ

(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)으로 배양되었다. 다시 세척한 후, 세포들이 PBS의 1% 포름알데히드

로 고정되었다. 세포들은 유세포 분석기(Guava, EMD Millipore, Billerica, MA)로 분석되었다.  

상기 결과들은 CD20은 발현하나 CD52는 발현하지 않는 다우디 세포에, 항-CD20/항-CD52 및 항-CD20은 결합하고,[0171]

항-CD52/항-CD20 및 항-CD52는 결합하지 않는다는 것을 나타낸다(도 14A). 더욱이, CD52는 발현하나 CD20은 발

현하지 않는 Kasumi-3 세포에 항-CD52/항-CD20 및 항-CD52는 결합하고, 항-CD20/항-CD52 및 항-CD20는 결합하

지 않는 것을 나타낸다(도 14B).

이들 결과들은, 항-CD20 Fab가 Fab L 사슬을 통해 Fc 영역의 C-말단에서 부착될 때 세포막에 발현된 CD20과 결[0172]

합하지 않는다는 것을 나타내는 도 4의 결과와 일치한다. CD52 및 CD20 둘 다는 작은 세포외 도메인을 포함하는

막관통 단백질이고, 항-CD20 및 항-CD52는 단지 세포외 루프(extracellular loop)에 결합한다. Fc 영역이 상기

작은 루프에 결합하는 C-말단 Fab의 접근성을 방해하는 경향이 있다. 실시예를 통해, 이 표적들의 조합은 도 1C

및 도 1D에 설명된 다른 형태의 TetBiAb에 대한 우수한 후보자일 수 있다. 실시예 2에서, 이것은 Fab H 사슬을

통해 Fc 영역의 C-말단에 부착될 때 항-CD20 Fab가 결합성을 유지하였으나 L 사슬을 통해 부착되었을 때는 그렇

지 않았다는 것을 보여줬다. 그러므로, 항-CD20 Fab는 Fab H 사슬을 통해 Fc 영역의 C-말단에 부착되고, 항-

CD52 Fab는 L 사슬(표준 단일클론성 항체 포맷에서처럼 CH1을 통해서 보다는)을 통해 Fc 영역의 N-말단에 부착

된다. 양 항원에 대한 얻어진 항-CD52/항-CD20의 결합력이 시험된다. L 사슬을 통해 Fc 영역의 N-말단에 부착된
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항-CD20 Fab(Schaefer et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 108:11187, 2011) 및 Fab H 사슬을 통해 Fc 영역의

C-말단에 부착된 항-CD52 Fab를 가지고 추가 가공 및 시험을 또한 진행하였다.

실시예 7[0173]

Fc-항-CD47 전구체 분자[0174]

7A) Fc-Fab 전구체의 구성 및 발현[0175]

Fc-항-CD47의 제조는 항-CD47 B6H12 단일클론성 항체 (Lindberg et al, JBC 269: 1567, 1994)을 기초로 한다.[0176]

B6H12에 대한 Fab L 사슬의 DNA 및 단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:53 및 SEQ ID NO:54으로 제공된다. B6H12에

대한 Fab H 사슬의 DNA 및 단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:55 및 SEQ ID NO:56으로 제공된다. 2개의 다른 Fc-

CD47 분자가 제조되었다: (i) Fc-(G4S)4-항-CD47(VHCH1), 여기서 Fc H 사슬의 C-말단이 항-CD47 Fab H 사슬의

N-말단에 (G4S)4 링커를 통해 연결되고, 및 (ii) Fc-(G4S)4-항-CD47(LC), 여기서 Fc 영역 H 사슬의 C-말단이 항

-CD47 Fab L 사슬의 N-말단에 (G4S)4 링커를 통해 연결된다.

