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명 세 서

청구범위

청구항 1 

폴리펩티드 작제물로서, 뉴클레오티드 결합 도메인(NBD) 아미노산(aa) 서열, 및 선택적으로 링커 펩티드 서열에

의해 연결된 종양 특이적 결합제(TSB) aa 서열을 포함하며; 여기에서 상기 NBD는 하나 이상의 아데노신 삼인산

(ATP)  결합  부위를  포함하고,  ATP의  존재  하에 동족 비-동일 NBD와  동종이량체화되거나 이종이량체화될 수

있는, 폴리펩티드 작제물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 스캐폴드 aa 서열을 추가로 포함하는, 폴리펩티드 작제물.

청구항 3 

조성물로서, 제2항의 제1 폴리펩티드 작제물 및 제2 폴리펩티드 작제물을 포함하며, 여기에서 상기 제1 폴리펩

티드 작제물은 제1 NBD aa 서열을 포함하고, 상기 제2 폴리펩티드 작제물은 제2 NBD aa 서열을 포함하고, 상기

제1 및 상기 제2 NBD aa 서열은 ATP의 존재 하에서 동종이량체화되거나 이종이량체화되어 동종이량체 또는 이종

이량체 복합체를 형성할 수 있는 동족 서열인, 조성물.

청구항 4 

제3항에 있어서, 제1 및 제2 폴리펩티드 작제물은 동종이량체화되는, 조성물.

청구항 5 

제4항에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물의 TSB 및 제2 폴리펩티드 작제물의 TSB는: PD-L1, 메소텔린, 상피 세포

부착 분자(EpCAM), 세포독성 T-림프구 연관 단백질 4(CTLA-4), 탄산 무수효소 IX(CAIX), 카드헤린, 암배아 항원

(CEA), 세포- 중간엽 상피 전이 인자(c-MET), 표피 성장 인자 수용체(EGFR) 계열 구성원, 에프린 A형 수용체

3(EphA3), 섬유아세포 활성화 단백질 알파(FAP), 엽산-결합 단백질, 엽산 수용체 알파(FR-알파), Erb-B2 수용체

티로신 키나아제 2(HER2), Erb-B2 수용체 티로신 키나아제 3(HER3), 인슐린 유사 성장 인자 1 수용체(IGF-1R),

인테그린  αVβ3.  인테그린 α5β1,  용질  담체 계열 39  구성원 6(Liv1),  흑색종-연관 항원 계열 A  구성원

(MAGEA), 흑색종-연관 항원 계열 C 구성원(MAGEC), 뮤신(예를 들어, MUC1), 뉴욕 식도 편평 세포 암종 1 단백질

(NY-ESO-1,  암/고환 항원 1A, 암/고환 항원 1B), 암/고환 항원 2(NY-ESO-2, CTAG2), 전립선 특이적 막 항원

(PSMA), 핵 인자 카파 B 리간드의 수용체 활성화제(RANKL), 수용체 티로신 키나아제 유사 고아 수용체 1(ROR1),

테나신, TNF 수용체 상과 구성원 10a(TRAILR1), TNF 수용체 상과 구성원 10b(TRAILR2), 및 혈관 내피 성장 인

자 수용체(VEGFR)로 이루어진 군으로부터 선택되는 종양 연관 항원(TAA)에 결합하는, 조성물.

청구항 6 

제5항에 있어서, 각각의 스캐폴드는 면역글로불린 폴리펩티드 서열을 포함하는, 조성물.

청구항 7 

제6항에 있어서, 각각의 스캐폴드는 IgFc aa 서열을 포함하는, 조성물.

청구항 8 

제7항에 있어서, 각각의 스캐폴드는 독립적으로 선택된 비-이량체화 IgFc를 포함하는, 조성물.

청구항 9 

제8항에 있어서, 면역글로불린 Fc(IgFc)  폴리펩티드 aa  서열은 항체 관련 효과기 기능을 유도할 수 있거나,

IgFc 폴리펩티드 aa 서열은 ADCC, ADCP, 및 CDC로부터 선택되는 적어도 하나의 항체 관련 효과기 기능을 강화시

키는 하나 이상의 치환을 포함하는, 조성물.
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청구항 10 

제9항에 있어서, 각각의 NBD는 ATP-결합 카세트(ABC) 수송체의 NBD인, 조성물.

청구항 11 

제10항에 있어서, NBD는 TAP1 NBD를 포함하는, 조성물.

청구항 12 

제11항에 있어서, TAP1 NBD는 서열번호 10, 87, 또는 88 중 어느 하나의 aa 서열, 또는 이들 서열 중 어느 하나

와 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함하는, 조성물.

청구항 13 

제3항 내지 제12항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물의 TSB 및 제2 폴리펩티드 작제물의 TSB는

메소틸렌 및 EpCAM으로 이루어진 군으로부터 선택되는 종양 연관 항원(TAA)에 결합하는, 조성물.

청구항 14 

제1항 내지 제12항 중 어느 한 항에 있어서, 적어도 하나의 폴리펩티드 작제물은, CD3, CD4, CD8, αβTCR,

CD2, TCRα 사슬, TCRβ 사슬, δγTCR, TCR γ 사슬, TCR δ 사슬, TRGV9, CD84, CXCR1, CD13, CD33, CD34,

및 CD16으로 이루어진 군으로부터 선택되는 단백질에 대한 친화도를 갖는 면역 세포 결합 도메인을 추가로 포함

하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

청구항 15 

제1항  내지  제12항  중  어느  한  항에  있어서,  적어도  하나의  폴리펩티드  작제물은,  4-1BBL,  CD40L,  CD28,

IFN-γ, TNF 상과 구성원, TNF, 림프독소 α, 림프독소 αβ, BAFF(CD25), B7 상과 구성원, CD80, CD86, IL-

15, IL-2, IL-7, IL-10, IL-12, PD1, 항-CD3, 항-CTLA4, 및 항-CD28로 이루어진 군으로부터 선택되는 활성화

도메인(AD)을 추가로 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

청구항 16 

암을 치료하는 방법으로서, 제1항 내지 제12항 중 어느 한 항의 작제물 또는 조성물을 환자 또는 대상체에게 투

여하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 17 

암의 치료를 위한, 제1항 내지 제12항 중 어느 한 항의 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

청구항 18 

암 치료용 의약의 제조를 위한, 제1항 내지 제12항 중 어느 한 항의 작제물 또는 조성물의 용도.

청구항 19 

제18항에 있어서, 암은 중피종, 흑색종, 육종, 암종, 암육종, 림프종, 또는 생식 세포 종양인, 용도.

청구항 20 

제1항 내지 제12항 중 어느 한 항의 작제물 또는 조성물 중 하나 이상을 암호화하는 서열을 포함하는 핵산, 또

는 선택적으로 프로모터 또는 유도성 프로모터의 조절 하에서 상기 핵산을 포함하는 벡터.

청구항 21 

제20항의 벡터 또는 핵산을 포함하는 세포.

청구항 22 

조성물로서, 선택적으로 링커 펩티드 서열에 의해 연결된, 제1항의 제1 폴리펩티드 작제물 및 하나 이상의 ATP
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결합 부위와 면역 세포 결합체(ICE) aa 서열을 포함하는 NBD aa 서열을 포함하는 제2 폴리펩티드 구조를 포함하

며;

여기에서

A) 상기 제1 및 제2 폴리펩티드 작제물은 선택적으로 스캐폴드 aa 서열을 포함하고, 

B)

(i) 상기 제1 폴리펩티드 작제물의 NBD aa 서열은 제1 이종이량체화 NBD aa 서열을 구성하고 상기 제2 폴리펩티

드 작제물의 NBD aa 서열은 제2 이종이량체화 NBD aa 서열을 구성하고; 

(ii) 상기 제1 이종이량체화 NBD aa 서열은 상기 제2 이종이량체화 NBD aa 서열의 동족 결합 파트너이고; 

(iii) 상기 제1 폴리펩티드 작제물 및 상기 제2 폴리펩티드 작제물은 ATP의 존재 하에서 상기 제1 이종이량체화

NBD aa 서열 및 상기 제2 이종이량체화 NBD 서열 사이의 상호작용을 통해 서로에 대해 결합하여 상기 제1 및 제

2 폴리펩티드 작제물의 이종이량체 또는 고차 복합체를 형성하는, 조성물.

청구항 23 

제22항에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물의 TSB는: 메소텔린, 상피 세포 부착 분자(EpCAM), 세포독성 T-림프구

연관 단백질 4(CTLA-4), 탄산 무수효소 IX(CAIX), 카드헤린, 암배아 항원(CEA), 세포- 중간엽 상피 전이 인자

(c-MET), 표피 성장 인자 수용체(EGFR) 계열 구성원, 에프린 A형 수용체 3(EphA3), 섬유아세포 활성화 단백질

알파(FAP), 엽산-결합 단백질, 엽산 수용체 알파(FR-알파), Erb-B2 수용체 티로신 키나아제 2(HER2), Erb-B2

수용체 티로신 키나아제 3(HER3), 인슐린 유사 성장 인자 1 수용체(IGF-1R), 인테그린 αVβ3 인테그린, α5β

1, 용질 담체 계열 39 구성원 6(Liv1), 흑색종-연관 항원 계열 A 구성원(MAGEA), 흑색종-연관 항원 계열 C 구성

원(MAGEC), 뮤신(예를 들어, MUC1), 뉴욕 식도 편평 세포 암종 1 단백질(NY-ESO-1, 암/고환 항원 1A, 암/고환

항원 1B), 암/고환 항원 2(NY-ESO-2, CTAG2), 전립선 특이적 막 항원(PSMA), 핵 인자 카파 B 리간드의 수용체

활성화제(RANKL),  수용체  티로신  키나아제  유사  고아  수용체  1(ROR1),  테나신,  TNF  수용체  상과  구성원

10a(TRAILR1), TNF 수용체 상과 구성원 10b(TRAILR2), 및 혈관 내피 성장 인자 수용체(VEGFR)로 이루어진 군으

로부터 선택되는 종양 연관 항원(TAA)에 결합하고;

상기 제2 폴리펩티드 작제물의 ICE는, CD3, CD4, CD8, αβTCR, CD2, TCRα 사슬, TCRβ 사슬, δγTCR, TCR

γ 사슬, TCR δ 사슬, TRGV9, CD84, CXCR1, CD13, CD33, CD34, 및 CD16으로 이루어진 군으로부터 선택된 단백

질에 대해 친화도를 갖는, Fab, Fab', scFv, 앱타머, 또는 나노바디를 포함하는, 조성물.

청구항 24 

제22항에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물의 TSB는 메소텔렌 및 EpCAM으로 이루어진 군으로부터 선택되는 TAA에

결합하는, 조성물.

청구항 25 

제22항 내지 제24항 중 어느 한 항에 있어서, ICE는, CD3, CD4, CD8, αβTCR, CD2, TCRα 사슬, TCRβ 사슬,

δγTCR, TCR γ 사슬, TCR δ 사슬, TRGV9, CD84, CXCR1, CD13, CD33, CD34, 및 CD16으로 이루어진 군으로부

터 선택되는 단백질에 대한 친화도를 갖는, 조성물.

청구항 26 

제22항 내지 제24항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 및/또는 제2 폴리펩티드는, 4-1BBL, CD40L, CD28, IFN-γ,

TNF 상과 구성원, TNF, 림프독소 α, 림프독소 αβ, BAFF(CD25), B7 상과 구성원, CD80, CD86, IL-15, IL-2,

IL-7, IL-10, IL-12, PD1, 항-CD3, 항-CTLA4, 항-CD28로 이루어진 군으로부터 독립적으로 선택되는 활성화 도

메인(AD)을 추가로 포함하는, 조성물.

청구항 27 

암을 치료하는 방법으로서, 제22항 내지 제24항 중 임의의 조성물을 환자 또는 대상체에게 투여하는 단계를 포

함하는, 방법.
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청구항 28 

암의 치료를 위한, 제22항 내지 제24항 중 어느 한 항의 조성물.

청구항 29 

암 치료용 의약의 제조를 위한, 제22항 내지 제24항 중 어느 한 항의 조성물의 용도.

청구항 30 

제29항에 있어서, 암은 중피종, 흑색종, 육종, 암종, 암육종, 림프종, 또는 생식 세포 종양인, 용도.

청구항 31 

제22항 내지 제24항 중 어느 한 항의 조성물 중 하나 이상을 암호화하는 서열을 포함하는 핵산, 또는 선택적으

로 프로모터 또는 유도성 프로모터의 조절 하에서 상기 핵산을 포함하는 벡터.

청구항 32 

제31항의 벡터 또는 핵산을 포함하는 세포.

발명의 설명

기 술 분 야

본 출원은 2022년 3월 1일에 출원된 미국 특허 가출원 제63/315,529호, 2022년 4월 12일에 출원된 미국 특허 가[0001]

출원 제63/330,120호, 및 2022년 6월 21일에 출원된 미국 특허 가출원 제63/353,896호의 이익을 주장한다.

서열 목록의 통합[0002]

2023년 3월 1일에 생성되고, 37  CFR  1.822  내지 1.824에 따라 제조되고, 본 출원의 출원과 동시에 제출된,[0003]

205,746 바이트를 포함하는, 2974-3_PCT_ST26.xml로 명명된 ST.26 XML 포맷의 서열 목록은 그 전체가 본원에

참조로서 통합된다.

배 경 기 술

강력한 항암 요법은 이상적인 치료적 투여량보다 훨씬 낮은 투여량에서 나타나는 전신 독성 효과로 인해 여전히[0004]

제한적이다. 사이토카인 및 항-T 세포 수용체 항체와 같은 면역 작용제는 전신으로 전달될 경우 특히 독성이며,

잠재적으로  사이토카인  방출  증후군  및  사망과  같은  중증  이상반응을  야기한다.  전신  용량/독성(즉, "치료

지수")에 비해 면역치료제의 종양 내 유효 용량을 증가시키기 위한 전략은 종양내 투여 및 종양 연관 항원

("TAA")에 대한 항체에 면역치료제를 연결하여 표적화하는 방법을 포함한다. 그러나, 종양내 전달은 맞춤형이고

침습적이기 때문에, 이에 연관된 수술적 복잡성 및 물류적 복잡성으로 인해 대규모의 환자 개체군에 적용될 수

있는 능력이 제한된다. TAA를 표적화하는 보다 새로운 제제는 면역 작용제가 표적 TAA의 밀도가 충분한 부위에

서만 생물학적으로 유효한 농도로 축적되는 조건을 부여하는 것을 시도한다. TAA-표적화 면역 작용제는: 면역치

료제에 의해 접근 가능한 세포 표면 상에서 발현되는 고유하고 검증된 TAA의 적은 수; 낮은 TAA 밀도로 인한 낮

은 효율; TAA 발현의 손실로 인한 암의 탈출; 진정한 종양 특이적이지 않은 TAA로 인한 표적-내/종양-외 독성;

및 전신 요법 대비 각각의 TAA가 낮은 치료 범위의 상이한 약물을 필요로 한다는 사실을 포함하나 이에 한정되

지 않는 심각한 한계를 갖는다.

면역 효능작용 및/또는 TAA 결합의 화학량론의 증가 또한 TAA 표적 면역요법의 효능을 강화하는 수단으로 탐구[0005]

되었다. 예를 들어, 블리나투모맙과 같은 1세대 이중특이적 T 세포 결합체는 1:1의 화학량론을 위해 단일 항-

CD3 도메인과 쌍을 이루는 단일 항-TAA 도메인을 포함한다. 그러나, 이중특이적 T 세포 결합체 AFM11의 경우,

2:2의 항-TAA:항-CD3 화학량론이 대신 사용되었다. 해당 포맷은 시험관 내에서 보다 강력한 T 세포 매개 종양

세포  사멸과  연관되었으며,  중요하게는,  종양  세포  사멸에  요구되는  세포독성  효과기  T  세포의  수를

감소시켰다. 그러나, AFM11의 후속 임상 시험은 심각한 독성을 나타냈으며, 이로 인해 해당 연구는 종결되었다.

항체 유사 분자의 Fc 도메인에 대한 개념적으로 유사한 화학량론적 증가는 시험관 내 효능에 있어서의 유사한

증가를 나타냈다. 이러한 화학양론적 변형은 TAA 및 면역 수용체 결합에 있어서의 결합능 강화를 통해 작용할

가능성이 있다. 추가적으로, Fc 수용체 또는 T 세포 수용체와 같은 면역 수용체의 가교결합은 이들 수용체 및
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신호 전달 경로를 통해 신호 전달을 증폭시킴으로써 보다 강력한 면역 반응을 유도하는 것으로 알려져 있다. 따

라서, 효과기 T 세포 및 항원 밀도 요건을 감소시키는 것을 포함하여, 면역 수용체를 화학량론적으로 강화된 면

역치료제와 결합시킴으로써, 보다 강력한 종양-표적화가 잠재적으로 가능해진다. 그러나, 이러한 강화된 면역치

료제는 안전성 우려로 인해 임상 적용에 어려움을 겪는다.

표적화된 면역요법은 대부분의/모든 종양에 대해 일반화 가능하고, 종양 생존에 중요하며, 정상 조직에 비해 고[0006]

도로 발현되는 종양 특성을 이용함으로써, 현재의 면역요법에 대한 전술한 장애물을 회피할 수 있다. 종양 미세

환경(TME)은 혈관계, 면역 및 지지 세포, 세포외 기질 및 종양 주위의 국소 분자를 포함한다. TME는 다수의 상

이한 종양 유형에 걸쳐, 낮은 pH, 높은 세포외 아데노신 삼인산(ATP) 함량, 제한된 산소 수준(저산소증), 누출

혈관구조 및 종양 프로테아제(예를 들어, MMP)의 존재를 포함하는 특징을 공유한다. 이들 특징 중, 세포외 ATP

는 대부분의 종양, 아니면 모든 종양에 대해 공통적인 변경되고 필수적인 종양 대사 프로그램의 산물이기 때문

에, 이는 신규 부류의 면역치료제 개발에 활용될 수 있는 우수한 후보이다. 세포외 ATP는 또한 정상 조직(약

0.1 μM 미만)에 비해 TME(50~1000 μM)에서 매우 높은 수준으로 관찰된다.