Fc-(G4S)4-항-CD47(VHCH1)의 발현을 위하여, 다음 2개 유전자 구조체가 표준 재조합 DNA 기술에 의해 조립되고,[0177]

포유류 발현 벡터 pTT5 (분비를 위해 마우스 L 사슬 신호 펩티드 서열을 포함)으로 복제되었다: 1) 다음 요소들

을 암호화하는 구조체 H-CH2-CH3-(G4S)4-VH(항-CD47)-CH1-H (SEQ ID NO:73): 세린으로 돌연변이된 시스테인(자

연적으로 L 사슬과 디설파이드 결합을 형성함)을 갖는 인간 H 사슬 힌지 영역, (EPKSS, SEQ ID NO:8), 이어서

불변 도메인 2 및 3, 이어서 (G4S)4 링커, 및 항-CD47 H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1,

이어서 힌지 영역 (EPKSC, SEQ ID NO:10, 항-CD47 L 사슬과 디설파이드 브릿지를 형성할 수 있게 함); 및 2)

다음 요소들을 암호화하는 구조체 VL(항-CD47)-CL (SEQ ID NO:74): 항-CD47 L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간

kappa  L  사슬 불변 도메인.  이들 2개 구조체들에 대응하는 아미노산 서열은 각각 SEQ  ID  NO:75  및 SEQ  ID

NO:76로 나타낸다. 

Fc-(G4S)4-항-CD47(LC)의 발현을 위하여, 다음 2개 유전자 구조체가 표준 재조합 DNA 기술로 조립되고, 포유류[0178]

발현 벡터 pTT5 (분비를 위하여 마우스 L 사슬 신호 펩티드 서열을 포함) 안으로 복제되었다: 1) 다음 요소들을

암호화하는 구조체 H-CH2-CH3-(G4S)4-VL(항-CD47)-CL (SEQ ID NO:77): 인간 H 사슬 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID

NO:8), 이어서 불변 도메인 2 및 3, 이어서 (G4S)4 링커, 및 항-CD47 L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L

사슬 불변 도메인; 및 2) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-CD47)-CH1-H (SEQ ID NO:58): 항-CD47 H 사

슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1, 이어서 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID NO:10). 이들 2개 구조체

에 대응하는 아미노산 서열은 각각 SEQ ID NO:78 및 SEQ ID NO:60로 나타낸다. 

2개  벡터들의  각  세트는,  Fc-(G4S)4-항-CD47(VHCH1)  및  Fc-(G4S)4-항-CD47(LC)의  발현을  위하여,  Genejuice[0179]

(Life Technologies, Grand Island, NY) 또는 폴리에틸렌이민 (PEI, Polysciences, Warrington, PA)을 사용하

여 HEK 293-6E 세포 안으로 일시적으로 함께 감염되었다. 단백질은 단백질 A 친화성 크로마토그래피으로 단일

단계로 정제되었다. 2개 폴리펩티드의 발현 및 완전한 테트라머릭 분자의 조립체는 소듐 도데실설포네이트-폴리

아크릴아미드 겔 전기영동 (SDS-PAGE) 및 사이즈 배제 크로마토그래피 (SEC)에서 확인되었다.

게다가, 표준 단일클론성 항체 포맷의 대조군 항-CD47(항-CD47 IgG1)을 제조하여 다른 Fc-Fab 포맷들과 비교하[0180]

였다.

7B) 항원에 대한 Fab 전구체의 결합력[0181]

CD47에 결합하는 Fc-(G4S)4-항-CD47(VHCH1) 및 Fc-(G4S)4-항-CD47(LC)의 능력은 ELISA를 통해 측정되고, 대조군[0182]

분자 항-CD47와 비교되었다. 인간 CD47은 4℃에서 밤새 96 웰 플레이트 위에 코팅되었다. PBST로 세척한 후, 웰

들은 실온에서 1hr 동안 PBST + 2% BSA으로 차단되었다. PBST로 세척한 후, PBST + 2% BSA으로 희석된 항체의

농도를 변화시키면서 웰에 첨가되었고 1hr 동안 실온에서 배양되었다. PBST로 세척한 후, PBST + 2% BSA 으로

1:10000으로 희석된 HRP-접합된 염소 항-인간 IgG Fcγ(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)을 상기 웰에

첨가하고, 실온에서 1hr 동안 배양하였다. 결합된 항체는 HRP 기질, 3,3',5,5'-테트라메틸벤지딘 (TMB)로 가시

화되었다.  플레이트는  45nm에서  흡강도를  측정하였다.  결과들은  Fc-(G4S)4-항-CD47(VHCH1)  및  Fc-(G4S)4-항-

CD47(LC)가, 항-CD47 IgG1만큼은 아니라 할지라도, CD47에 대한 결합력을 유지하는 것을 나타낸다(도 15).
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실시예 8[0183]

항-EGFR/항-CD47 및 항-CD47/항-EGFR[0184]

8A) TetBiAb의 구성 및 발현[0185]

EGFR 및 CD47에 대한 TetBiAb의 제조는 항-EGFR C225 (cetuximab) 단일클론성 항체 (Kawamoto, PNAS 80:1337,[0186]

1983) 및 항-CD47 B6H12 단일클론성 항체 (Lindberg et al, JBC 269: 1567, 1994)를 기초로 한다. C225에 대한

Fab L 사슬의 DNA 및 단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:1 및 SEQ ID NO:2로 제공된다. C225에 대한 Fab H 사슬의

DNA 및 단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:3 및 SEQ ID NO:4으로 제공된다.  B6H12에 대한 Fab L 사슬의 DNA 및 단

백질 서열은 각각 SEQ ID NO:53 및 SEQ ID NO:54로 제공된다. B6H12에 대한 Fab H 사슬의 DNA 및 단백질 서열

은 각각 SEQ ID NO:55 및 SEQ ID NO:56로 제공된다. EGFR 및 CD47 분자에 대한 2개의 다른 TetBiAb가 발생되었

다:  (i)  항-EGFR/항-CD47,  여기서 항-EGFR  H  사슬  폴리펩티드의 C-말단은 항-CD47  Fab  L  사슬의 N-말단에

(G4S)4 링커를 통해 연결되고, 및 (ii) 항-CD47/항-EGFR, 여기서 항-CD47 H 사슬 폴리펩티드의 C-말단은 항-

EGFR Fab L 사슬의 N-말단에 (G4S)4 링커을 통해 연결된다.

항-EGFR/항-CD47  TetBiAb의  발현을  위하여,  다음  3개  유전자  구조체가  표준  재조합  DNA  기술에  의해[0187]

조립되었고, 포유류 발현 벡터 pTT5 (분비를 위해 마우스 L 사슬 신호 펩티드 서열을 포함) 안으로 복제되었으

며, 도 1에 도시된 바와 같다: 1) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-EGFR)-CH1-H-CH2-CH3-(G4S)4-VL(항-

CD47)-CL (SEQ ID NO:79): 항-EGFR H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1-3, 이어서 (G4S)4

링커 및 항-CD47 L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인. 2) 다음 요소들을 암호화하는 구

조체 VL(항-EGFR)-CL (SEQ ID NO:12): 항-EGFR L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인.

3) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-CD47)-CH1-H (SEQ ID NO:58): 항-CD47 H 사슬 가변 도메인, 이어서

인간 H 사슬 불변 도메인 1, 이어서 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID NO:10). 이들 3개 구조체에 대응하는 아미노산

SEQ ID NO:는 각각 SEQ ID NO:80, SEQ ID NO:14, 및 SEQ ID NO:60로 나타낸다. 

항-CD47/항-EGFR TetBiAb의 발현을 위하여, 다음 3개 유전자  구조체가 표준 재조합 DNA 기술에 의해 조립되었[0188]

고, 포유류 발현 벡터 pTT5안으로 복제되었으며, 도 1에 도시된 바와 같다: 1) 다음 요소들을 암호화하는 구조

체 VH(항-CD47)-CH1-H-CH2-CH3-(G4S)4-VL(항-EGFR)-CL  (SEQ ID NO:81): 항-CD47 H 사슬 가변 도메인, 이어서

인간 H 사슬 불변 도메인 1-3, 이어서 (G4S)4 링커 및 항-EGFR L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬

불변 도메인. 2) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VL(항-CD47)-CL (SEQ ID NO:74): 항-CD47 L 사슬 가변 도메

인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인. 3) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-EGFR)-CH1-H (SEQ ID

NO:16): 항-EGFR H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1, 이어서 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID

NO:10). 이들 3개 구조체에 대응하는 아미노산 SEQ ID NO:는 각각 SEQ ID NO:82, SEQ ID NO:76, 및 SEQ ID

NO:18로 나타낸다. 