발명의 내용

본 개시는 종양에서의 강력한 암 치료제의 조건부(ATP-의존적) 조립을 위한 트리거로서의 종양 ATP의 사용을 가[0007]

능하게 하는 뉴클레오티드 결합 도메인(NBD)을 포함하는 분자 작제물을 포함하며, 이를 제공한다. NBD-함유 작

제물은 TME에서 발견되는 ATP 수준의 존재 하에서 이량체 또는 고차 복합체를 형성한다. NBD-함유 작제물은, 무

엇보다도, 다양한 암을 치료하기 위한 치료제로서 사용된다. 해당 작제물을 사용하는 요법은 ATP 유도 복합체화

(예를 들어, 이량체화)가 TME 내로 면역 세포를 동원하고/하거나 TME 내에서 면역 세포를 자극하는 제제를 생성

할 수 있다는 사실을 활용하도록 설계된다. 자극은, 예를 들어, 작제물의 ATP 유도 복합체화의 결과로서 면역

세포에 제시된 면역조절 단백질 도메인을 다량체화하여, 예를 들어 수용체의 가교 결합을 야기할 수 없는 단일

면역조절 단백질 서열에 비해 면역 세포의 보다 효과적인 자극을 생성함으로써 발생할 수 있다. NBD-함유 작제

물의 이량체 또는 다른 고차 복합체는 또한 종양 세포의 표적화된 ADCC(항체 의존성 세포 매개 세포독성) 및/또

는 CDC(보체 의존성 세포독성)를 포함하는 다른 메커니즘을 통해 작용할 수 있다. 주변 조직 대비 ATP 수준의

상승이 TME에서 사실상 보편적이기 때문에, 작제물은 다양한 종양 유형을 치료하기 위한 메커니즘을 제공한다.

또한, 이량체 또는 고차 작제물의 조립을 거치지 않은 개별 작제물은 면역 자극을 유발하는 능력이 제한되거나

없기 때문에, 이량체화 또는 복합체 형성을 야기할 수 있는 TME에서의 상승된 ATP 수준은 ATP가 더 낮은 농도인

비-종양 조직에서 보다 낮은 효과를 가지면서 강력한 국소 자극을 유도할 수 있다. 따라서, TME에서 발견되는

ATP 수준의 존재 하에 면역조절 아미노산 서열을 다가 상태로 조립할 수 있는 작제물은 TME에서의 면역 세포 작

용 조절 및 선택성 면역 매개 항종양 작용 유발에 사용될 수 있다.

NBD-함유 작제물은 또한 트랜스- 및 시스- 표적화를 포함하는 여러 다른 이점을 제공한다. NBD-함유 작제물에[0008]

의한 Cis-표적화는 (예를 들어, IL-2 또는 CD28과 같은 면역 자극제 작용제를 제공함으로써) 종양 침윤 백혈구

의 자극에 영향을 미쳐 항종양 면역 반응을 증폭시킬 수 있다. TAA에 대해 트랜스-표적화될 경우, 해당 작제물

은 TAA를 보유하는 종양 세포의 면역 매개 세포 용해를 야기하며, 이는 ATP 수준의 국소 상승으로 인한 작용 이

상의 추가적인 종양 특이적 작용을 추가한다. 사용된 표적화 체계(예를 들어, 시스- 또는 트랜스-표적화)에 관

계없이, 작제물은, 예를 들어, 각각 가교 결합을 필요로 하는 수용체를 통해 작용하는, CD40L, CD28, IFN-g,

IL-12 등으로부터 유래된 다양한 면역조절제 도메인을 사용할 수 있게 한다. 본원에 기술된 NBD-함유 작제물의

다른 장점은, 상대적으로 작은 크기로 인해 종양 조직으로의 침투가 가능하다는 점과, 이들이 이량체 또는 고차

복합체로 조립될 때 크기가 증가하여 TME로부터의 확산이 감소한다는 점을 포함한다.

작제물에 대한 설명에 더하여, 본 개시는 또한 이의 제조 방법 및 이의 사용 방법을 제공한다.[0009]

도면의 간단한 설명

도 1은 ATP 결합 부위를 갖는 NBD, 스캐폴드 도메인(스캐폴드 aa 서열), 및 링커 서열에 의해 연결된 면역 세포[0010]

활성화 도메인(AD)을 포함하는, 본 개시의 작제물의 다이어그램(A)을 제공한다. 다이어그램(A)의 우측은 또한,

결합 부위가 실질적으로 점유되기에 충분한 ATP 농도(예를 들어, NBD에 결합하는 ATP의 Kd 범위의 농도 또는 이

보다 높은 농도)의 존재 하에서의 해당 작제물의 이량체화를 나타낸다. 도 1의 다이어그램(B)는 다음을 제공한

다: (i) 종양 특이적 결합제(2가 세포 계통 또는 종양 특이적 항체로서 예시되지만, 이는 scFv 또는 나노바디와

같은 1가 결합제일 수 있음 및 링커에 의해 연결된 이종이량체화 NBD 쌍의 제1 NBD를 포함하는 제1 작제물; 및

(ii) 링커에 의해 연결된 이종이량체화 NBD 쌍의 제2 NBD를 포함하는 제2 작제물. 다이어그램(B)의 우측은 ATP
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의 존재 하에서의 NBD 도메인의 이량체화로 인한 제1 및 제2 작제물의 이종이량체의 형성을 나타낸다.

도 2는 NBD 및 AD를 포함하는 일련의 작제물(구조 A 내지 E)을 제공하며, 여기에서 구조 C, D, 및 E의 작제물은

또한 이량체화되지 않을 수 있거나 교차특이적일 수 있는 스캐폴드 서열을 포함한다. 각각의 작제물의 요소는

독립적으로 선택된 선택적인 링커에 의해 연결된다. 해당 도면은 또한 ATP의 존재 하에서의 해당 작제물의 이량

체의 형성을 나타낸다.

도 3은 일련의 작제물 쌍(구조 A 내지 O)을 제공한다. A 내지 I에서, 각각의 쌍의 제1 작제물은 하나 이상의

NBD 및 TAA에 결합하는 종양 특이적 결합제를 포함하며, 해당 쌍의 제2 작제물은 NBD 및 AD 및/또는 1가 면역

세포 결합체를 포함한다. J 내지 M에서, 각각의 쌍의 제1 작제물은 하나 이상의 NBD 및 면역 세포 결합체를 포

함하고, 해당 쌍의 제2 작제물은 NBD 및 AD를 포함한다. 작제물 쌍 E 내지 I, L, 및 M 각각은 해당 작제물 중

적어도 하나에서 스캐폴드를 갖는다. N 및 O에서, 각각의 쌍의 제1 작제물은 종양 특이적 결합제 및 2개의 NBD

를 포함하고, 해당 쌍의 제2 작제물은 NBD 및 AD를 포함한다. O의 작제물은 또한 스캐폴드 서열을 포함한다. 도

3은 또한 ATP의 존재 하에서의 해당 작제물의 이량체의 형성을 나타낸다. 각각의 작제물의 요소는 독립적으로

선택된 선택적인 링커에 의해 연결된다.

도 4a는 2개 이상의 NBD를 포함하고 ATP의 존재 하에서(예를 들어, TME에서) 중합체화되어 복합체를 형성할 수

있는 일련의 작제물(A, C, 및 D 참조), 작제물 쌍(B, E, F, G, 및 I), 또는 (H에서의) 작제물 삼중체을 제공한

다. 일부 경우, 작제물 중 하나 이상은 스캐폴드 서열을 포함하고, 각각의 작제물은 독립적으로 선택된 선택적

인 링커에 의해 결합될 수 있다. 해당 도면은 또한 각각의 경우에 존재하는 작제물을 포함하는 ATP의 존재 하에

서의 복합체의 형성을 나타낸다.

도 4b는 종양 환경에서 발견되는 것과 같은, 상승된 ATP의 존재 하에서 동종이량체를 형성하는 종양 특이적 결

합제(예를 들어, 항-메소텔린과 같은 항체)에 결합된 NBD의 예를 나타낸다. (A)에서, 작제물은 단일특이적 또는

이중특이적일 수 있고, 이에 따라 ATP의 존재 하에서 사량체 또는 사량체-유사 복합체를 생성하는 2가 항체를

포함한다. 해당 분자는 Fc 도메인을 포함할 필요는 없으며, 이는 2개의 항원 결합 도메인(예를 들어, VHH 또는

scFV 종양 특이적 항원 결합제)을 가질 수 있고, 여전히 2가로 유지될 수 있다. (B), (C), 및 (D)에서, 동종이

량체화 작제물은 NBD  1가 단쇄 항체를 포함한다. (A)  내지 (D)에서의 종양 특이적 결합제는, 예를 들어 항-

HER2, 항-메소텔린, 항-EpCAM, 항-CLA-4, 또는 항-PSMA일 수 있다. 스캐폴드 서열이 존재할 경우, 이들은 Fcγ

RI, FcγRII, FcγRIII 수용체 및/또는 C1q 단백질 중 임의의 하나 이상에 결합할 수 있는 면역글로불린 Fc 펩

티드(예컨대 IgG1 Fc)일 수 있다. 이들 단백질 중 하나 이상에 결합할 수 있는 복합체는 항체 의존성 기능, 예

컨대 항체 의존성 세포 세포독성(ADCC), 항체 의존성 세포 식균작용(ADCP), 및/또는 종양 특이적 결합제 성분

(들)이 결합할 수 있는 표적(예를 들어, 항원)을 발현하는 세포에 대해 유도된 보체 의존성 세포독성(CDC)을 야

기할 수 있다. 따라서, 이러한 항체 기능은 종양 세포의 제거를 위해 치료적으로 사용될 수 있다.

도 5는 2개의 ATP 분자를 포함하는, 항원 프로세싱 1(TAP1) NBD와 연관된 수송체의 이량체를 나타낸다.

도 6은 다음의 NBD 도메인의 정렬을 나타낸다: 야생형 TAP1(서열번호 9), UniProtKB - O95477로부터의 ABCA1

유전자 산물(서열번호 1), UniProtKB - P08183로부터의 ABCB1 유전자 산물(서열번호 2), UniProtKB - P33527로

부터의 ABCC1  유전자 산물(서열번호 3),  UniProtKB/Swiss-Prot:  P33897로부터의 ABCD1  유전자 산물(서열번호

4),  UniProtKB/Swiss-Prot:  P61221로부터의  ABCE1  유전자  산물(서열번호  5),  UniProtKB  -  Q8NE71로부터의

ABCF1  유전자 산물(서열번호 6), 및 UniProtKB/Swiss-Prot:  P45844로부터의 ABCG2 유전자 산물(서열번호 7).

TAP1 aa 서열의 aas 46에서 55까지의 Walker A 영역 서열의 일부, 및 aas 152에서 156까지의 LSGGQ 서열은 밑

줄이 그어지고 굵은 글씨로 표시되어 있다. 도 3에 나타낸 TAP1 NBD의 가수분해 산성 아미노산(즉, 위치 177에

서의 Asp) 및 Asp(D) 또는 Glu(E) 잔기가 제시되어 있다.

도 7은 UniProtKB - Q03519(서열번호 11)로부터의 인간 TAP2의 서열을 나타낸다.

도 8은 N676G, S677N, Q680R, E682Q, 및/또는 Q683R 치환을 보유하는 TAP1 변이체의 SDS-폴리아크릴아미드 겔

전기영동(PAGE) 겔을 나타낸다. 좌측으로부터 우측으로, 레인은: 분자량 마커(M), 환원된 샘플(R), 빈 레인, 및

비-환원된 샘플(NR)이다.

도 9는 N676G, S677N, Q680R, E682Q, 및/또는 Q683R 치환 및 해당 서열에 존재하는 시스테인의 세린으로의 치

환을 보유하는 TAP1 NBD 변이체 폴리펩티드의 크기 배제 크로마토그램을 나타내며, 여기에서 (i) 1 mM 아데노신

이인산염(ADP)의 존재 하에서는 폴리펩티드의 단량체 형태(명목 Mw 37 kDa)가 생성되고, (ii) 1 mM 아데노신 삼

인산염(ATP)의 존재 하에서는 폴리펩티드의 이량체 형태(명목 Mw 57 kDa)가 생성된다.
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도 10은 도 9의 크로마토그래피에 따른 동일한 TAP1 NBD 변이체의 질량 광도 측정 평가 결과를 제공한다. 1 mM

ATP의 존재 하에서 수득된 결과는 TAP1 NBD 변이체의 이량체화를 나타낸다.

도 11은 (A) ADP 또는 (B) ATP의 존재 하에서의 TAP1에 대한 동적 광 산란(DLS) 크기 측정 결과를 제공한다.

도 12는 ADP 및 ATP의 존재 하에서의 정제된 단백질의 동종이량체화 및 크로마토그래피 분석을 위해 변형된, 서

열번호 87의 정제된 TAP1 NBD의 쿠마시 블루 염색 겔을 제공한다.

도 13은 다음으로부터의 SDS-PAGE 겔을 나타낸다: (A) 서열번호 87 및 서열번호 88에 의해 제공된 TAP1 NBD 폴

리펩티드의 유도된 발현; 및 (B) 서열번호 88의 폴리펩티드의 정제.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

A. 정의[0011]

본원에서 사용되는 바와 같이, 아미노산(단수로서의 "aa" 또는 복수로서의 "aas")은 포유류 세포 번역에 있어서[0012]

의 폴리펩티드 및 단백질 내에 혼입된 자연 발생 단백질원성 아미노산을 의미한다. 달리 언급되지 않는 한, 이

들은 다음과 같다: L(Leu, 류신), A(Ala, 알라닌), G(Gly, 글리신), S(Ser, 세린), V(Val, 발린), F(Phe, 페닐

알라닌),  Y(Tyr,  티로신),  H(His,  히스티딘),  R(Arg,  아르기닌),  N(Asn,  아스파라긴),  E(Glu,  글루탐산),

D(Asp, 아스파라긴), C(Cys, 시스테인), Q(Gln, 글루타민), I(Ile, 이소류신), M(Met, 메티오닌), P(Pro, 프롤

린), T(Thr, 트레오닌), K(Lys, 리신), 및 W(Trp, 트립토판). Aa는 또한 포유류 세포에서 발견되는 일부 단백질

에서 나타나는 aas 하이드록시프롤린 및 셀레노시스테인을 포함하지만; 이들의 존재가 명시적으로 표시되지 않

는 한, 이들을 포함하지 않는 것으로 이해되어야 한다.

서열의 특정 위치에서의 aa의 치환은, 단일 또는 삼중 문자 코드로 주어진 원래의 aa, 해당 aa의 숫자 위치, 및[0013]

단일 또는 삼중 문자 코드로 서열내에 치환되는 aa로 표시된다. 예로서, 프롤린(P)으로 치환된 서열의 위치 12

에서의 알라닌(A)은 단일 문자 코드를 사용하는 경우 A12P로, 또는 삼중 문자 코드를 사용하는 경우 Ala12Pro로

서 표시된다. 둘 이상의 치환이 동일한 서열에서 나타나는 경우, 이들은 슬래시 "/"로 구분될 수 있다. 따라서,

V23A 및 Q41G 치환을 갖는 동일한 서열에서의 전술한 A12P 치환은 서열 A12P/V23A/Q41G로 표시될 수 있다.

용어 "폴리펩티드" 및 "단백질"은 본원에서 상호 교환적으로 사용되며, 달리 언급되지 않는 한, 포유류 세포에[0014]

서의 번역 동안 단백질에 생합성적으로 통합되는 자연 발생 단백질원성 L-aas인 aas의 중합체 형태를 지칭한다.

상이한 서열의 상응하는 잔기를 식별하기 위한 정렬은 미국 국립 생명공학 정보 센터(US National Center for[0015]

Biotechnology  Information,  NCBI)  BLAST  프로그램(blastp  공개본  BLAST+  2.9.0,  웹사이트

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE  =Proteins)  또는  유럽  생물정보학  연구소(European  Bioinformatics

Institute)의 Clustal Omega 프로그램(버전 1.2.4, www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/에서 이용 가능)으로 기

본 파라미터를 사용하여 수행될 수 있다. 달리 언급되지 않는 한, Clustal Omega는 상이한 서열에서 상응하는

잔기를 식별하는 데 사용된다.

서열 동일성 백분율은 정렬된 2개의 아미노산 또는 핵산 서열 간의 동일한 아미노산 또는 뉴클레오티드의 백분[0016]

율을 지칭한다. 달리 언급되지 않는 한, 서열 동일성 백분율은 BLAST+ 2.9.0 버전을 사용하여, 폴리펩티드에 대

해 blastp 정렬, 또는 핵산에 대해 blastn 정렬을 기본 매개변수로 사용하여 결정된다.

달리 명시되지 않는 한, 용어 "실질적으로"는 "전체적으로" 및 "전체는 아니지만 전반적으로" 둘 모두를 포함하[0017]

는 것으로 의도된다. 예를 들어, "실질적으로 ADCC 또는 CDC를 통해 세포 용해를 유도하지 않는" Ig Fc는 세포

용해를 전혀 유도하지 않거나, ADCC 또는 CDC를 통해 세포 용해를 거의 유도하지 않는 Ig Fc를 의미한다.