상기 3개  벡터들의 각  세트는 항-EGFR/항-CD47  및  항-CD47/항-EGFR의  발현을 위하여,  Expi293fectin  (Life[0189]

Technologies, Grand Island, NY)을 사용하여 Expi293 세포 안으로 일시적으로 함께 감염되었다. 2개 TetBiAb

는 단백질 A 친화성 크로마토그래피에 의해 단일 단계로 정제되었다. 3개 폴리펩티드의 발현 및 완전한 헥사머

릭 분자의 조립체는 소듐 도데실설포네이트-폴리아크릴아미드 겔 전기영동 (SDS-PAGE) 및 사이즈 배제 크로마토

그래피 (SEC)에서 확인되었다. SDS-PAGE을 위하여, 정제된 TetBiAbs 샘플은 DTT 으로 환원되었고, NuPAGE MES

4-12% Gel, 200V으로 35 min 동안 운전되고, 이어서 쿠마시 스테이닝을 행하였다. 겔 상의 3개 주요 밴드들은 >

95% 순도를 갖고 예상된 분자량(MW)  및  정확한 화학양론비를 가졌다(도 16A). 도 16A에서, 레인 1은 분자량

(MW) 마커, 레인 2는 항-CD47/항-EGFR의 3개 폴리펩티드의 예상된 MW (74, 24, 23 kDa) 및 정확한 화학양론비

(1:1:1)를 나타내고, 및 레인 3는 항-EGFR/항-CD47의 3개 폴리펩티드의 예상된 MW (74, 23, 23 kDa) 및 정확한

화학양론비 (1:1:1)를 나타낸다. SEC를 위하여, 정제된 TetBiAbs 샘플은 TSK-GEL Super SW3000 SEC column 4.6

_ 300 mm (Tosoh Biosciences, Tokyo, Japan)으로 분석되었고, 50 mM 소듐 포스페이트, 400 mM 소듐 퍼클로레

이트, pH 6.3 + 0.1 및 38+2.0 mS/cm
2
으로 평형화되었다.  사이즈 배제 크로마토그래피는 모노머릭 항-EGFR/항-

CD47 및 항-CD47/항-EGFR 둘 다에 대하여 약 250kDa의 예상된 MW에서 피크를 나타냈다 (도 16B). 

게다가, 수 많은 대조군들을 제조하여 TetBiAb 포맷과 비교하거나 또는 최적화하였다. 이들은 표준 단일클론성[0190]

항체 포맷의 항-EGFR(항-EGFR IgG1) 및 표준 단일클론성 항체 포맷의 항-CD47(항-CD47 IgG1)을 포함한다.
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8B) TetBiAb의 결합력 [0191]

(i) 항원에 대한 TetBiAb의 결합력[0192]

CD47에 대한 결합력을 유지하는 항-EGFR/항-CD47 및 항-CD47/항-EGFR의 능력은 ELISA에 의해 측정되었다. 인간[0193]

CD47는 4℃에서 밤새 96 웰 플레이트 위에 코팅되었다. PBST로 세척한 후, 상기 웰들은 실온에서 1hr 동안 PBST

+ 2% BSA으로 차단되었다. PBST로 세척한 후, PBST + 2% BSA 으로 희석된 항체의 농도를 변화시키면서 상기 웰

에 첨가되었고, 실온에서 1h 동안 배양되었다. PBST으로 세척한 후, PBST + 2% BSA 으로 1: 10000으로 희석된

HRP-접합된 염소 항-인간 IgG Fcγ (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)을 웰에 첨가하고 실온에서 1hr

동안 배양하였다. 결합된 항체는 HRP 기질, 3,3',5,5'-테트라메틸벤지딘(TMB)으로 가시화되었다. 상기 플레이트

는 450nm에서 흡강도를 측정하였다. 

상기 결과들은 항-CD47와 유사하게 항-CD47/항-EGFR가 CD47에 대한 결합력을 유지하는 것을 나타낸다. 항-EGFR/[0194]

항-CD47는 또한 항-CD47만큼 잘 결합하는 것은 아닐지라도 CD47에 대한 결합력을 유지한다(도 17A).

EGFR에  대한 결합력을 유지하는 항-EGFR/항-CD47  및  항-CD47/항-EGFR의  능력은 ELISA으로 측정되었다.  인간[0195]

EGFR은 4℃에서 밤새 96 웰 플레이트 위에 코팅되었다.  PBST로 세척한 후, 상기 웰들은 실온에서 1hr 동안

PBST + 2% BSA으로 차단되었다. PBST으로 세척한 후, PBST + 2% BSA으로 희석된 항체의 농도를 변화시키면서 상

기 웰에 첨가되었고, 실온에서 1hr 동안 배양되었다. PBST으로 세척한 후, PBST + 2% BSA으로 1: 10000으로 희

석된 HRP-접합된 염소 항-인간 IgG Fcγ (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)을 각 웰에 첨가하고 실온

에서 1hr 동안 배양하였다. 결합된 항체는 HRP 기질, 3,3',5,5'-테트라메틸벤지딘 (TMB)으로 가시화되었다. 상

기 플레이트는 450nm에서 흡강도를 측정하였다. 