B. 설명[0018]

종양 내 미세환경은 비악성 조직과는 여러 면에서 상이하며, 이는 pH, ATP 함량, 제한된 산소 수준(저산소증),[0019]

및 종양 프로테아제(예를 들어, MMP) 수준 중 임의의 하나 이상의 차이를 포함한다. 정상(비-종양) 조직에서의

세포외 ATP 수준은 대체적으로 정상 조직에서 0.01~0.1 마이크로몰(μM)의 범위인 반면, 고형 종양에서의 ATP의

세포외 수준은 대체적으로 50~200 μM의 범위이다. 본 개시는 종양 내 세포에 대한 면역 반응의 유발을 위한,

종양 미세환경에서 발견되는 ATP 수준의 용도를 기술하고 제공한다. 보다 구체적으로, 본원에 기술된 몇몇 작제

물은 면역 세포 활성화 도메인("AD")(즉, 면역 세포와 결합하여 이를 자극하는 면역조절 분자의 활성화 도메인)

및 종양 미세환경(TME)에서 발견되는 수준에의 ATP의 존재 하에서 상당량의 이량체 또는 다른 고차 복합체를 형

성하는 적어도 하나의 NBD를 포함할 수 있다. NBD의 이량체화 또는 고차 복합체 형성은 2개 이상의 면역 세포
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AD를 제시하는 복합체를 생성한다. 이량체 또는 고차 복합체로서 제시돠는 경우 NK 세포 및 CD8+ T 세포와 같은

면역 세포를 자극할 수 있지만, 단독으로 제시될 경우 그 자체로는 동일한 면역 세포를 동일한 정도로 자극하지

않는 면역 세포 AD를 사용은 TME 내에서 면역 반응의 종양내 자극을 허용한다.

본원에 기술된 다른 작제물은 TAA 또는 면역 세포 결합 도메인에 결합하는 종양 특이적 결합 도메인 및 종양 미[0020]

세환경에서 발견되는 수준의 ATP의 존재 하에서 상당량의 이량체 또는 다른 고차 복합체를 형성하는 적어도 하

나의 NBD를 포함할 수 있다. 이러한 작제물은 선택적으로 AD를 포함할 수 있다. NBD의 이량체화 또는 고차 복합

체 형성은 TME에서 면역 세포를 동원 및/또는 자극할 수 있는 이량체 또는 고차 복합체를 생성한다. 이러한 작

제물의 이량체화 또는 다른 고차 복합체화는 TME의 외부에서는 고차 복합체를 형성하지 않기 때문에, 종양 외부

에서의 면역 자극을 제한하면서 면역 반응의 종양내 자극을 허용한다.

복합체화되지 않은 작제물의 AD, 종양 특이적 결합 도메인, 및 면역 세포 결합체는 단독으로 제시될 경우 NK 세[0021]

포 및 CD8+ T 효과기 세포와 같은 세포를 효과적으로 자극하지 않기 때문에, 이러한 작제물은 전신 면역 활성화

및 연관된 독성 효과를 야기하지 않는다. 그러나, 본원에 기술된 작제물은, 복합체 형성을 유도하기에 충분한

ATP가 있는 TME에 국소화된 면역 자극을 제공하기 때문에, 이는 해당 작용이 해당 환경으로 제한되는, 면역 세

포 기능의 ATP 의존성 작용제의 형태로 간주될 수 있다. 추가적으로, 이러한 작제물의 복합체 형태(예를 들어,

이량체, 삼량체 등)는 크기 및 분자량의 증가들 수반하기 때문에, TME로부터의 이들의 확산은 추가적으로 감소

되며, 이에 따라 TME에 대한 이들의 작용은 제한된다. TME의 외부로 확산되는 이들 이량체 또는 고차 복합체는

주변 비악성 조직의 ATP 수준이 이들의 복합체화를 지원하기에는 너무 낮기 때문에, 비효과적인 개별 단량체로

해리될 것이다. 따라서, 본원에 기술된 작제물의 복합체에 의해 제공되는 면역 자극은 가역적이며, ATP 수준이

복합체화를 유도하기에 충분히 높은 미세환경으로 제한되는 것으로 이해되어야 한다.

C. 면역 세포 기능 ATP 의존성 작용제의 구조[0022]

1. NBD 및 AD를 포함하는, 면역 세포 기능 ATP 의존성 작용제[0023]

본원에 기술된 NBD-함유 분자 작제물은, 가장 간단한 형태로서, 면역 세포(예를 들어, CD8+ T 세포, NK 세포[0024]

등)와 결합하여 이를 자극하는 NBD 및 AD를 포함한다. NBD는, ATP에 의해 점유될 경우 작제물의 NBD 사이의 상

호작용으로 인해 이중체 또는 고차 복합체(삼중체 등)를 형성하는 작제물의 2개 이상의 분자를 생성하는 하나

이상의 ATP 결합 부위를 포함한다. 이러한 분자 작제물은 선택적으로, 하나 이상의 독립적으로 선택된 스캐폴드

aa 서열 및/또는 하나 이상의 독립적으로 선택된 링커 서열을 포함한다. 예를 들어, 도 1의 구조 A, 및 도 2의

구조 A~D를 참조한다. 일부 경우, 이종이량체를 형성하는 이종간 스캐폴드 서열은, 도 2에서 구조 E로 예시된

바와 같이, 둘 이상의 유형의 AD가 해당 분자 내에 존재할 수 있도록 해당 작제물 내에 혼입될 수 있다. (예를

들어, 동종이량체 또는 이종이량체로서) 합쳐질 경우, NK 세포 및/또는 T 세포와 같은 표적 면역 세포 집단을

자극할 수 있는 AD의 사용은, 종양 미세환경에서의 ATP의 높은 수준으로 인해 종양내 면역 반응을 선택적으로

자극할 수 있는 동시에, 표적 면역 세포(예를 들어, NK 세포 또는 T 세포)의 전신적 활성화 및/또는 비-종양 조

직에서의 면역 반응을 회피할 수 있게 한다.

NBD aa 서열, 스캐폴드 aa 서열 및 AD는 임의의 순서로 조직될 수 있다. 제1 사례에서, 작제물은 (예를 들어,[0025]

N-말단에서 C-말단으로) NBD aa 서열, 스캐폴드 aa 서열, 및 AD를 포함한다. 제2 사례에서, 작제물은, N-말단에

서 C-말단으로, NBD aa 서열, AD, 및 스캐폴드 aa 서열을 포함한다. 제3 사례에서, 작제물은, N-말단에서 C-말

단으로, AD, 스캐폴드 aa 서열, 및 NBD aa 서열을 포함한다. 제4 사례에서, 작제물은, N-말단에서 C-말단으로,

AD, NBD aa 서열, 및 스캐폴드 aa 서열을 포함한다. 제5 사례에서, 작제물은, N-말단에서 C-말단으로, 스캐폴드

aa 서열, AD, 및 NBD aa 서열을 포함한다. 마지막으로, 제6 사례에서, 작제물은, N-말단에서 C-말단으로, 스캐

폴드 aa 서열, NBD aa 서열, 및 AD를 포함한다.

2. 종양-특이적 결합제 및/또는 면역 세포 결합체를 포함하는 NBD-함유 작제물[0026]

본원에 기술된 NBD-함유 작제물은 NBD 이외에, 하나 이상의 종양-특이적 결합 도메인 및/또는 면역 세포 결합[0027]

도메인을 또한 포함할 수 있다. 이하에서 보다 상세히 논의되는 바와 같이, 종양 특이적 결합제로도 지칭되는

종양 특이적 결합 도메인은 종양 세포의 표면 상에서 발현된 TAA에 대한 친화도를 갖는 NBD-함유 작제물의 도메

인이다. 또한, 이하에서 보다 상세히 논의되는, 면역 세포 결합체로도 지칭되는 면역 세포 결합 도메인은 면역

세포의 세포 표면 분자(예를 들어, 항원)에 대한 친화도를 갖는 NBD-함유 작제물의 도메인이다. 달리 언급되지

않는 한, 예를 들어, 항체 단편일 수 있는 면역 세포 결합체는 이들이 결합하는 면역 세포의 표적-외 자극(예를

들어, 전신 자극)의 가능성을 피하기 위해 1가이다. 하나 이상의 종양 특이적 결합제 및/또는 면역 세포 결합체
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를  포함하는  NBD-함유  작제물은  또한  하나  이상의  AD를  포함할  수  있다.  도  3의  구조  D,  E,  H,  및  I를

참조한다.

종양 특이적 결합제 및 면역 세포 결합체는, 예를 들어 TME 환경에서 발견되는 농도의 ATP의 존재 하에서 이종[0028]

이량체 또는 다른 고차 복합체(예를 들어, 삼량체)를 형성하는 NBD-함유 작제물 내에 혼입될 수 있다. 이종이량

체 형성은 작제물 쌍의 제1 구성원에 제1(첫번째) 이종이량체화 NBD를 혼입하고 해당 작제물 쌍의 제2 구성원에

제2(두번째) 이종이량체화 NBD를 혼입함으로써 유도될 수 있다. NBD의 제1 및 제2 이종이량체화 쌍은 동족 결합

파트너로서 작용한다. 본 개시에 포함된 이러한 NBD-함유 작제물 쌍의 유형을 예시하기 위해, 이러한 NBD-함유

작제물 쌍의 일련의 비제한적인 예가 도 3에 제시된다. 생체 내에서, 이량체화 작제물은 면역 세포 결합체에 의

해 결합된 면역 세포를 유도하여 종양 특이적 결합제에 의해 인식되는 표적 종양 세포와 상호작용하고, 표적 종

양 세포에 대한 면역 반응을 유발한다. 이러한 작제물은 복합체 형성을 위해 상승된 ATP를 필요로 하며, 이에

따라 면역 세포의 표적-외 결합 및 자극이 제한된 상태에서 TME의 종양 세포에 대한 표적화를 가능하게 한다.

종양 특이적 결합제 및 면역 세포 결합체를 포함하는 쌍을 이룬 작제물은, 동일하거나 상이할 수 있는 하나 이

상의 AD의 혼입에 의해 증강될 수 있으며, 표적 면역 세포를 자극하기 위해, 제1 및 제2 NBD-함유 작제물의 상

호작용에 의해 야기되는 이량체화를 필요로 할 수 있다.

도  3의  항목  A  및  B는  제1  NBD-함유  작제물이  (예를  들어,  N-말단에서  C-말단으로,  또는  C-말단에서[0029]

N-말단으로) 종양 특이적 결합제에 연결된 하나 이상의 제1 이종이량체화 NBD를 포함하고, 제2 NBD-함유 작제물

은 (예를 들어, N-말단에서 C-말단으로) 동족 제2 이종이량체화 NBD 및 AD를 포함하는, 한 쌍의 작제물을 각각

제공한다. 작제물의 요소는 독립적으로 선택되는 선택적인 링커 서열에 의해 연결된다. 이러한 작제물은 이종이

량체화를 위해 상승된 ATP를 필요로 하며, 이에 따라 표적-외 결합이 제한되고 AD에 의한 면역 세포의 전신 자

극을 회피하는 상태에서 TME의 종양 세포에 대한 AD의 표적화를 가능하게 한다. 또한, B에 제시된 작제물의 AD

는 동일하거나 상이할 수 있으며, 표적 면역 세포에 대해 기능하기 위해 이량체화를 필요로 할 수 있다. 도 3의

A 또는 B에 나타내지는 않았지만, A 또는 B의 이종이량체화 작제물 중 어느 하나 또는 둘 모두는 또한 스캐폴드

aa 서열을 포함할 수 있다(예를 들어, 도 3의 항목 E 참조).

도 3의 항목 A 또는 B에 나타낸 유형의 이종이량체화를 도시하는 예시적인 작제물 쌍은 예를 들어, 다음을 포함[0030]

할 수 있다: (i) TAA(예를 들어, NY ESO-1, 메소텔린, CEA, PSMA, 또는 MAGE, 예컨대 MAGE-A1, MAGE -A4, MAGE

-A9, 또는 MAGE -A11)에 대한 친화도를 갖는 종양 특이적 결합제에 연결된 하나 이상의 TAP1 NBD를 포함하는 제

1 NBD-함유 작제물; 및 (ii) ATP의 존재 하에TAP1 NBD의 동족 결합 파트너로서 작용하는 TAP2 NBD 및 IL-2 서

열을 포함하는 제2 NBD-함유 작제물. TME에 존재하는 수준의 ATP에 노출될 경우, 이러한 작제물은 이종이량체화

되고 TME에 존재하는 T 세포를 자극하도록 작용할 수 있다.

도 3의 항목 C 및 D는 제1 NBD-함유 작제물이 (예를 들어, N-말단에서 C-말단으로) 종양 특이적 결합제에 연결[0031]

된 하나 이상의 제1 이종이량체화 NBD를 포함하고, 제2 NBD-함유 작제물은 (예를 들어, N-말단에서 C-말단으로)

동족 제2 이종이량체화 NBD 및 면역 세포 결합체를 포함하는, 작제물의 이종이량체화 쌍을 각각 제공한다. 작제

물의 요소는 독립적으로 선택되는 선택적인 링커 서열에 의해 연결된다. 이종이량체화 쌍의 제1 및 제2 작제물

중 어느 하나 또는 둘 모두는 스캐폴드 서열을 포함할 수 있다(예를 들어, 도 3의 F 내지 I 참조). 종양 특이적

결합제 및/또는 면역 세포 결합체를 포함하는 작제물은 항목 D, E, H, 및 I에서와 같이 AD를 추가로 포함할 수

있다. AD가 면역 세포 결합체를 또한 포함하는 작제물에 존재하는 경우, AD는 표적-외 자극을 방지하기 위해,

면역 세포 자극을 위한 이량체 또는 고차 복합체(예를 들어, 4-1BBL과 같은 TNF 계열 구성원)로서 T 세포에 대

한 제시를 필요로 하는 것들로부터 선택될 수 있다.

도 3의 항목 C로 예시된 한 쌍의 작제물은, 예를 들어 다음을 포함한다: (i) (b) 종양 특이적 결합제에 연결된[0032]

(a) TAP1 NBD를 포함하는 제1 NBD-함유 작제물; 및 (ii) (a) ATP의 존재 하에서 TAP1 NBD의 동족 결합 파트너

로서 작용하는 TAP2 NBD, 및 (b) 1가 T 세포 결합체(예를 들어, 항-CD3 항체 단편 또는 단쇄 항체 작제물, 예컨

대 나노바디 또는 scFv)를 포함하는 제2 NBD-함유 작제물. 종양 특이적 결합제는 종양 세포 표면 상에서 발현된

TAA(예를 들어, NY ESO-1, 메소텔린, CEA, PSMA, 또는 MAGE, 예컨대 MAGE-A1, -A4, -A9, 또는 -A11)에 대해 친

화도를 갖는 항체, 항체 단편, 또는 단쇄 항체 작제물, 예컨대 scFv 또는 나노바디일 수 있다.

도 3의 항목 A 내지 I는 2개의 분자 작제물의 조합으로서 제시된다. 이러한 조합으로 종양 특이적 결합제를 포[0033]

함하는 제1 작제물은 AD 및/또는 면역 세포 결합체를 포함하는 제2 작제물과 분리되기 때문에, 둘 이상의 유형

의 제1 또는 제2 작제물을 포함하는 집단(혼합물)이 형성될 수 있다. 예를 들어, 도 3의 항목 A 내지 I 중 어느

하나에 도시된 제1 및 제2 작제물의 혼합물이 형성될 수 있으며, 여기에서 해당 혼합물은 상이한 TAA를 표적화
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하는 종양 특이적 결합제를 각각 갖는 2개 이상의 제1 작제물을 포함한다. 도 3의 항목 A 또는 B 중 어느 하나

에 도시된 제1 및 제2 작제물의 혼합물이 형성될 수 있으며, 여기에서 해당 혼합물은 상이한 면역 세포 수용체

에 대해 유도된 하나 이상의 AD를 각각 갖는 2개 이상의 제2 작제물을 포함한다. 유사하게, 도 3의 항목 C 내지

I 중 어느 하나에 도시된 제1 및 제2 작제물의 혼합물이 형성될 수 있으며, 여기에서 혼합물은 상이한 면역 세

포 표면 항원에 대해 유도된 상이한 면역 세포 결합체를 각각 갖는 2개 이상의 제2 작제물을 포함한다. 면역 세

포 결합체, 종양 특이적 결합제, 또는 AD 중 단지 하나만이 변형되는 집단에 더하여, 제1 및 제2 작제물의 혼합

물은 면역 세포 결합체, 종양 특이적 결합제, 및 AD로부터 선택되는 2개 이상의 요소가 변형되는 2개 이상의 제

1 작제물 및 2개 이상의 제2 작제물을 포함할 수 있다.

도 3의 항목 J 내지 M은 제1 NBD-함유 작제물이 (예를 들어, N-말단에서 C-말단으로) 면역 세포 결합체에 연결[0034]

된 하나 이상의 제1 이종이량체화 NBD를 포함하고, 제2 NBD-함유 작제물은 (예를 들어, N-말단에서 C-말단으로)

동족 제2 이종이량체화 NBD 및 AD를 포함하는, 한 쌍의 작제물을 각각 제공한다. 작제물의 요소는 독립적으로

선택되는 선택적인 링커 서열에 의해 연결된다. 이러한 작제물은 이종이량체화를 위해 상승된 ATP를 필요로 하

며, 이에 따라 표적-외 결합이 제한되고 AD에 의한 면역 세포의 전신 자극을 회피하는 상태에서 TME 외부에 대

한 임의의 실질적인 활성을 회피하면서 TME의 면역 세포의 활성화를 가능하게 한다. 또한, K 또는 M에 제시된

작제물의 AD는 동일하거나 상이할 수 있으며, 표적 면역 세포에 대해 기능하기 위해 이량체화를 필요로 할 수

있다.

도 3의 J 및 K에 나타낸 유형의 이종이량체화 작제물로서 도시된 예시적인 작제물 쌍은 예를 들어, 다음을 포함[0035]

한다: (i) T 세포 표면 상에 발현된 CD28에 대한 친화도를 갖는 면역 세포 결합체(예를 들어, 항체, 항체 단편,

또는 단쇄 항체 작제물, 예컨대 VHH 또는 나노바디)에 연결된 하나 이상의 TAP1 NBD를 포함하는 제1 NBD-함유

작제물; 및 (ii) ATP의 존재 하에서 TAP1 NBD의 동족 결합 파트너로서 작용하는 TAP2 NBD 및 IL-2 서열을 포함

하는 제2 NBD-함유 작제물. 이러한 작제물은 TME에 존재하는 수준의 ATP에 의해 이종이량체로 복합체화될 경우,

해당 환경에 존재하는 T 세포를 자극하도록 작용할 수 있다.

작제물의 혼합물을 포함하는 조성물은, 상이한 TAA를 표적화하는 둘 이상의 종양 특이적 결합제를 사용할 경우,[0036]

단일 작제물로 인한 단일 요법에서 종양이 탈출하는 것을 방지할 수 있는 치료 응용에서 사용된다. 유사하게,

둘 이상의 면역 세포 결합체 및/또는 AD의 사용은 둘 이상의 유형의 면역 세포를 동원하고 종양 세포에 대해 보

다 강력한 면역 반응을 제공할 수 있으며, 이에 의해 단일 작제물을 사용하는 단일 요법의 사용에서 발생하는

면역 반응에 비해 종양에 대해 보다 강력한 면역 반응을 유도할 수 있다.

3. 2개 이상의 NBD를 포함하는 NBD-함유 작제물 및 NBD-함유 분자 작제물의 복합체의 형성[0037]

본원에 기술된 NBD-함유 작제물은 작제물이 ATP의 존재 하에서 복합체로 효과적으로 중합체화될 수 있게 하는 2[0038]

개 이상의 NBD를 포함할 수 있다. 2개 이상의 NBD는, 예를 들어 직렬 쌍으로서 배열될 수 있다. 직렬로 배치될

경우, NBD는 해당 작제물 내에서 서로에 대해 인접하고, 개재 링커 aa 서열 이외의 해당 작제물의 임의의 요소

에 의해 분리되지 않는다(예를 들어, 직렬 NBD 사이에는 AD(들), 스캐폴드, 종양 특이적 결합 도메인(들), 또는

면역 세포 결합 도메인(들)이 존재하지 않음). 추가의 NBD는 이들이 직렬로 배치되지 않도록 작제물 내에 위치

될 수 있다. 예를 들어, 2개 이상의 NBD를 포함하는 NBD-함유 작제물은 섹션 C.1(NBD 및 AD를 포함하는, 면역

세포 기능을 갖는 ATP 의존성 작용제)에서 전술한 제1 내지 제6 사례의 NBD를 직렬 NBD 쌍으로 대체함으로써 형

성될 수 있다. 또한, (예를 들어, 직렬 형태의) 2개 이상의 NBD를 포함하는 NBD-함유 작제물은 면역 세포 결합

체 또는 종양 특이적 결합제를 포함하는 작제물로부터 형성될 수 있다.

적어도 2개의 NBD를 포함하는 NBD-함유 분자 작제물의 복합체는, ATP가 결합 부위를 점유하기에 충분히 높은[0039]

APT 수준을 갖는, TME와 같은 환경에 해당 작제물을 배치함으로써 형성될 수 있다. 이러한 복합체는 도 3의 N

및 O, 그리고 도 4a에 예시되어 있다. 여기에서, 도 4a와 같이, 본 개시의 작제물 내로 2개 이상의 NBD aa 서열

이 혼입됨에 따라, 해당 작제물은 ATP 존재 하에서 가역적으로 중합체화되어 복합체를 생성할 수 있다. ATP의

존재 하에서 형성된 복합체는 이량체, 삼량체, 사량체 또는 심지어 고차 구조일 수 있다. 예를 들어, 도 4a를

참조한다. 작제물 내로의 둘 이상의 NBD의 혼입은 해당 효능 및 효율을 최대화할 수 있으며, 다른 특성에도 영

향을 미칠 수 있다. 예를 들어, 표적 세포의 표면 상에서 발현된 요소에 대해 (예를 들어, 종양 특이적 결합체

또는 AD에 대해) 다가화 되는 복합체는 해당 표적 세포에 대해 증가된 유효 친화도를 나타낼 수 있으며, 보다

큰 복합체는 TME  내에 보다 장기간 체류함으로써 해당 복합체의 생체 내 반감기를 효과적으로 연장시킬 수

있다.

복합체는 직렬로 배열된 적어도 2개의 NBD를 포함할 수 있으며, 해당 NBD aa 서열과 AD를 분리하는 최대 하나의[0040]
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링커 aa 서열(예를 들어, 강성 링커)(도 4a의 구조 A, B, 및 E 참조), 면역 세포 결합체 및/또는 종양 특이적

결합제를 포함할 수 있다. 대안적으로, NBD는 종양 특이적 결합제 또는 면역 세포 결합체에 별도로 부착될 수

있다(도 4a의 구조 C 및 D 참조). 복합체의 형성에 사용되는 NBD-함유 작제물은 동종이량체화 또는 이종이량체

화 NBD를 포함할 수 있다. 도 4a에 나타내지는 않았지만, 동일한 작제물 분자에서의 동종이량체화 NBD는 도메인

사이에 생산적인 ATP 결합 계면이 형성될 수 없도록 분자를 구성함으로써 자가-결합으로부터 방지될 수 있다.

이는, 예를 들어 NBD 사이의 거리를 제한하거나 NBD 사이에 강성 펩티드 링커를 사용함으로써 달성될 수 있다.

적어도 2개의 NBD 및 AD를 포함하는 NBD-함유 작제물은 도 4a의 구조 A 및 B로 예시된다. 구조 A는, 도 4a의 구[0041]

조 A에 나타낸 바와 같이, ATP의 존재 하에서 동종이량체화되고 이량체 및/또는 보다 큰 작제물을 형성할 수 있

는 NBD를 사용한다. 대조적으로, 구조 B는 ATP의 존재 하에서 이종이량체 또는 중합체를 형성하는 구조를 포함

한다. TME에 존재하는 수준의 ATP에 노출될 경우, 작제물은 AD를 제시하는 대형 복합체를 (예를 들어, AD 동종

이량체 또는 이종이량체로서) 형성할 수 있다. 이러한 NBD-함유 작제물의 복합체는 TME에서, NK 세포 및/또는 T

세포와 같은 표적 면역 세포를 자극할 수 있다. 복합체에 존재하는 AD는 동일할 수 있거나(예를 들어, 도 4a의

구조 A) 상이할 수 있다(예를 들어, 도 4a의 구조 B). 예를 들어, 복합체에 존재하는 제1 AD 및 제2 AD의 aa 서

열은 동일할 수 있으며, 이량체 또는 고차 복합체로 제시될 경우 면역 세포 반응의 활성화를 야기할 수 있다.

대안적으로, 복합체에 존재하는 제1 AD 및 제2 AD는 상이한 분자(예를 들어, 상이한 인터류킨)로부터 유래될 수

있으며, 이들은 함께 제시될 경우 면역 세포 활성화를 유발한다. 복합체에 존재하는 제1 AD 및 제2 AD의 aa 서

열이 상이하고(동일하지 않음), 조합될 경우 IL-12, IL-23, 또는 IL-27과 같은 이량체 면역조절제의 활성 단편

(이들 각각은 2개의 서브유닛(α 및 β 폴리펩티드 사슬)을 포함함)을 형성할 수 있는 경우 또한 가능하다. 단

일 NBD를 각각 포함하는 NBD-함유 작제물은 ATP의 존재 하에서 2개의 상이한(동일하지 않은) AD를 포함하는 복

합체로 조립될 수 있다. 대안적으로, 2개의 서브유닛으로 구성된 활성 AD는 ATP의 존재 하에서 단일 NBD를 각각

포함하는 작제물을 사용하여 활성 AD로 조립될 수 있다(예를 들어, 도 2의 구조 A 및 B 참조).

전술한 NBD-함유 작제물에 더하여, 본 개시는, 도 4a의 구조 C로 예시된 바와 같은, 적어도 2개의 NBD 및 종양[0042]

특이적 결합 aa 서열(종양 특이적 결합제)을 포함하는 NBD-함유 작제물 및/또는 도 4a의 구조 D로 예시된 바와

같은, 면역 세포 결합 aa 서열(면역 세포 결합체)을 포함하는 NBD-함유 작제물을 제공한다. 이러한 분자 작제물

은 선택적으로, 하나 이상의 독립적으로 선택된 스캐폴드 aa 서열 및/또는 하나 이상의 독립적으로 선택된 링커

서열을 포함한다. 종양 특이적 결합제는 TAA(예를 들어, HER-2, MAGE-2, MAGE-4, NY-ESO 등)에 결합하는 항체

를 포함하나 이에 한정되지 않는다. 면역 세포 결합체는 면역 세포 표면 항원(예를 들어, αβ T 세포 상의

CD3, CD8, 또는 CD4, δγT 세포 상의 TRGV9, NK 세포 상의 CD16 등)에 결합하는 항체를 포함하나 이에 한정되

지 않는 분자를 포함한다. 달리 언급되지 않는 한, 면역 세포 결합체는 TME 외부의 면역 세포의 자극을 회피하

기 위해 1가이며, 이러한 반응을 실질적으로 제한하거나 방지하도록 변형된 항체 의존성 세포 매개 세포독성

(ADCC) 또는 보체 의존성 세포독성(CDC)을 야기할 수 있는 서열을 갖는다.

일단 NBD 도메인이 고차 복합체(예를 들어, 이량체)를 형성할 수 있게 하는 ATP 수준의 TME에 존재하게 되면,[0043]

적어도 2개의 NBD 및 종양 특이적 결합제 및/또는 면역 세포 결합체를 포함하는 작제물은 면역 자극을 야기할

수 있는 대형 복합체를 형성한다. 적어도 2개의 NBD, IgFc를 포함하는 스캐폴드, 및 종양 특이적 결합제를 포함

하는 작제물은 TME에 복합체를 형성할 수 있으며(예를 들어, 도 4a의 구조 C 참조), 이는, 예를 들어 ADCC 또는

CDC를 유도할 수 있다. 적어도 2개의 NBD 및 면역 세포 결합체를 포함하는 작제물은 TME에 복합체를 형성할 수

있으며(예를 들어, 도 4a의 구조 D 참조), 이는, 예를 들어 표면 상에 표적 항원(예를 들어, CD8+ T 세포 상의

CD3 또는 NK 세포 상의 CD16)의 가교 결합을 통해 표적화된 면역 세포의 자극을 유도할 수 있다.

적어도 2개의 NBD 및 종양 특이적 결합제를 포함하는 NBD-함유 작제물(예를 들어, 도 4a의 구조 C)와 적어도 2[0044]

개의 NBD 및 면역 세포 결합체를 포함하는 NBD-함유 작제물(예를 들어, 도 4a의 구조 D)를 조합함으로써, 종양

특이적 결합제 및 면역 세포 결합체 둘 모두를 포함하는 복합체를 생성할 수 있다. 종양 특이적 결합제를 포함

하는 제1 이종이량체화 NBD 및 면역 세포 결합체를 포함하는 제2 이종이량체화 NBD를 사용하면, ATP의 존재 하

에서 형성된 복합체가 결합제 및 결합체 둘 모두를 함유하는 것을 보장할 수 있으며, 표적 종양 세포에 대한 면

역 세포 반응을 자극할 수 있다. 이는, TME에서 대형 복합체를 형성하는, 적어도 2개의 NBD 및 종양 특이적 결

합제를 포함하는 작제물 및 적어도 2개의 NBD 및 면역 세포 결합체를 포함하는 작제물의 혼합물로서 예시된다

(예를 들어, NBD가 직렬 상태로 표시되는 도 4a의 E 및 F의 구조 참조). 충분한 ATP의 존재 하에서 이러한 구조

로부터 생성된 복합체는 종양-특이적 결합제를 통해 면역 세포를 종양 표적에 결합시킬 수 있는 동시에, 해당

시점에서 복합체화되는 단량체 면역 세포 결합체를 통한 세포 표면 상의 수용체의 가교 결합에 의해 면역 세포

의 활성화를 유발한다.
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복합체의 형성에 사용되는 각각의 작제물에 존재하는 종양 특이적 결합제 및/또는 면역 세포 결합체 aa 서열은[0045]

서로 동일할 필요는 없다. 따라서, 도 3의 구조 A 내지 I의 복합체, 및 도 4a의 구조 C 내지 I의 복합체는 상이

한 TAA에 대해 유도된 둘 이상의 종양 특이적 결합제(예를 들어, 2개 이상의 종양 특이적 결합제), 및 존재하는

경우, 둘 이상의 면역 세포 결합체를 가질 수 있다. 상이한 TAA에 대해 유도되는 2개 이상의 상이한 종양 특이

적 결합제를 단일 복합체로 사용하는 것은, 2개 이상의 NBD를 포함하는 작제물로부터 형성된 복합체가 상이한

종양 항원성 표적을 발현하는 종양에 대해 활성이 될 수 있게 할 뿐만 아니라, 종양 항원 발현의 손실에 의해

종양이 해당 요법으로부터 탈출하는 것을 제한할 수 있게 한다. 상이한 면역 세포 결합체를 단일 복합체로 사용

하는 것은, 둘 이상의 유형의 면역 세포(예를 들어, CD8+ T 세포 및 NK 세포 둘 모두)로부터의 면역 반응을 자

극할 수 있다. 종양 특이적 결합제를 포함하는 작제물을 함유하는 복합체를 포함하는, TME에서 형성되는 복합체

내로의 AD의 혼입 또한 가능하다. 이는, 예를 들어, 도 4a의 H에 예시된 바와 같이, AD 및 NBD(예를 들어, 2개

이상의 NBD)를 포함하는 하나 이상의 작제물을 복합체에 조합하거나, 도 4a의 I에 예시된 바와 같이, AD, NBD

(예를 들어, 2개 이상의 NBD), 및 종양 특이적 결합제를 포함하는 하나 이상의 작제물을 복합체에 조합함으로써

수행될 수 있다.

종양-특이적 결합제, 면역 세포 결합체, 및 AD는 TME에서 형성된 복합체 내로 진입하는 상이한 작제물에 의해[0046]

제공되기 때문에, 해당 복합체의 조성은 (예를 들어, 환자에게 투여하기 전 또는 투여하는 동안) 상이한 작제물

을 혼합함으로써 조절될 수 있다. 따라서, 단일 작제물은 상이한 치료 조합에 대해 사용될 수 있다.

D. NBD-함유 작제물의 요소[0047]

1. NBD 및 ATP와의 상호작용[0048]

본원에 기술된 작제물 내로의 혼입을 위한 NBD는 여러 기준에 기초하여 선택될 수 있다. 인간 치료 용도를 위해[0049]

의도된 작제물의 경우, NBD는 면역원성을 제한하기 위해 인간 ATP 결합 단백질로부터 우선적으로 유래되며, 충

분한 ATP에 노출될 경우 용액 상 이량체화 또는 보다 고차의 복합체 형성을 거치도록 하는 것이 바람직하다. 면

역원성인 비-인간 단백질이 사용되는 경우, 면역원성 영역을 변경하여 이의 인간 상동체와 보다 밀접하게 또는

완전히 일치시킴으로써 면역원성 부분은 인간화될 수 있다. 본원에 기술된 작제물에 사용된 이량체 또는 고차

복합체의 용액 상 형성은 표적 TME에서 발견되지만 정상 조직에서는 발견되지 않은 ATP 농도에서 발생한다. 따

라서, 본원에 제공된 작제물에 사용하기 위한 NBD는, 예를 들어, 정상 조직의 세포외 공간에서 발견되는 상한

수준(즉,  약  1  μM  이상)보다  약  한자리수(약  10배)  높은  수준  내지  TME에서  발견되는  대략적인  ATP

수준까지의, ATP에 대한 해리 상수를 가질 수 있다. 일부 경우, NBD의 친화도는 약 1 μM 내지 약 200 μM일 것

이다. 예를 들어, NBD의 ATP 친화도는 약 1 μM 내지 약 5 μM, 또는 약 5 μM 내지 약 25 μM의 범위일 수 있

다. NBD의 ATP 친화도는 약 25 μM 내지 약 50 μM의 범위일 수 있다. 다른 예에서, NBD의 친화도는 약 50 μM

내지 약 100 μM, 또는 약 100 μM 내지 약 200 μM의 범위일 수 있다.