결과들은, 항-EGFR과 유사하게, 항- EGFR/항-CD47가 EGFR에 대한 결합력을 유지한다는 것을 나타낸다. 항-CD47/[0196]

항-EGFR은 또한, 항-EGFR만큼 잘 결합하는 것은 아닐지라도, EGFR에 대한 결합력을 유지한다(도 17B). 

(ii) 양 항원들을 발현하는 세포 상의 항-EGFR/항-CD47 TetBiAb 의 결합 활성.[0197]

세포 표면 상의 EGFR 및 CD47에 대한 결합 활성을 갖는 항-EGFR/항-CD47의 능력은 인간 A431 편평상피암 세포에[0198]

서  측정되었고,  이  세포는  EGFR을  과발현하고  CD47을  발현한다.  항-EGFR/항-CD47,  항-EGFR,  및  항-CD47는

Alexa Fluor® 488 카복실산, TFP 에스테르, bis (트리에틸암모늄 염) (Life Technologies, Grand Island, N

Y)과 접합되었다.  웰 당 1 x 10
5
 A431 세포는 얼음 위에서 60분 동안 PBS + 1% FBS으로 희석된, Alexa 488-표

지된 항-EGFR/항-CD47, 항-EGFR, 및 항-CD47의 농도를 변화시키면서 배양되었다. PBS + 1% FBS으로 세척한 후,

세포들은  PBS의  1%  포름알데히드로  고정되었다.  세포들은  유세포  분석기(MACSQuant,  Miltenyi  Biotec,

Cologne, Germany)로 분석되었다.  

결과들은 A431 세포에 대한 항-EGFR/항-CD47 결합력이, 개별적 또는 조합하여 A431 세포에 대한 항-EGFR 또는[0199]

항-CD47의 결합력에 비하여 증가되어, 결합 활성의 강력한 증거를 제시한다. 동일 세포 상의 2개 종양 표적들에

결합하는 것에 의해 종양 세포에 대한 결합 활성을 저지하는 TetBiAb의 능력은 인비보에서 보다 특이적 표적화

와 낮은 부작용이라는 결과를 가져온다.

실시예 9[0200]

항-HER 2/항-CD47 및 항-CD47/항-HER 2[0201]

9A) TetBiAb의 구성 및 발현[0202]

HER2 및 CD47에 대한 TetBiAb의 제조는 항-HER2 4D5 (trastuzumab) 단일클론성 항체(Carter et al, PNAS 89:[0203]

4285, 1992) 및 the 항-CD47 B6H12 단일클론성 항체(Lindberg et al, JBC 269: 1567, 1994)를 기초로 한다.

4D5에 대한 Fab L 사슬의 DNA 및 단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:83 및 SEQ ID NO:84으로 제공된다. 4D5에 대한

DNA 및 단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:85 및 SEQ ID NO:86으로 제공된다. B6H12에 대한 Fab L 사슬의 DNA 및

단백질 서열은 각각 SEQ ID NO:53 및 SEQ ID NO:54으로 제공된다. B6H12에 대한 Fab H 사슬의 DNA 및 단백질

서열은 각각 SEQ ID NO:55 및 SEQ ID NO:56으로 제공된다.  HER2 및 CD47 분자에 대한 2개 다른 TetBiAb가 제

조되었다: (i) 항-HER2 H 사슬 폴리펩티드의 C-말단이 항-CD47 Fab L 사슬의 N-말단에 (G4S)4 링커를 통해 연결

된, 항-HER2/항-CD47, 및 (ii) 항-CD47 H 사슬 폴리펩티드의 C-말단이 항-HER2 Fab L 사슬의 N-말단에 (G4S)4

링커를 통해 연결된, 항-CD47/항-HER2.
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항-HER2/항-CD47 TetBiAb의 발현을 위하여, 다음 3개 유전자 구조체가 표준 재조합 DNA 기술로 조합되었고, 포[0204]