일부 단백질의 NBD는 충분한 수준의 ATP의 존재 하에서 동종이량체를 형성하는 한편, 다른 것은 충분한 수준의[0050]

ATP의 존재 하에서 이종이량체를 형성한다. 동종이량체화 NBD 및 이종이량체화 NBD 둘 모두는 본원에 기술된 폴

리펩티드 작제물의 다양한 양태에 사용될 수 있다. 충분한 수준의 ATP가 존재할 때 NBD가 용액 중 동종이량체를

형성하도록 하는 것이 바람직한 경우, 이량체 사이의 계면에서의 aa 잔기는 2개의 NBD 분자 사이의 계면 형성을

방해하는 aa 잔기를 제거하거나 치환하도록 변형될 수 있다. 대안적으로, 2개의 NBD 분자 사이의 상호작용에 기

여하지 않는 aas를 동종이량체 형성을 초래하는 상호작용에 기여하는 aas로 치환하는 것이 가능하다.

a) NBD로서의 ATP 결합 카세트[0051]

다수의 단백질은 본원에 기술된 작제물의 NBD로서 사용하기에 적합한 NBD를 포함한다. 이들 단백질 중, ATP 결[0052]

합 카세트(ABC) 수송체는 풍부한 수송체 계열로서 높은 보존성을 가지며, 이에 따라 면역원성이 낮을 가능성이

있기 때문에 적합한 후보로 간주된다. ABC 수송체는 세포질 내로의 또는 세포질 밖으로의 기질의 수송을 용이하

게 하기 위해 ATP 가수분해로부터의 에너지를 이용하는 다양한 기능을 갖는 막 단백질의 방대한 상과이다. 예를

들어, Locher의 문헌[Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci., 364(1514): 239-245 (2009)] 및 여기에 인용된 참

고문헌을 참조한다. 인간 게놈은 48개 또는 49개의 구별되는 ABC 수송체를 암호화한다(전술한 문헌 참조). ABC

수송체는 7개의 구별되는 계열 구성원, 즉 ABC1, MDR/TAP, MRP, ALD, OABP, GCN20, 및 White로 구분된다. TAP1

을 포함하는 각 계열의 대표적인 구성원은 도 6에 정렬되어 있다. ATP-결합 카세트 계열의 NBD는 보존되며 2개

의 하위 도메인을 포함한다(전술한 문헌 참조). 이 중 첫번째는 RecA 단백질과 유사하고 P-루프(Walker-A 모티

프)를 함유한다. "나선형 하위 도메인"으로 지칭되는 두번째 도메인은 LSGGQ 모티프를 포함한다(전술한 문헌 참

조). 이러한 수송체의 NBD는 헤드-투-테일 배향으로 이량체로서 조립되어, 이들의 계면에 샌드위칭된 2개의 ATP
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결합 및 가수분해 부위를 형성한다(도 5  참조). 이러한 배향에서, 2개의 도메인 각각에서의 LSGGQ  모티프는

ATP-샌드위치 계면에서 대향하는 Walker-A 서열에 인접한다. 이러한 계면은, 예를 들어 Loo 등의 문헌(2002) [J

Biol Chem., 277(44): 41303-41306], 및 Smith 등의 문헌(2002) [Mol Cell., 10(1): 139-149, 도 3a]에 기술

되어 있다. 뉴클레오티드(ATP)가 결합 부위에 존재하지 않는 경우, 도메인 계면에는 갭이 존재하게 되지만; ATP

가 결합되는 경우, NBD는 ATP를 이량체화하고 가수분해한 다음 이를 해리할 수 있다(예를 들어, 전술한 Locher

의 문헌 (2009) 참조). 안정화된 이량체는 NBD 도메인 서열을 ATP 가수분해 결핍 또는 실질적으로 ATP 가수분해

결핍으로 만드는 aa 치환을 포함시킴으로써 형성될 수 있다(예를 들어, Vakkasoglu 등의 문헌(2107) [PLoS ONE,

12(5): e0178238], doi. org/10.1371/journal. pone.0178238에서 사용 가능). 예를 들어, NBD 단백질에서 발견

되는 가수분해성 Asp 또는 Glu 잔기는 Asn 또는 Gln 잔기로 치환될 수 있다(예를 들어, 도 3 참조).

충분한 ATP가 존재할 때 ABC 단백질의 NBD가 용액 중 동종이량체를 형성하도록 하는 것이 바람직한 경우, 이량[0053]

체 사이의 계면에서의 잔기는 계면 형성을 방해하는 aa 잔기를 제거하거나 치환하도록, 또는 계면 상호작용에

기여하지 않는 aas를 상호작용에 기여할 수 있는 aas와 치환하도록 변형될 수 있다. 예로서, 랫트 TAP1의 NBD는

용액 중에서 동종이량체화되고, ATP의 존재 하에서 용액 상 동종이량체화를 야기하기 위한 ATP-샌드위치 계면의

형성을 위한 모델로서 사용될 수 있는 것으로 알려져 있다(예를 들어, Vakkasoglu 등의 문헌(2107) [PLoS ONE,

12(5): e0178238]. https://doi. org/10.1371/journal.pone. 0178238 참조). 동종이량체화를 거치는 것으로 알

려진 서열, 예를 들어, 랫트 TAP1 NBD와 NBD aa 서열의 정렬은 표적 서열에서의 변경을 가이드하는 데 사용될

수 있다. 정렬은 미국 국립 생명공학 정보 센터(US National Center for Biotechnology Information, NCBI)

BLAST 프로그램(blastp 공개본 BLAST+ 2.9.0, 웹사이트 blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) 또

는  유럽  생물정보학  연구소(European  Bioinformatics  Institute)의  Clustal  Omega  프로그램(버전  1.2.4,

www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/에서 이용 가능)으로 기본 파라미터를 사용하여 수행될 수 있다. 달리 언급

되지 않는 한, Clustal Omega가 사용된다.

ABC 함유 단백질의 NBD aa 서열은 ABCA1 유전자, UniProtKB - O95477(서열번호 1)에 의해 암호화된 인지질 수[0054]

송 ATPase(ABC 또는 ABCA1 수송체)의 NBD 도메인의 전부 또는 일부를 포함할 수 있다. NBD는 서열번호 1과 적어

도 약 90% 또는 적어도 약 95%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함할 수 있다.

NBD  aa  서열은  ABCB1  유전자,  UniProtKB  -  P08183(서열번호  2)에  의해  암호화된  다약제  내성  단백질[0055]

1(MDR/TAP)의 NBD 도메인의 전부 또는 일부를 포함할 수 있다. NBD는 서열번호 2와 적어도 약 90% 또는 적어도

약 95%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함할 수 있다.

NBD aa 서열은 ABCC1 유전자, UniProtKB - P33527(서열번호 3)에 의해 암호화된 다약제 내성-연관 단백질(MRP,[0056]

다약제 내성-연관 단백질 1)의 NBD 도메인의 전부 또는 일부를 포함할 수 있다. NBD는 서열번호 3과 적어도 약

90% 또는 적어도 약 95%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함할 수 있다.

NBD aa 서열은 ABCD1 유전자, UniProtKB/Swiss-Prot: P33897(서열번호 4)에 의해 암호화된 ATP-결합 카세트 상[0057]

과 D 구성원 1 단백질(ALD, 아드레노백질이영양증 단백질(Adrenoleukodystrophy Protein))의 NBD 도메인의 전

부 또는 일부를 포함할 수 있다. NBD는 서열번호 4와 적어도 약 90% 또는 적어도 약 95%의 서열 동일성을 갖는

서열을 포함할 수 있다.

NBD aa 서열은 ABCE1 유전자, UniProtKB/Swiss-Prot: P61221(서열번호 5)에 의해 암호화된 ATP-결합 카세트 상[0058]

과 E 구성원 1 단백질(OABP, 2'-5'-올리고아데닐레이트 결합 단백질)의 NBD 도메인의 전부 또는 일부를 포함할

수 있다. NBD는 서열번호 5와 적어도 약 90% 또는 적어도 약 95%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함할 수 있다.

NBD aa 서열은 ABCF1 유전자, UniProtKB - Q8NE71(서열번호 6)에 의해 암호화된 ATP-결합 카세트 상과 F 구성[0059]

원 1 단백질(GCN20, TNF알파-유도성 ATP-결합 단백질)의 NBD 도메인의 전부 또는 일부를 포함할 수 있다. NBD는

서열번호 6과 적어도 약 90% 또는 적어도 약 95%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함할 수 있다.

NBD aa 서열은 ABCG2 유전자, UniProtKB/Swiss-Prot: P45844(서열번호 7)에 의해 암호화된 ATP-결합 카세트 상[0060]

과 G 구성원 1 단백질(White, 초파리(Drosophila) White의 상동체)의 NBD 도메인의 전부 또는 일부를 포함할 수

있다. NBD는 서열번호 7과 적어도 약 90% 또는 적어도 약 95%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함할 수 있다.

(1) NBD로서의 TAP1 및 TAP2 ATP 결합 카세트[0061]

TAP1 및 TAP2 단백질은 ATP 결합 및 이종이량체화를 내부 세포막을 가로지르는 펩티드 전위와 커플링시키는 수[0062]

송체로서 작용하는 동족 결합 파트너이다. TAP1 및 TAP2는 본원에 제공된 작제물에 사용하기 위한 NBD의 공급원

을 제시하는 ABC 수송체 상과의 구성원이다. 랫트 TAP1 NBD는 ATP의 존재 하에서 동종이량체화를 거치는 것으로
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알려져 있다. 인간 TAP1의 NBD는 ATP의 존재 하에서 동종이량체화를 거치지 않지만, 이전에 정의된 치환을 사용

하여 동종이량체화를 거치도록 유도될 수 있다. 예를 들어, Vakkasoglu 등의 문헌(2017) ["D-helix influences

dimerization of the ATP-binding cassette (ABC) transporter associated with antigen processing 1 (TAP1)

nucleotide-binding domain," PLoS ONE, 12(5): e0178238]; 웹사이트 doi.org/10.1371/journal. pone.0178238

을 참조한다. TAP1 동종이량체화를 유도하는 치환은, 서열번호 8에서 굵은 글씨체로 표시되고 이탤릭체로 표시

된, N676, S677, Q680, E682, 및 Q683 중 하나 이상(예를 들어, 각각)에서의 치환을 포함한다. 예를 들어, 동

종이량체화를 유도하는 TAP1 치환은 N676G, S677N, Q680R, E682Q, 및 Q683R 치환 중 하나 이상(예를 들어, 이

들 모두)을 포함할 수 있다. NBD로서 사용되는 TAP1 및 TAP2 단백질의 일부(예를 들어, 도메인)은 또한 해당 서

열에 존재하는 하나 이상의 시스테인의 (예를 들어, 세린 잔기로의) 치환을 포함하며, 이에 따라 비기능성 폴딩

또는 바람직하지 않은 분자간 이황화 결합 형성을 야기하는 바람직하지 않은 이황화 결합 형성을 방지할 수 있

다. TAP1 및 TAP2 NBD는 또한, 예를 들어 이들 NBD를 포함하는 작제물의 정제를 위해, 해당 도메인의 C-말단에

His 태그를 포함할 수 있다.

인간 TAP1로부터의 NBD aa 서열(서열번호 9)은, 예를 들어, 아래의 NCBI 참조 서열: NP_000584.3(서열번호 8),[0063]

또는 UniProtKB - Q03518-2의 NBD aa 서열(aas 492~748)과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa

서열을 포함할 수 있다:

[0064]

NCBI 및 UniProt 서열 둘 모두에 공통인 TAP1 NBD 도메인은 다음과 같다:[0065]

[0066]

동종이량체화와 연관된, 서열번호 8의 잔기 N676, S677, Q680, E682, 및 Q683은 서열번호 9에서 N185, S186,[0067]

Q189, E191, 및 Q192로서 제시되며, 이는 굵은 글씨체 및 이탤릭체로 표시되어 있다. 인간 TAP1로부터의 NBD aa

서열은, 예를 들어, 서열번호 9로 제공되는, NCBI 참조 서열: NP_000584.2(aas 492~748)에 제시된 aa 서열의

NBD의 적어도 230개의 연속 aas와 97% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

인간 TAP1로부터의 NBD  aa  서열은,  예를 들어,  서열번호 8의  C662(예를 들어,  C662S)  및  C735(예를 들어,[0068]

C735S)에 상응하는 aa 잔기에서의 치환을 포함할 수 있다. 인간 TAP1로부터의 NBD aa 서열은 또한, 예를 들어,

서열번호 8의 N676, S677, Q680, E682, 및 Q683(예를 들어, N676G, S677N, Q680R, E682Q, 및/또는 Q683R) 중

하나 이상에 상응하는 aas에서의 치환을 포함할 수 있으며, 이는 아래의 서열번호 10에 굵은 글씨체 및 이탤릭

체로 표시되어 있다. 인간 TAP1로부터의 NBD aa 서열은 또한, 예를 들어 서열번호 8의 D668에 상응하는 Asp에서

의 치환을 포함할 수 있으며, 이는 NBD ATP 가수분해 결핍을 야기한다. 따라서, TAP1의 NBD 폴리펩티드 aa 서열

은, 예를 들어, 서열번호 10의 aa 서열을 포함하거나, 해당 서열과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖
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는 aa 서열을 포함할 수 있다:

[0069]

대안적으로, NBD aa 서열은 서열번호 10에 제공된 서열의 적어도 230개 또는 240개의 연속 aas와 97% 초과 또는[0070]

98% 초과의 서열 동일성을 가질 수 있다.

인간 TAP1로부터의 NBD  aa  서열은,  예를 들어,  서열번호 8의  C662(예를 들어,  C662S)  및  C735(예를 들어,[0071]

C735S)에서의 상응하는 치환을 포함할 수 있다. 인간 TAP1로부터의 NBD aa 서열은 또한, 예를 들어, 서열번호 8

의 N676, S677, Q680, E682, 및 Q683(예를 들어, N676G, S677N, Q680R, E682Q, 및/또는 Q683R) 중 하나 이상에

서의 상응하는 치환을 포함할 수 있으며,  이는 아래의 서열번호 87에 굵은 글씨체 및 이탤릭체로 표시되어

있다. 추가적으로, 인간 TAP1로부터의 NBD aa 서열은 서열번호 8의 D668에 상응하는 Asp에서의 치환을 포함할

수 있으며, 이는 NBD ATP 가수분해 결핍을 야기한다. 따라서, TAP1의 NBD 폴리펩티드 aa 서열은, 예를 들어, 서

열번호 87의 aa 서열을 포함하거나, 해당 서열과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함

할 수 있다:

[0072]

대안적으로, NBD aa 서열은 서열번호 87에 제공된 서열의 적어도 250개 또는 260개의 연속 aas와 97% 초과 또는[0073]

98% 초과의 서열 동일성을 가질 수 있다.

인간 TAP1로부터의 NBD  aa  서열은,  예를 들어,  서열번호 8의  C662(예를 들어,  C662S)  및  C735(예를 들어,[0074]

C735S)에서의 상응하는 치환을 포함할 수 있다. 인간 TAP1로부터의 NBD aa 서열은 또한, 예를 들어, 서열번호 8

의 N676, S677, Q680, E682, 및 Q683(예를 들어, N676G, S677N, Q680R, E682Q, 및/또는 Q683R) 중 하나 이상에

서의 상응하는 치환을 포함할 수 있으며,  이는 아래의 서열번호 88에 굵은 글씨체 및 이탤릭체로 표시되어

있다. 추가적으로, 인간 TAP1로부터의 NBD aa 서열은 서열번호 8의 D668에 상응하는 aa에서의 치환(예를 들어,

D668N 치환)을 포함할 수 있으며, 이는 NBD ATP 가수분해 결핍을 야기한다. 따라서, TAP1의 NBD 폴리펩티드 aa

서열은, 예를 들어, 서열번호 88의 aa 서열을 포함하거나, 해당 서열과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성

을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다:

[0075]

대안적으로, NBD aa 서열은 서열번호 88에 제공된 서열의 적어도 300개 또는 310개의 연속 aas와 97% 초과 또는[0076]

98% 초과의 서열 동일성을 가질 수 있다. 서열번호 88에 제공된 NBD는, TAP1 NBD 서열 이외에, TAP1로부터의 커

플링 나선 1(CH1, aas 2~11) 및 TAP2로부터의 커플링 나선 2(CH2, aas 17~25), 그리고 해당 서열 상의 "캡"을

함께 구성하는 연관된 GS 링커(aas 12~16 및 25~30)를 포함한다. TAP1 NBD 작제물은 실시예 3에 도시된 바와 같

이 생물학적 발현 시스템에서 실질적으로 보다 높은 수준으로 발현한다.

일부 경우, 동종이량체화되지 않고, 오히려 동족 NBD와 이종이량체화되는 TAP 단백질로부터의 NBD는, 본 개시의[0077]

작제물 쌍(예를 들어, 도 2의 B 및 D, 그리고 도 3 참조) 또는 작제물의 복합체(예를 들어, 도 4a 참조)의 제조

에 사용된다. 예를 들어, 인간 TAP1 NBD 및 인간 TAP2 NBD를 보유하는 한 쌍의 작제물이 제조될 수 있다. TAP1
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및 TAP2 NBD를 포함하는 한 쌍의 작제물은 충분한 ATP의 존재 하에서 TAP1 및 TAP2의 상호작용을 통해 이종이량

체를 형성하게 된다. 이종이량체화될 수 있는 NBD, 예컨대 TAP1 및 TAP2의 사용은, 활성화 서열의 다양한 특이

적 조합이 면역 세포 자극을 위해 결합될 수 있게 한다. 예로서, IL-12A(p35), 선택적인 링커 aa 서열, 및 TAP1

을 포함하는 작제물은 충분한 ATP의 존재 하에서 IL-12B(p40), 선택적인 링커 aa 서열, 및 TAP2를 포함하는 작

제물과 이종이량체화됨으로써 활성 IL-12AB 이종이량체를 제시하는 작제물 쌍을 형성할 수 있다. 이러한 작제물

은 또한 원하는 경우 Ig Fc aa 서열과 같은 스캐폴드 aa 서열을 포함할 수 있다.

도 7은 인간 TAP2의 서열을 제공한다. 일부 경우, 본 개시의 작제물의 NBD는 인간 TAP2로부터의 NBD로부터의 aa[0078]

서열, 또는 인간 TAP2 NBD와 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 예를 들

어, NBD는 UniProtKB - Q03519(TAP2_인간)의 NBD aa 서열과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa

서열을 포함할 수 있다:

[0079]

NBD는, 예를 들어 인간 TAP2 aa 서열과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있[0080]

다:

[0081]

NBD는 또한 서열번호 12와 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.[0082]

TAP1의 D668N 치환에 상응하는 촉매 산성 aa 잔기를 제거하여 ATP 가수분해 결핍을 유발하는 돌연변이가 TAP2[0083]

NBD aa 서열 내에 혼입될 수 있다.

(2) NBD로서의 CFTR ATP 결합 카세트[0084]

일부 경우, 본 개시의 작제물의 NBD는 인간 낭성 섬유증 막관통 전도도 조절자(CFTR)로부터의 NBD로부터의 aa[0085]

서열, 또는 인간 CFTR과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 예를 들어,

NBD는 UniProtKB - - P13569(서열번호 13)의 NBD aa 서열과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa

서열을 포함할 수 있다:
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[0086]

[0087]

NBD는, 예를 들어 인간 CFTR 서열과 80% 초과 또는 85% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다:[0088]

VLKDINFKIERGQLLAVAGSTGAGKTSLLMVIMGELEPSEGK

IKHSGRISFCSQFSWIMPGTIKENIIFGVSYDEYRYRSVIKACQLEEDISKFAEKDNIVLGEGGITLSGGQRARISLARAVYKDADLYLLDSPFGYLDVLTE

KEIFESCVCKLMANKTRILVTSKMEHLKKADKILILHEGSSYFYGTFSELQNLQPDF  (서열번호 14).  대안적으로, NBD는, 예를 들어

서열번호 14와 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 AA 서열을 포함할 수 있다. NBD는 또한 서열번호

14와 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 AA 서열을 포함할 수 있다.

NBD는, 예를 들어, Atwell 등의 문헌(2010) [Protein Engineering, Design & Selection, 23(5) 375-384]에 기[0089]

술된 인간 CFTR aa 서열 Ser-NBD1[387-646(D405-436)]과 80% 초과 또는 85% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서

열을 포함할 수 있으며: SXTTTEVVMENVTAFWEEGGTPVLKDINFKIERGQLLAVAGSTGAGKTSLLMVIMGELEPSEGKIKHSGRIS

FCSQFSWIMPGTIKENIIFGVSYDEYRYRSVIKACQLEEDISKFAEKDNIVLGEGGITLSGGQRARISLARAVYKDADLYLLDSPFGYLDVLTEKEIFESCV[0090]

CKLMANKTRILVTSKMEHLKKADKILILHEGSSYFYGTFSELQNLQPDFSSKLMX (서열번호 15), 여기에서 위치 2에의 X는 부재 또

는 L일 수 있으며; 위치 229의 X는 부재 또는 G이다. 대안적으로, NBD는 예를 들어, 서열번호 15와 90% 초과 또

는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. NBD는 또한 서열번호 15와 96% 초과 또는 98% 초

과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. NBD는 예를 들어, 서열번호 16의 aas 1~216과 90% 초과 또

는 95%  초과의 서열 동일성을 갖는 aa  서열을 포함할 수 있으며, 여기에서 위치 2의 X는 부재 또는 L일 수
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있다.

2. 스캐폴드[0091]

스캐폴드 aa 서열은 구조 조직화의 수단으로서 본원에 기술된 ATP-의존성 작용제 작제물에 혼입되어 생체 내에[0092]

서 해당 분자의 반감기를 증가시킬 수 있으며, ADCC, ADCP, 및/또는 CDC를 유도할 수 있는 경우, 이러한 효과기

기능에 대한 기반으로서 작용할 수 있다. 스캐폴드는 이량체 및 고차 복합체(예를 들어, 삼량체)를 형성할 수

있거나, 비-이량체성(비-이량체화)일 수 있다(이 경우, 이들은 이량체 또는 고차 복합체를 형성하지 않음). 본

원에 기술된 작제물 내에 혼입된 스캐폴드는, 예를 들어 면역글로불린(Ig) aa 서열 또는 비-면역글로불린 aa 서

열을 포함할 수 있다.

일부 구현예에서, 스캐폴드 폴리펩티드 서열은 이량체화 또는 다량체화 서열로서 기능하는 면역글로불린 중쇄[0093]

불변 영역(CH2-CH3) 폴리펩티드 서열을 포함한다. 스캐폴드가 면역글로불린(Ig) aa 서열을 포함하는 경우, 이는

면역글로불린 중쇄 불변 영역(CH2-CH3) 폴리펩티드 aa 서열(예를 들어, IgFc aa 서열)을 포함할 수 있다. 스캐

폴드 aa 서열은 예를 들어, 이량체화를 방지하도록 변형된 Ig CH2 및/또는 CH3 aa 서열을 포함할 수 있다. Ig

중쇄 이량체를 안정화시키는 사슬간 이황화 결합에 관여하는 임의의 하나 이상의 시스테인은, 해당 Ig 중쇄 서

열이 동종이량체화되어 사슬간 이황화 결합을 형성할 수 없도록, (예를 들어, 알라닌 또는 세린으로) 치환될 수

있다. 스캐폴드 폴리펩티드는 다음의 야생형(wt) 호모 사피엔스 IgG1 Fc 폴리펩티드 서열(서열번호 56)을 포함

할 수 있다:

[0094]

이량체화를 방지하기 위해 임의로 변형됨. 대안적으로, 스캐폴드는, 예를 들어 서열번호 56과 90% 초과 또는[0095]

95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 스캐폴드는 또한 서열번호 56과 96% 초과 또는 98%

초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

스캐폴드 폴리펩티드는 LALA 치환(L234A, L235A 치환, 각각 굵은 글씨체 및 이탤릭체로 표시된 aas 14 및 15)을[0096]

포함하는, 서열번호 57의 호모 사피엔스 IgG1 Fc aa 서열을 포함할 수 있다:

[0097]

이량체화를 방지하기 위해 임의로 변형됨. 대안적으로, 스캐폴드는, 예를 들어 서열번호 57과 90% 초과 또는[0098]

95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 스캐폴드는 또한 서열번호 57과 96% 초과 또는 98%

초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

비-이량체화  스캐폴드는  인간  단쇄  Fc(scFc)  이량체로서  제조될  수  있다.  예를  들어,  Zhou  등의  문헌[0099]

[Biomaterials 117:24-31 (2017)]을 참조한다. 이러한 scFc 이량체는 IgG1에 기초할 수 있으며, 다음의 서열을

가질 수 있다:

[0100]
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대안적으로, 스캐폴드는, 예를 들어 서열번호 102와 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을[0101]

포함할 수 있다. 스캐폴드는 또한 서열번호 102와 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포

함할 수 있다. 서열번호 102의 스캐폴드 작제물은 ADCC, ADCP, 및 CDC의 유도에 적합하지만, 이하에서 논의되는

"LALA"를 포함하는 치환이 도입되면 이러한 효과기 기능을 유도하는 scFc의 능력을 선택적으로 변경시킬 수 있

다.

스캐폴드  폴리펩티드는  서열번호  58의  wt  호모  사피엔스  IgG2  Fc  폴리펩티드를  포함할  수  있다(GenBank[0102]

AAN76044 아미노산 99~325 참조):

[0103]

이량체화를 방지하기 위해 임의로 변형됨. 대안적으로, 스캐폴드는, 예를 들어 서열번호 58과 90% 초과 또는[0104]

95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 스캐폴드는 또한 서열번호 58과 96% 초과 또는 98%

초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

스캐폴드 폴리펩티드는 서열번호 59의  wt  호모 사피엔스 IgG3  Fc  폴리펩티드를 포함할 수 있다(예를 들어,[0105]

GenBank AAW65947 아미노산 19~246 참조):

[0106]

이량체화를 방지하기 위해 임의로 변형됨. 대안적으로, 스캐폴드는, 예를 들어 서열번호 59와 90% 초과 또는[0107]

95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 스캐폴드는 또한 서열번호 59와 96% 초과 또는 98%

초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

스캐폴드 폴리펩티드는 서열번호 60의 wt 호모 사피엔스 IgG4 Fc 폴리펩티드를 포함할 수 있다.[0108]

[0109]

이량체화를 방지하기 위해 임의로 변형됨. 대안적으로, 스캐폴드는, 예를 들어 서열번호 60과 90% 초과 또는[0110]

95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 스캐폴드는 또한 서열번호 60과 96% 초과 또는 98%

초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

예를 들어, ADCC 및 ADCP를 유도하는 항체의 IgG 부류의 상호작용은 수용체의 Fcγ 계열(FcγR)의 구성원과 결[0111]

합하는 Fc 영역에 의해 발생한다. 인간 단백질 계열은 FcγRI(CD64), FcγRII(이소형 FcγRIIa, FcγRIIb, 및

FcγRIIc를 포함하는 CD32),  및 FcγRIII(이소형 FcγRγIIIa  및 FcγRIIIb를 포함하는 CD16)으로 구성된다.

예를 들어, Lazar 등의 문헌(2006) [PNAS:103 (11), 4005-4010]을 참조한다.

하나 이상의 항체 관련 효과기 기능(예를 들어, ADCC, ADCP, 및/또는 CDC 반응)을 향상시킬 수 있는 변이체는[0112]

다음과 같다: 인간 IgG1에서의, 개별 치환 S239D 및 I332E; 및 S239D/I332E 및 S239D/I332E/A330L에서의 이중

및  삼중  치환.  인간  IgG1  Fc  서열(서열번호 56)에서의  S239D,  I332E,  및  A330L에  상응하는  치환은  S19D,

I112E,  및  A110L이다.  일  구현예에서,  치환은  이중  및  삼중  돌연변이체,  즉  S239D/I332E  또는

S239D/I332E/A330L이다. Lazar 등의 문헌(2006)을 참조한다.
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IgG1 항체에서 하나 이상의 항체 관련 효과기 기능을 향상시키는 다른 치환은 다음을 포함하나 이에 한정되지는[0113]

않는다:Ser298Ala/Glu333Ala/Lys334Ala;  Ser239Asp/Ala330Leu/Ile332Glu;  Ser239Asp/Ile332Glu;

Gly236Ala/Ser239Asp/Ala330Leu/Ile332Glu  ;  Gly236Ala;  Ser239Asp/Ile332Glu/Gly236Ala;

Leu234Tyr/Gly236Trp/Ser298Ala;  Phe243Leu/Arg292Pro/Tyr300Leu/Val305Ile/Pro396Leu;  Lys326Trp/Glu333Ser;

Lys326Ala/Glu333Ser;  Lys326Met/Glu333Ser;  Cys221Asp/Asp222Cys;  Ser267Glu/His268Phe/Ser324Thr;

His268Phe/Ser324Thr;  및  Glu345Arg.  Saunders  KO의  문헌(2019)  [Front.  Immunol.  10:1296.doi:

10.3389/fimmu.2019.01296]을 참조한다. 서열번호 56의 IgG1 Fc 서열에서의 상응하는 위치는 표시된 위치로부터

220을 빼서 구할 수 있다. 일 구현예에서, 적어도 ADCC는 치환에 의해 강화된다. 일 구현예에서, 적어도 ADCP는

치환에 의해 강화된다. 일 구현예에서, 적어도 CDC는 치환에 의해 강화된다. 일 구현예에서, 적어도 보체 고정

은 치환에 의해 강화된다.

IgG1 항체의 하나 이상의 항체 관련 효과기 기능(예를 들어, ADCC, ADCP, 및/또는 CDC 반응)을 실질적으로 감소[0114]

시킬  수  있는  변이체는  다음을  포함하나  이에  한정되지는  않는다:  Leu235Glu;  Leu234Ala/Leu235Ala(LALA);

Ser228Pro/Leu235Glu;  Leu234Ala/Leu235Ala/Pro329Gly;  Pro331Ser/Leu234Glu/Leu235Phe;  Asp265Ala;

Gly237Ala;  Glu318Ala;  Glu233Pro;  및  Gly236Arg/Leu328Arg.  전술한 바와 같이,  서열번호 56으로서 제공된

IgG1 Fc 서열에서의 이들 치환의 상응하는 위치는 표시된 위치로부터 220을 차감함으로써 구할 수 있다. 일 구

현예에서, 스캐폴드 서열은 LALA 치환을 갖는 IgG1 Fc 서열을 포함한다(예를 들어, 서열번호 57 참조). 일 구현

예에서, 적어도 ADCC는 치환에 의해 실질적으로 감소된다. 일 구현예에서, 적어도 ADCP는 치환에 의해 실질적으

로 감소된다. 일 구현예에서, 적어도 CDC는 치환에 의해 실질적으로 감소된다. 일 구현예에서, 적어도 보체 고

정은 치환에 의해 실질적으로 감소된다. 예를 들어, Saunders의 문헌(2019) 및 해당 문헌의 인용 문헌을 참조한

다. 일 구현예에서, IgG1 Fc 치환은 S239D/I332E/A330L일 수 있으며, 이는 CDC 기능을 실질적으로 변경하지 않

고 ADCC를 강화시킨다(Lazar 등의 문헌(2006) 참조).

하나 이상의 항체 관련 효과기 기능을 실질적으로 감소시킬 수 있는 IgG1, IgG2, 및 IgG4 항체 서열의 다른 변[0115]

이체는  다음을  포함하나  이에  한정되지는  않는다:  His268Gln/Val309Leu/Ala330Ser/Pro331Ser(IgG2m4);

Val234Ala/Gly237Ala/Pro238Ser/His268Ala/Val309Leu/Ala330Ser/Pro331Ser(IgG2σ);

Leu234Ala/L235Ala/Gly237Ala/P238Ser/His268Ala/Ala330Ser/Pro331Ser(IgG1σ);  및

S228P/Phe234Ala/Leu235Ala(IgG4PAA). 예를 들어, Saunders의 문헌(2019) 및 해당 문헌의 인용 문헌을 참조한

다.

대안적인 비-이량체화 스캐폴드 도메인은 다음을 포함하나 이에 한정되지 않는다: XTENyl화, 페길화(PEGyl화),[0116]

지질화(웹사이트("www:)  상의  pubs.acs.org/doi/10.1021/acsmedchemlett.8b00226  참조),  인간  혈청  알부민

(HSA)  융합체(웹사이드  nature.com/articles/s42003-021-01790-2  참조),  그리고  항-HSA  펩티드(웹사이드

pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.molpharmaceut.2c00106 참조), 항체 및 항체 단편(예를 들어, ScFvs, FAB, 등)

및  VHH  도메인(웹사이트  semanticscholar.org/paper/Serum-albumin%E2%80%90binding-VHHs-with-variable-pH-

enable-Faassen-Ryan/d34256a0d39a0ab92db9195210fa0fc7430758b6 참조)을 포함하나 이에 한정되지 않는 항HSA

결합 도메인.

3. 링커[0117]

본 개시의 작제물은 선택적으로 임의의 2개의 요소 사이에 위치된 링커를 갖는다. 링커는 NBD aa 서열, 스캐폴[0118]

드 aa 서열, 및 AD 중 임의의 2개 사이에 위치될 수 있다. 링커는 일반적으로 길이가 4 내지 50 aas(예를 들어,

4 내지 25 aas 또는 25 내지 50 aas)인 aa 서열로 구성되며, 무엇보다도 이들의 강성을 기준으로 선택될 수 있

다. 링커는 각각 독립적으로 선택된다.

일부 경우, 링커는 글리신, 세린, 및/또는 알라닌 잔기로 이루어진 가요성 aa 서열이다. 다른 경우, 링커는 글[0119]

리신 및 세린으로 이루어진 aa 서열이다. 예를 들어, 서열 GGGS(서열번호 16) 또는 서열 GGGGS(서열번호 26)는

링커(GGGS)1~10(서열번호 16~25) 또는 (GGGGS)1~10(서열번호 26~35)에서 1~10회 나타나거나 반복될 수 있다. 링커

가 GGGS 또는 GGGGS 서열을 포함하는 일부 경우, 이들 서열은 1~5회 또는 5~10회 나타날 수 있다.

강성 링커는 작제물의 도메인 사이의(예를 들어, 동일한 작제물의 NBD 사이의) 바람직하지 않은 상호작용을 감[0120]

소시키거나 실질적으로 제거하기 위해, 도메인 사이의 실질적으로 고정된 거리 또는 공간적 분리를 유지하는 것

이 바람직한 경우에 사용될 수 있다. 예를 들어, 강성 링커의 사용을 통해, 단일 분자에 존재하는 한 쌍의 NBD

가 자가-결합되는 것이 방지될 수 있다. 예시적인 강성 펩티드 또는 폴리펩티드 링커는 서열 X(EAAAK)n X를 포
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함하는 링커를 포함하며, 여기에서 EAAAK는 링커에서 1 내지 20회(즉, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 또는 20회, 서열번호 36~55) 나타날 수 있으며, X는 부재 또는 알라닌이다.

링커가 X(EAAAK)n X 서열을 포함하는 일부 경우, n은 1~5 또는 5~10일 수 있다. 링커가 X(EAAAK)n X 서열을 포

함하는 일부 경우, n은 11~15 또는 16~20일 수 있다. 대안적으로, 강성 펩티드 링커는 4 내지 40개 아미노산 길

이(예를 들어, 4~20개 또는 20~40개 아미노산)를 갖는 (Lys-Pro), (Glu-Pro), (Thr-Pro-Arg), 및 (Ala-Pro)의

반복부를 포함할 수 있다. 다른 강성 링커는 2~10회 또는 10~20회의 디펩티드 서열 KP 또는 EP의 반복부를 포함

하는 링커를 포함한다.

4. 면역 세포 결합 도메인[0121]

면역 세포 결합 도메인(면역 세포 결합체, "ICE", 또는 "ICEs"(복수일 경우)로도 지칭됨)은 면역 세포 표면 분[0122]

자에 결합할 수 있는 NBD-함유 작제물의 도메인이다. 면역 세포 결합체는 일반적으로 항체 관련 분자/aa 서열

(예를 들어, 항체의 항원 결합 단편, Fab, Fab', 단쇄 항체, scFv, 펩티드 앱타머, 또는 나노바디)이다. 달리

언급되지 않는 한, 면역 세포 결합체는 개별 분자의 세포 표적(예를 들어, 면역 세포 표면 항원)과의 교차결합

및 면역 세포의 표적-외 자극을 방지하기 위해 1가인 것으로 이해된다. 개별 면역 세포 결합체는 일반적으로 작

용제로서 작용할 수 없고 이들이 결합하는 면역 세포를 자극할 수 없지만; 면역 세포 결합체를 보유하는 다수의

작제물이 복합체 내에서 국소화되는 경우(예를 들어, 도 4a의 D 또는 E 참조), 또는 종양 세포의 표면 상에 고

정되는 경우(예를 들어, 도 3의 C에서와 같은 작제물을 사용함), 면역 세포 결합체는 면역 세포 자극/활성화의

작용제로서 기능할 수 있다.

면역 세포 결합체는 TME 내에서 나타나거나 이로 동원될 수 있는 다수의 상이한 면역 세포로 유도될 수 있다.[0123]

이러한 면역 세포 및 이들의 상응하는 면역 세포 결합체의 표적은 표 1에 제시된 것들을 포함한다.