유류 발현 벡터 pTT5 (분비를 위하여 마우스 L 사슬 신호 펩티드 서열을 포함) 안으로 복제되었고, 도 1에 도시

된 바와 같다: 1)  다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-HER2)-CH1-H-CH2-CH3-(G4S)4-VL(항-CD47)-CL  (SEQ

ID NO:87): 항-HER2 H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1-3, 이어서  (G4S)4 링커 및 항-

CD47 L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인: 2) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VL(항-

HER2)-CL (SEQ ID NO:88): 항-HER2 L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인. 3) 다음 요소

들을 암호화하는 구조체 VH(항-CD47)-CH1-H (SEQ ID NO:58): 항-CD47 H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬

불변 도메인 1, 이어서 힌지 영역 EPKSC (SEQ ID NO:10). 이들 3개 구조체에 대응하는 아미노산 서열은 각각

SEQ ID NO:89, SEQ ID NO:90, 및 SEQ ID NO:60로 나타난다. 

항-CD47/항-HER2  TetBiAb의  발현을  위하여,  다음  3개  유전자  구조체는  표준  재조합  DNA  기술에  의해[0205]

조립되었고, 포유류 발현 벡터 pTT5 안으로 복제되었고, 도 1에 도시된 것과 같다: 1) 다음 요소들을 암호화하

는 구조체 VH(항-CD47)-CH1-H-CH2-CH3-(G4S)4-VL(항-HER2)-CL (SEQ ID NO:91): 항-CD47 H 사슬 가변 도메인,

이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1-3, 이어서  (G4S)4 링커 및 항-HER2 L 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 kappa

L 사슬 불변 도메인. 2) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VL(항-CD47)-CL (SEQ ID NO:74): 항-CD47 L 사슬 가

변 도메인, 이어서 인간 kappa L 사슬 불변 도메인. 3) 다음 요소들을 암호화하는 구조체 VH(항-HER2)-CH1-H

(SEQ ID NO:92): 항-HER2 H 사슬 가변 도메인, 이어서 인간 H 사슬 불변 도메인 1, 이어서 힌지 영역 EPKSC

(SEQ ID NO:10). 이들 3개 구조체에 대응하는 아미노산 서열은 각각 SEQ ID NO:93, SEQ ID NO:76 및 SEQ ID

NO: 94로 나타난다.

상기  3개  벡터의  각  세트는  항-HER2/항-CD47  및  항-CD47/항-HER2의  발현을  위하여,  Expi293fectin  (Life[0206]

Technologies, Grand Island, NY)을 사용하여 Expi293 세포 안으로 일시적으로 함께 감염되었다. 2개 TetBiAb

는 단백질 A 친화성 크로마토그래피에 의해 단일 단계로 정제되었다. 3개 폴리펩티드의 발현 및 완전한 헥사머

릭 분자의 조립체는 소듐 도데실설포네이트-폴리아크릴아미드 겔 전기영동 (SDS-PAGE) 및 사이즈 배제 크로마토

그래피 (SEC)에서 확인되었다. SDS-PAGE를 위해서, 정제된 TetBiAbs 샘플은 DTT으로 환원되고, NuPAGE MES 4-

12% Gel, 200V으로 35 min 동안 운전되고, 이어서 쿠마시 스테이닝이 진행되었다. 겔 상의 3개의 주요 밴드는 >

95% 순도를 갖고 예상된 분자량 (MW) 및 정확한 화학양론비를 갖는다 (도 18A). 도 18A에서, 레인 1은 분자량

(MW) 마커를 나타내고, 레인 2는 항-HER2/항-CD47의 3개 폴리펩티드의 예상된 MW (74, 23, 23 kDa) 및 정확한

화학양론비 (1:1:1)를 나타내고,  및 레인 3는 항-CD47/항-HER2의  3개 폴리펩티드의 예상된 MW  (74,  24,  23

kDa) 및 정확한 화학양론비 (1:1:1)를 나타낸다. SEC를 위하여, 정제된 TetBiAbs 샘플은 TSK-GEL Super SW3000

SEC column 4.6 x 300 mm (Tosoh Biosciences, Tokyo, Japan)에서 분석되었고, 이는 50 mM 소듐 포스페이트,

400 mM 소듐 퍼클로레이트, pH 6.3 + 0.1 및 38+2.0 mS/cm
2
으로 평형화되었다.  사이즈 배제 크로마토그래피는

모노머릭 항-HER2/항-CD47 및 항-CD47/항-HER2 둘 다에 대해 약 260kDa의 예상된 MW에서 피크를 나타내었다(도

18B). 

게다가, 수 많은 대조군들을 제조하여 TetBiAb 포맷과 비교하거나 또는 최적화하였다. 이들은 표준 단일클론성[0207]

항체  포맷  (항-HER2  IgG1)에서  항-HER2  및  표준  단일클론성  항체  포맷  (항-CD47  IgG1)에서  항-CD47을

포함한다.

9B) 항원에 대한 TetBiAb의 결합력[0208]

CD47에 대한 결합력을 유지하는 항-HER2/항-CD47 및 항-CD47/항-HER2의 능력은 ELISA에 의해 측정되었다. 인간[0209]

CD47가 4℃에서 밤새 96웰 플레이트 상에 코팅되었다. PBST로 세척한 후, 상기 웰들은 실온에서 1hr 동안 PBST

+ 2% BSA으로 차단되었다. PBST로 세척한 후, PBST + 2% BSA으로 희석된 항체의 농도를 변화시키면서 상기 웰에

첨가되었고, 실온에서 1hr 동안 배양되었다. PBST로 세척한 후, PBST + 2% BSA으로 1:10000으로 희석된 HRP-접

합된 염소 항-인간 IgG Fcγ (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)을 상기 웰들에 첨가하였고, 실온에서

1hr 동안 배양하였다. 결합된 항체를 HRP 기질, 3,3',5,5'-테트라메틸벤지딘 (TMB)으로 가시화하였다. 상기 플

레이트들의 흡광도를 450nm에서 측정하였다. 

결과들은  항-CD47과  유사하게,  항-CD47/항-HER2가  CD47에  대한  결합력을  유지한다는  것을  나타낸다.   항-[0210]

HER2/항-CD47은 또한, 항-CD47만큼 잘 결합하지는 않을지라도 CD47에 대한 결합력을 유지한다 (도 19A).

세포 표면 위의 HER2에 대한 결합력을 유지하는 항-HER2/항-CD47 및 항-CD47/항-HER2의 능력은 인간 SK-BR-3[0211]
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젖샘/유방 선암(breast adenocarcinoma) 세포에서 측정되었고, 이 세포는 HER2를 과발현한다. 웰 당 1 x 10
5

SK-BR-3 세포는 얼음 위에서 60분 동안 96웰 플레이트 내에 PBS + 1% FBS으로 희석된 항-HER2/항-CD47, 항-

CD47/항-HER2, 항-HER2, 및 항-CD47의 농도를 변화시키면서 배양되었다. PBS + 1% FBS로 세척 후, 세포들을 얼

음 위에서 60분 동안 PBS  +  1%  FBS으로 1:200으로 희석된 FITC  F(ab')2  염소 항-인간 IgG,  Fcγ (Jackson

ImmunoResearch, West Grove, PA)으로 배양되었다. 다시 세척한 후, 세포들을 PBS 내 1% 포름알데히드로 고정

하였다. 세포들을 유세포 분석기(MACSQuant, Miltenyi Biotec, Cologne, Germany)로 분석하였다. 

상기 결과들은 항-HER2와 유사하게, 항-HER2/항-CD47가 Her2을 발현하는 SK-BR-3 세포에 대한 결합력을 유지하[0212]

는 것을 나타낸다. 항-CD47/항-HER2는 또한 항-HER2만큼 잘 결합하는 것은 아닐지라도, HER2에 대한 결합력을

유지한다.  항-CD47는,  CD47이  SK-BR-3  세포에서 발현되지 않기 때문에,  SK-BR-3  세포에 결합하지 않는다(도

19B). 

등가물[0213]

본 발명은 이의 기술적 사상 및 주요 특성으로부터 벗어나지 않는 다른 특이적 형태로 구현될 수 있다. 앞선 실[0214]

시예들은 그러므로 여기 설명된 본 발명을 제한하는 것보다는 설명적으로 고려되는 것이다. 본 발명의 범위는

앞선 설명에 의해서보다는 첨부된 청구항에 의해 정해지고, 청구항의 의미 및 범위 내의 모든 범위들은 여기 포

함되는 것으로 의도된다.

도면

도면1a

도면1b
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