[0124]

표 1에 열거된 것들과 같은 면역 세포 결합체가 TAA에 대해 유도된 종양 특이적 결합제를 포함하는 제2 NBD-함[0125]

유 작제물과 짝을 이루거나 복합체를 형성할 수 있는 제1 NBD-함유 폴리펩티드 작제물 내에 혼입되는 경우, 종

양 세포의 세포 용해를 유도하는 종양 세포의 트랜스-표적화가 관찰될 수 있다(예를 들어, 도 3의 C, D, 및

F~H, 및 또한 도 4a의 복합체 E, F, H, 및 I 참조). 이러한 작제물 및 복합체 내로의 CD3, TCR, 및/또는 CD16

을 포함하나 이에 한정되지 않는 면역 세포 표면 단백질에 대해 유도된 항체 관련 분자/aa 서열의 혼입은 강력

한 세포 용해 작용을 생성할 수 있다. 둘 이상의 유형의 면역 세포와 상호작용하는 면역 세포 결합체가 사용될

경우, 세포 용해 활성은 강화될 수 있다. 일부 예시적인 항-CD3 면역 세포 결합체가 아래에 제공된다.

면역 세포 결합체 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는 UCHT-1  단클론 항체에 기초한 scFv,  항-인간 CD3일 수[0126]

있다: 

AIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIRNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYTSRLESGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCQQGNTLPWTFGQGT[0127]

KVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYSFTGYTMNWVRQAPGKGLEWVALINPYKGVTTYADSVKGRFTISVD

KSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARSGYYGDSDWYFDVWGQGTLVTVSS (서열번호 61). 면역 세포 결합체는 또한 서열번호 61과

90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 또한, 면역 세포 결합체는 서열번호

61과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.
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면역 세포 결합체 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는 UCHT-1  단클론 항체에 기초한 scFv,  항-인간 CD3일 수[0128]

있다:

AIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIRNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYTSRLESGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCQQGNTLPWTFGQGT[0129]

KVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYSFTGYTMNWVRQAPGKGLEWVALINPYKGVSTYNQKFKDRFTISVD

KSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARSGYYGDSDWYFDVWGQGTLVTVSS (서열번호 62). 면역 세포 결합체는 또한 서열번호 62와

90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 또한, 면역 세포 결합체는 서열번호

62와 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

면역  세포  결합체  폴리펩티드는  다음의  서열을  갖는  항-인간  CD3  VHH일  수  있다:[0130]

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSANTMGWYRQAPGKQRELVAGMNTSGSTVYGDSVKGRFTISRDNAKNIAYLQMNSLIPEDTAVYYCTLVQRGP

NYWGQGTQVTVSS (서열번호 63). 면역 세포 결합체는 또한 서열번호 63과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성

을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 또한, 면역 세포 결합체는 서열번호 63과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열

동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

면역 세포 결합체 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는 L2K 항체에 기초한 항-인간 CD3 scFv(vH-vL)일 수 있다:[0131]

DVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGQGLEWIGYINPSRGYTNYADSVKGRFTITTDKSTSTAYMELSSLRSEDTATYYCARYYDD[0132]

HYCLDYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSYMNWYQQKPGKAPKRWIYDTSKVASGVPARFSGSGSGTDY

SLTINSLEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGGGTKVEIK (서열번호 64). 면역 세포 결합체는 또한 서열번호 64와 90% 초과 또는

95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 또한, 면역 세포 결합체는 서열번호 64와 96% 초과

또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

면역 세포 결합체 폴리펩티드는 서열번호 65에 제시된 서열을 갖는 L2K 항체에 기초한 항-인간 CD3 scFv(vH-[0133]

vL)일 수 있으며, 이는 Q43C에서의 시스테인 치환과 G99C(도시된 바와 같은 G233C) 사이의 이황화 결합을 포함

한다:

DVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGCGLEWIGYINPSRGYTNYADSVKGRFTITTDKSTSTAYMELSSLRSEDTATYYCARYYDD[0134]

HYCLDYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSYMNWYQQKPGKAPKRWIYDTSKVASGVPARFSGSGSGTDY

SLTINSLEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGCGTKVEIK (서열번호 65). 면역 세포 결합체는 또한 서열번호 65와 90% 초과 또는

95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 또한, 면역 세포 결합체는 서열번호 65와 96% 초과

또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

면역 세포 결합체 폴리펩티드는 서열번호 66에 제시된 서열을 갖는 L2K 항체에 기초한 항-인간 CD3 scFv (vH-[0135]

vL)일 수 있으며, 이는 Q43C에서의 시스테인 치환과 G100C(도시된 바와 같은 G234C) 사이의 이황화 결합을 포함

한다:

DVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGCGLEWIGYINPSRGYTNYADSVKGRFTITTDKSTSTAYMELSSLRSEDTATYYCARYYDD[0136]

HYCLDYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSYMNWYQQKPGKAPKRWIYDTSKVASGVPARFSGSGSGTDY

SLTINSLEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGGCTKVEIK (서열번호 66). 면역 세포 결합체는 또한 서열번호 66과 90% 초과 또는

95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 또한, 면역 세포 결합체는 서열번호 66과 96% 초과

또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

면역 세포 결합체 폴리펩티드는 서열번호 67에 제시된 서열을 갖는 L2K 항체에 기초한 항-인간 CD3 scFv(vH-[0137]

vL)일 수 있으며, 이는 G44C에서의 시스테인 치환과 G99C(도시된 바와 같은 G233C) 사이의 이황화 결합을 포함

한다:

DVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGQCLEWIGYINPSRGYTNYADSVKGRFTITTDKSTSTAYMELSSLRSEDTATYYCARYYDD[0138]

HYCLDYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSYMNWYQQKPGKAPKRWIYDTSKVASGVPARFSGSGSGTDY

SLTINSLEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGCGTKVEIK (서열번호 67). 면역 세포 결합체는 또한 서열번호 67과 90% 초과 또는

95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 또한, 면역 세포 결합체는 서열번호 67과 96% 초과

또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

면역 세포 결합체 폴리펩티드는 서열번호 68에 제시된 서열을 갖는 L2K 항체에 기초한 항-인간 CD3 scFv (vH-[0139]

vL)일 수 있으며, 이는 G44C에서의 시스테인 치환과 G100C(도시된 바와 같은 G234C) 사이의 이황화 결합을 포함

한다:
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 (서열번호  68).[0140]

면역 세포 결합체는 또한 서열번호 68과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있

다. 또한, 면역 세포 결합체는 서열번호 68과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할

수 있다.

서열번호 61~62 및 64~68에서의 반복부를 함유하는 GGGS(서열번호 16) 및/또는 GGGGS(서열번호 26)는 도메인 사[0141]

이의 링커 서열이다.

5. 면역 세포 활성화 도메인(활성화 도메인)[0142]

본 개시의 작제물 내로 혼입될 수 있는 활성화 도메인("ADs" 또는 "AD"(단수일 경우))은 이량체 또는 고차 복합[0143]

체로서 제시될 경우 항-종양 세포 면역 반응을 자극할 수 있지만, 단독으로 제시될 경우 면역 세포를 자극하는

능력이 제한된 다양한 분자 또는 분자의 단편(예를 들어, 사이토카인의 단편)을 포함한다. 최대 활성을 위해 수

용체 가교 결합을 필요로 하는 일부 면역 세포 작용제는 CD40L, CD28, IFN-g, 및 IL-12를 포함하나 이에 한정되

지 않는다. 항종양 세포 면역 반응은, 예를 들어, AD를 포함하는 작제물에 의한 NK  세포 또는 T  세포(예를

들어, CD8+ T 세포)의 자극으로부터 생성될 수 있으며, 이는 과립 의존성 및 과립 독립적 반응을 포함할 수 있

다.

AD는, 예를 들어 TNF, 림프독소 α, 림프독소 αβ, 및 BAFF(CD25)와 같은 TNF 상과 구성원의 aa 서열을 포함할[0144]

수 있다. AD는 또한, 예를 들어 CD80 및 CD86과 같은 B7 상과 구성원의 aa 서열을 포함할 수 있다. AD는 또한,

예를 들어, IL-15, IL-12, IL-2, 또는 IL-7의 전부 또는 일부(예를 들어, 세포외 도메인의 전부 또는 일부)의

aa 서열을 포함할 수 있다. AD는, 예를 들어 IL-12의 aa 서열의 전부 또는 일부(예를 들어, 인간 IL-12의 하나

또는 둘 모두의 서브유닛)를 포함할 수 있다.

예로서, TME에서 발견되는 ATP 수준의 존재 하에서 동종이량체화하거나(예를 들어, 도 2의 A 및 C 참조) 동종이[0145]

량체 복합체를 형성하는(예를 들어, 도 4a의 A 참조) 작제물에 사용될 수 있는 일부 AD의 예는 다음을 포함하나

이에 한정되지 않는 면역조절 aa 서열을 포함한다: IL-15, IL-12, 또는 IL-7. 항-PD1, 항-PDL1, 항-CD40, 항-

CD40L, 항-CD137/4-1BB, 항-TGFβ, 항-IL-10, 또는 항-IL10R 결합 활성을 갖는 항체 관련 서열(예를 들어, 단

쇄 scFV 또는 나노바디 서열) 또한 사용될 수 있다.

전술한 것 이외에, CpG 반복부 또는 하나 이상의 IMT504 서열을 갖는 핵산을 포함하는 핵산이 AD로서 사용될 수[0146]

있으며, 이는 동종이량체화 또는 이종이량체화 NBD-함유 작제물 내에 혼입될 수 있다.

AD는, 예를 들어, CD80 폴리펩티드 aa 서열을 포함할 수 있다:[0147]

[0148]

대안적으로, AD는 서열번호 99와 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함할 수 있다. AD[0149]

는 또한, 서열번호 99의 적어도 170개 또는 180개의 연속 aas와 적어도 96% 또는 적어도 98%의 서열 동일성을

갖는 서열을 포함할 수 있다.  

AD는, 예를 들어, CD86(IgV-IgC 도메인)을 포함하는 CD86 폴리펩티드 aa 서열을 포함할 수 있다:[0150]

[0151]
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또는 CD86 IgV 도메인:[0152]

[0153]

대안적으로, AD는 서열번호 100 또는 101과 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함할[0154]

수 있다. AD는 또한, 서열번호 100 또는 101의 적어도 100개 또는 110개의 연속 aas와 적어도 96% 또는 적어도

98%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함할 수 있다.

AD는, 예를 들어, 작용제로서 IL-12에 결합하는 aa 서열(예를 들어, IL-12 또는 항-CD28 scFv 또는 나노바디 aa[0155]

서열)을 포함할 수 있다. AD는, 예를 들어, 다음의 서열을 포함하는 단쇄 IL-12를 포함할 수 있다:

[0156]

이는 p40 서브유닛의 단편, GGGGS의 링커 반복부, 및 P35 서브유닛의 단편을 포함함. 대안적으로, AD는 서열번[0157]

호 90과 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함할 수 있다. AD는 또한, 서열번호 90의

적어도 480개 또는 500개의 연속 aas와 적어도 96% 또는 적어도 98%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함할 수 있

다.

전술한 바와 같이, 본 개시의 작제물은 ATP의 존재 하에서 이종이량체화되는 NBD를 포함할 수 있다. 따라서, 이[0158]

종이량체화 NBD를 포함하는 제1 작제물과 제2 작제물 간의 복합체는 AD의 조립에 사용될 수 있다(예를 들어, 도

2의 B 및 D 참조). 예를 들어, IL-12 AD는 다음을 사용하여 ATP의 존재 하에서 형성될 수 있다:

(i) 다음의 서열을 포함하는, (제1 면역조절 도메인으로서) p40 서브유닛을 포함하는 제1 작제물:[0159]

[0160]

또는 서열번호 91과 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성을 갖는 서열; 및 [0161]

(ii) 다음의 서열을 포함하는, (제2 면역조절 도메인으로서) p35 서브유닛을 포함하는 제2 작제물:[0162]

[0163]

또는 서열번호 92와 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성을 갖는 서열.[0164]

AD는, 예를 들어, PD1에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-PD1 scFv 또는 나노바디 aa 서열), 또는 PDL1에 결합[0165]

하는 aa 서열(예를 들어, 항-PDL1 scFv 또는 나노바디 aa 서열)의 전부 또는 일부를 포함할 수 있다.

AD는, 예를 들어, CD40에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-CD40 scFv 또는 나노바디 aa 서열 또는 CD40L aa 서[0166]
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열), 또는 CD40L에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-CD40L scFv 또는 나노바디 aa 서열, 또는 CD40 aa 서열)을

포함할 수 있다. AD로서 사용될 수 있는 폴리펩티드는 다음의 CD40L aa 서열을 포함할 수 있다:

[0167]

또는 서열번호 96과 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성을 갖는 서열. 대안적으로, AD로서 사용될 수 있[0168]

는 폴리펩티드는 링커 서열(예를 들어, GGGGS 반복부를 포함하는 링커 서열)에 의해 분리된 다음의 CD40L aa 서

열의 삼량체를 포함한다:

[0169]

또는 서열번호 95와 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성을 갖는 서열.[0170]

AD는, 예를 들어, CD137/4-1BB에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-CD137 scFv  또는 나노바디 aa 서열, 또는[0171]

CD137L/4-1BBL aa 서열), 또는 TGFβ에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-TGFβ scFv 또는 나노바디 aa 서열,

또는 TGFBRII aa 서열)을 포함할 수 있다. AD로서 사용될 수 있는 폴리펩티드는 다음의 4-1BBL aa 서열을 포함

할 수 있다:

[0172]

또는 서열번호 94와 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성을 갖는 서열. 대안적으로, AD로서 사용될 수 있[0173]

는 폴리펩티드는 링커 서열(예를 들어, GGGGS 반복부를 포함하는 링커 서열)에 의해 분리된 다음의 4-1BBL aa

서열의 삼량체를 포함한다:

[0174]

또는 서열번호 93과 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성을 갖는 서열.[0175]

AD는, 예를 들어, IL-10에 결합하는 aa  서열(예를 들어, 항-IL-10  scFv  또는 나노바디 aa  서열), 또는 IL-[0176]

10R에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-IL-10R scFv 또는 나노바디 aa 서열)을 포함할 수 있다.
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AD는 예를 들어, CD3에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-CD3 scFv 또는 나노바디 aa 서열)을 포함할 수 있다.[0177]

AD는 예를 들어, CTLA-4에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-CTLA-4 scFv 또는 나노바디 aa 서열)을 포함할 수[0178]

있다.

AD는 예를 들어, CD28에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-CD28 scFv 또는 나노바디 aa 서열)을 포함할 수 있다.[0179]

AD로서 사용될 수 있는 항-CD28 scFv는 다음의 서열을 포함할 수 있다: 

[0180]

대안적으로, AD는 서열번호 89와 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함할 수 있다. AD[0181]

는 또한, 서열번호 89의 적어도 220개 또는 230개의 연속 aas와 적어도 96% 또는 적어도 98%의 서열 동일성을

갖는 서열을 포함할 수 있다.

AD는, 예를 들어, 인터페론-γ(IFN-γ) 폴리펩티드 서열, 또는 IFN-γ 수용체에 결합하는 aa 서열(예를 들어,[0182]

항-IFN-γ 수용체 scFv 또는 나노바디 aa 서열)을 포함할 수 있다. IFN-γ AD로서 사용될 수 있는 scIFN-γ 폴

리펩티드는 다음의 서열을 포함할 수 있다:

[0183]

대안적으로, AD는 서열번호 97과 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함할 수 있다. AD[0184]

는 또한, 서열번호 97의 적어도 220개 또는 230개의 연속 aas와 적어도 96% 또는 적어도 98%의 서열 동일성을

갖는 서열을 포함할 수 있다.

AD는 예를 들어, CD16에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-CD16 scFv 또는 나노바디 aa 서열)을 포함할 수 있다.[0185]

AD로서 사용될 수 있는 항-CD16 VHH 폴리펩티드는 다음 중 하나를 포함할 수 있다: 

[0186]

대안적으로, AD는 서열번호 98 또는 103과 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함할 수[0187]

있다. AD는 또한, 서열번호 98 또는 103의 적어도 100개 또는 110개의 연속 aas와 적어도 96% 또는 적어도 98%

의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함할 수 있다.

AD는 aa 서열로 구성될 필요는 없으며, 예를 들어 핵산 서열로 구성될 수 있다. 핵산 AD의 비제한적인 예는, 선[0188]

택적으로 1, 2 또는 3개의 뉴클레오티드 치환, 결실, 또는 삽입을 갖는, CpG 반복부(예를 들어, CpG 올리고데옥

시뉴클레오티드  서열)  또는  IMT504(TCATCATTTTGTCATTTTGTCATT(서열번호  69,  예를  들어,  Insula  등의  문헌

(2007) [Stem Cells, 25:1047-1054] 참조)를 포함하는 핵산 서열을 포함한다.

6. 종양 특이적 결합 도메인[0189]

본원에 기술된 작제물의 종양 특이적 결합 도메인(종양 특이적 결합제, 또는 "TSB"로도 지칭됨)은 종양 세포 표[0190]

면 상에서 발현된 표적 분자에 결합함으로써 작제물을 종양 세포에 유도하는 표적화 서열로서 기능하는 폴리펩

티드 aa 서열이다. 표적 분자는, 세포 표면 발현이 하나 이상의 암 세포 유형으로 제한되거나 실질적으로 제한
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되는 종양 연관 항원("TAA")(본원에서 암 연관 항원 또는 "CAA"로도 지칭됨)일 수 있다. 발현이 종양 세포로 제

한되거나 실질적으로 제한되는 분자 이외에, 종양 세포의 표면 상에 존재하는 다른 분자가 표적화될 수 있으며,

이는 종양 세포에서 상향 조절될 수 있는, 정상(형질전환되지 않은) 세포에서 발현된 세포 단백질을 포함하나

이에 한정되지 않는다. 정상 및 다수의 종양 세포(예를 들어, 형질전환된 종양 세포) 상에서 발현되는 관문 단

백질(예를 들어, T 세포 활성화의 V-도메인 Ig 억제제 또는 "VISTA", T 세포 면역글로불린 및 뮤신 도메인 3 또

는 "Tim-3", 및 프로그래밍된 사멸 리간드 1 또는 "PD-L1") 또한 TSB에 대한 표적 분자로서 작용할 수 있다. 면

역 회피 또는 탈출의 수단으로서 종양 세포에 의해 종종 상향 조절되는 관문 단백질의 표적화는 종양 세포의 표

면 상에서 풍부하게 발현될 수 있는 표적을 제공하는 동시에 TSB에 의한 관문 억제를 제공한다. 형질전환된 종

양 세포 상에서의 발현에 실질적으로 제한되지 않는 단백질은 종양 세포 상에서 발현될 경우 TSB의 표적으로 간

주된다. 이들은 TSB의 표적으로 간주되며, 이는 TSB에 의해 유도된 임의의 면역 반응은 ATP 수준이 충분히 높아

TSB의 AD 또는 면역 세포 결합체에 대한 결합 또는 복합화를 허용하고 이러한 요소에 커플링된 NBD를 통해 TSB

에 의해 지시된 모든 면역 반응이 TME로 제한되기 때문이다(예를 들어, 도 3, 도 4a 및 4b 참조). TSB는, 예를

들어, 폴리펩티드 및 다른 분자, 예컨대 항체의 항원 결합 단편, Fab, Fab', 및 단쇄 항체를 포함하는 폴리펩티

드, scFv, 펩티드 앱타머, 또는 나노바디 aa 서열을 포함한다.

TSB에 의해 표적화될 수 있는 고형 종양과 연관된 일부 TAA는 다음을 포함하나 이에 한정되지 않는다: 탄산 무[0191]

수효소 IX(CAIX), 카드헤린, 암배아 항원(CEA), 세포- 중간엽 상피 전이 인자(c-MET), 세포독성 T-림프구 연관

단백질 4(CTLA-4), 표피 성장 인자 수용체(EGFR) 계열 구성원, 상피 세포 부착 분자(EpCAM), 에프린 A형 수용체

3(EphA3), 섬유아세포 활성화 단백질 알파(FAP), 엽산-결합 단백질, 엽산 수용체 알파(FR-알파), Erb-B2 수용체

티로신 키나아제 2(HER2), Erb-B2 수용체 티로신 키나아제 3(HER3), 인슐린 유사 성장 인자 1 수용체(IGF-1R),

인테그린  αVβ3,  인테그린 α5β1,  용질  담체 계열 39  구성원 6(Liv1),  흑색종-연관 항원 계열 A  구성원

(MAGEA), 흑색종-연관 항원 계열 C 구성원(MAGEC), 메소텔린, 뮤신(예를 들어, MUC1), 뉴욕 식도 편평 세포 암

종 1 단백질(NY-ESO-1, 암/고환 항원 1A, 암/고환 항원 1B), 암/고환 항원 2(NY-ESO-2, CTAG2), 전립선 특이적

막 항원(PSMA), 핵 인자 카파 B 리간드의 수용체 활성화제(RANKL), 수용체 티로신 키나아제 유사 고아 수용체

1(ROR1), 테나신, TNF 수용체 상과 구성원 10a(TRAILR1), TNF 수용체 상과 구성원 10b(TRAILR2), 및 혈관 내피

성장 인자 수용체(VEGFR).

TSB에 의해 표적화될 수 있는 고형 종양과 연관된 일부 TAA는 다음을 포함하나 이에 한정되지 않는다: 암/고환[0192]

항원 1A, 암/고환 항원 1B, 또는 암/고환 항원 2(NY-ESO-2, CTAG2),

TSB에 의해 표적화될 수 있는 고형 종양과 연관된 일부 TAA는 다음을 포함하나 이에 한정되지 않는다: MAGEA-1,[0193]

MAGEA-4, 또는 MAGEA-9.

TSB에 의해 표적화될 수 있는 고형 종양과 연관된 일부 TAA는 다음을 포함하나 이에 한정되지 않는다: MAGEC-1,[0194]

MAGEC-2, 또는 MAGEC-3.

TSB의 표적으로서 기능할 수 있는 일부 관문 단백질은 다음을 포함하나 이에 한정되지 않는다: VISTA, TIM-3,[0195]

PD-L1, CTLA-4, 및 LAG-3.

TSB 폴리펩티드는 쥣과 유래 SS1 항체와 관련된 항-인간 메소텔린 scFv 폴리펩티드일 수 있으며, 또한 다음의[0196]

서열을  갖는  아마툭시맙에  사용된다:

QVQLQQSGPELEKPGASVKISCKASGYSFTGYTMNWVKQSHGKSLEWIGLITPYNGASSYNQKFRGKATLTVDKSSSTAYMDLLSLTSEDSAVYFCARGGYD

GRGFDYWGSGTPVTVSSGXGGSGGGGSGGGGSDIELTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMHWYQQKSGTSPKRWIYDTSKLASGVPGRFSGSGSGNSY

SLTISSVEAEDDATYYCQQWSKHPLTFGSGTKVEIK, 여기에서 X는 V 또는 G임(서열번호 70). TSB 폴리펩티드는 또한 해당

서열과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, TSB 폴리펩티드

는 해당 서열과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

TSB 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, 단클론 항체 YP218과 관련된 항-인간 메소텔린 scFv(vH-vL) 폴리펩티드[0197]

를 포함할 수 있다:

QEQLVESGGGLVQPGASLTLTCTASGIDFSRYYMCWVRQAPGKGLEGIACIYIGGSGSTYYASWAKGRFTISKASSTTVTLQMTSLTAADTATYFCARGTNL[0198]

NYIFRLWGPGTLVTVSSGXGGSGGGGSGGGGSDVVMTQTPASVSEPVGGTVTIKCQASQRISSYLSWYQQKPGQRPKLLIFGASTLASGVPSRFKGSGSGTE

YTLTISDLECADAATYYCQSYAYFDSNNWHAFGGGTEVVV,  여기에서 X는 V 또는 G임(서열번호 71).  TSB  폴리펩티드는 또한

해당 서열과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, TSB 폴리펩

티드는 해당 서열과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.
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TSB 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, 단클론 항체 YP218과 관련된 항-인간 메소텔린 scFv(vL-vH) 폴리펩티드[0199]

를 포함할 수 있다:

DVVMTQTPASVSEPVGGTVTIKCQASQRISSYLSWYQQKPGQRPKLLIFGASTLASGVPSRFKGSGSGTEYTLTISDLECADAATYYCQSYAYFDSNNWHAF[0200]

GGGTEVVVGXGGSGGGGSGGGGSQEQLVESGGGLVQPGASLTLTCTASGIDFSRYYMCWVRQAPGKGLEGIACIYIGGSGSTYYASWAKGRFTISKASSTTV

TLQMTSLTAADTATYFCARGTNLNYIFRLWGPGTLVTVSS,  여기에서 X는 V 또는 G임(서열번호 72).  TSB  폴리펩티드는 또한

해당 서열과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, TSB 폴리펩

티드는 해당 서열과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

TSB 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, 단클론 항체 15B6과 관련된 항-인간 메소텔린 scFv(vH-vL) 폴리펩티드를[0201]

포함할 수 있다: 

EVQLQQSGPVLVKPGASVKISCKASGYSFTGYYMHWVRQSNGKSLEWIGRINPYTGVPSYKHNFKDKASLTVDKSSSTAYMELHSLTSEDSAVYYCARELGG[0202]

YWGQGTTLTVSSGXGGSGGGGSGGGGSQAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTGNYPNWVQEKPDHLFTGLIAGTNNRAPGVPARFSGSLIGDKAAL

TITGAQTEDEAIYFCALWFSSHWVFGGGTKLTVLG.  여기에서 X는 V 또는 G임(서열번호 73). TSB 폴리펩티드는 또한 해당

서열과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, TSB 폴리펩티드

는 해당 서열과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

TSB 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, 단클론 항체 15B6과 관련된 항-인간 메소텔린 scFv(vL-vH) 폴리펩티드를[0203]

포함할 수 있다:

PDHLFTGLIAGTNNRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWFSSHWVFGGGTKLTVLGGXGGSGGGGSGGGGSEVQLQQSGPVLVKPGASV[0204]

KISCKASGYSFTGYYMHWVRQSNGKSLEWIGRINPYTGVPSYKHNFKDKASLTVDKSSSTAYMELHSLTSEDSAVYYCARELGGYWGQGTTLTVSS,  여기

에서 X는 V 또는 G임(서열번호 74). TSB 폴리펩티드는 또한 해당 서열과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성

을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, TSB 폴리펩티드는 해당 서열과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열

동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

TSB 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, vL과 vH 위치, G102C와 K43C(도시된 바와 같은 K168C) 사이에 이황화 결[0205]

합을 갖는 단클론 항체 15B6과 관련된 항-인간 메소텔린 scFv(vL-vH) 폴리펩티드를 포함할 수 있다:

QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTGNYPNWVQEKPDHLFTGLIAGTNNRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWFSSHWVFGC[0206]

GTKLTVLGGGGGSGGGGSGGGGSEVQLQQSGPVLVKPGASVKISCKASGYSFTGYYMHWVRQSNGCSLEWIGRINPYTGVPSYKHNFKDKASLTVDKSSSTA

YMELHSLTSEDSAVYYCARELGGYWGQGTTLTVSS (서열번호 75). TSB 폴리펩티드는 또한 해당 서열과 90% 초과 또는 95%

초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, TSB 폴리펩티드는 해당 서열과 96% 초과 또

는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

TSB 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, vL과 vH 위치, G102C와 S44C(도시된 바와 같은 S169C) 사이에 이황화 결[0207]

합을 갖는 단클론 항체 15B6과 관련된 항-인간 메소텔린 scFv(vL-vH) 폴리펩티드를 포함할 수 있다:

QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTGNYPNWVQEKPDHLFTGLIAGTNNRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWFSSHWVFGC[0208]

GTKLTVLGGGGGSGGGGSGGGGSEVQLQQSGPVLVKPGASVKISCKASGYSFTGYYMHWVRQSNGKCLEWIGRINPYTGVPSYKHNFKDKASLTVDKSSSTA

YMELHSLTSEDSAVYYCARELGGYWGQGTTLTVSS (서열번호 76). TSB 폴리펩티드는 또한 해당 서열과 90% 초과 또는 95%

초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, TSB 폴리펩티드는 해당 서열과 96% 초과 또

는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

TSB 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, vL과 vH 위치, G103C와 K43C(도시된 바와 같은 K168C) 사이에 이황화 결[0209]

합을 갖는 단클론 항체 15B6과 관련된 항-인간 메소텔린 scFv(vL-vH) 폴리펩티드를 포함할 수 있다:

QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTGNYPNWVQEKPDHLFTGLIAGTNNRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWFSSHWVFGG[0210]

CTKLTVLGGGGGSGGGGSGGGGSEVQLQQSGPVLVKPGASVKISCKASGYSFTGYYMHWVRQSNGCSLEWIGRINPYTGVPSYKHNFKDKASLTVDKSSSTA

YMELHSLTSEDSAVYYCARELGGYWGQGTTLTVSS (서열번호 77). TSB 폴리펩티드는 또한 해당 서열과 90% 초과 또는 95%

초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, TSB 폴리펩티드는 해당 서열과 96% 초과 또

는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

TSB 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, vL과 vH 위치, G103C와 S44C(도시된 바와 같은 S169C) 사이에 이황화 결[0211]

합을 갖는 단클론 항체 15B6과 관련된 항-인간 메소텔린 scFv(vL-vH) 폴리펩티드를 포함할 수 있다:

QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTGNYPNWVQEKPDHLFTGLIAGTNNRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWFSSHWVFGG[0212]
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CTKLTVLGGGGGSGGGGSGGGGSEVQLQQSGPVLVKPGASVKISCKASGYSFTGYYMHWVRQSNGKCLEWIGRINPYTGVPSYKHNFKDKASLTVDKSSSTA

YMELHSLTSEDSAVYYCARELGGYWGQGTTLTVSS (서열번호 78). TSB 폴리펩티드는 또한 해당 서열과 90% 초과 또는 95%

초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, TSB 폴리펩티드는 해당 서열과 96% 초과 또

는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

TSB 결합제 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, 단클론 항체 SD1과 관련된 항-인간 메소텔린(VHH) 폴리펩티드를[0213]

포함할 수 있다:

QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASDFDFAAYEMSWVRQAPGQGLEWVAIISHDGIDKYYTDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNTLRAEDTATYYCLRLGAV[0214]

GQGTLVTVSSS (서열번호 79). TSB 폴리펩티드는 또한 해당 서열과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는

aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, TSB 폴리펩티드는 해당 서열과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성

을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

TSB 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, 단클론 항체 MT201 및 아데카투무맙과 관련된 항-인간 EpCAM scFv(vH-[0215]

vL) 폴리펩티드를 포함할 수 있다:

EVQLLESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDMGW[0216]

GSGWRPYYYYGMDVWGQGTTVTVSSGXGGSGGGGSGGGGSELQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSQSISSYLNWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRF

SGSGSGTDFTLTISSLQPEDSATYYCQQSYDIPYTFGQGTKLEIKRTV, 여기에서 X는 V 또는 G임(서열번호 80). TSB 폴리펩티드

는 또한 해당 서열과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로,

TSB 폴리펩티드는 해당 서열과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

TSB 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, 단클론 항체 MT201 및 아데카투무맙과 관련된 항-인간 EpCAM scFv(vL-[0217]

vH) 폴리펩티드를 포함할 수 있다:

ELQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSQSISSYLNWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDSATYYCQQSYDIPYTFGQGT[0218]

KLEIKRTVGXGGSGGGGSGGGGSEVQLLESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTL

YLQMNSLRAEDTAVYYCAKDMGWGSGWRPYYYYGMDVWGQGTTVTVSS, 여기에서 X는 V 또는 G임(서열번호 81). TSB 폴리펩티드

는 또한 해당 서열과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로,

TSB 폴리펩티드는 해당 서열과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

TSB 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, 이필리무맙과 관련된 항-인간 CTLA-4 scFv(vL-vH) 폴리펩티드를 포함할[0219]

수 있다:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGAFSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGQG[0220]

TKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVRQAPGKGLEWVTFISYDGNNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY

LQMNSLRAEDTAIYYCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSS  (서열번호 82). TSB 폴리펩티드는 또한 해당 서열과 90% 초과 또는

95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, TSB 폴리펩티드는 해당 서열과 96% 초

과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

TSB 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, vL과 vH 위치, Q101C와 K43C(도시된 바와 같은 K167C) 사이에 이황화 결[0221]

합을 갖는 이필리무맙과 관련된 항-인간 CTLA-4 scFv(vL-vH) 폴리펩티드를 포함할 수 있다:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGAFSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGCG[0222]

TKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVRQAPGCGLEWVTFISYDGNNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY

LQMNSLRAEDTAIYYCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSS  (서열번호 83). TSB 폴리펩티드는 또한 해당 서열과 90% 초과 또는

95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, TSB 폴리펩티드는 해당 서열과 96% 초

과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

TSB 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, vL과 vH 위치, Q101C와 G44C(도시된 바와 같은 G167C) 사이에 이황화 결[0223]

합을 갖는 이필리무맙과 관련된 항-인간 CTLA-4 scFv(vL-vH) 폴리펩티드를 포함할 수 있다:

IVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGAFSRATGIEPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGCG[0224]

TKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVRQAPGKCLEWVTFISYDGNNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY

LQMNSLRAEDTAIYYCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSS  (서열번호 84). TSB 폴리펩티드는 또한 해당 서열과 90% 초과 또는

95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, TSB 폴리펩티드는 해당 서열과 96% 초

과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.
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TSB 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, vL과 vH 위치, G102C와 K43C(도시된 바와 같은 K167C) 사이에 이황화 결[0225]

합을 갖는 이필리무맙과 관련된 항-인간 CTLA-4 scFv(vL-vH) 폴리펩티드를 포함할 수 있다:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGAFSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGQC[0226]

TKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVRQAPGCGLEWVTFISYDGNNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY

LQMNSLRAEDTAIYYCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSS (서열번호 85). 종양 특이적 결합제 폴리펩티드는 또한 해당 서열과

90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, 종양 특이적 결합제 폴

리펩티드는 해당 서열과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

TSB 폴리펩티드는 다음의 서열을 갖는, vL과 vH 위치, G102C와 G44C(도시된 바와 같은 G168C) 사이에 이황화 결[0227]

합을 갖는 이필리무맙과 관련된 항-인간 CTLA-4 scFv(vL-vH) 폴리펩티드를 포함할 수 있다:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGAFSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGQC[0228]

TKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVRQAPGKCLEWVTFISYDGNNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLY

LQMNSLRAEDTAIYYCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSS  (서열번호 86). TSB 폴리펩티드는 또한 해당 서열과 90% 초과 또는

95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다. 대안적으로, TSB 폴리펩티드는 해당 서열과 96% 초

과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함할 수 있다.

서열번호 70~86에서의 링커 서열은 굵은 글씨체 및 이탤릭체로 표시되어 있다.[0229]

E. 제조 방법[0230]

본  개시는  포유류  세포(CHO  세포),  효모  세포(예를  들어,  피카  파스토리스(pica  pastoris)),  소도프테라[0231]

(sodoptera) 세포, 또는 박테리아 세포(예를 들어, 대장균 세포)에서 작제물을 암호화하는 핵산의 전사 및 번역

에 의한 본원에 개시된 작제물의 제조를 포함하며 이를 제공한다. 작제물의 일부는 또한, 예컨대 위에서 논의된

바와 같은 세포 발현, 화학적 합성 등에 의해 별도로 제조될 수 있으며, 이에 이어서 하나 이상의 화학적 또는

효소적 공정을 사용하여 함께 접합될 수 있다. 실제로, 효소 수단, 자가 촉매 단백질 스플라이싱, 또는 화학적

가교 결합(예를 들어, 이종이작용성 가교 결합기를 사용함)은, 예를 들어, AD를 NBD에, TSB를 NBD에, 그리고/또

는 NBD를 면역 세포 결합체에 커플링(예를 들어, 공유 부착)하는 데 사용될 수 있다. 커플링될 성분이 모두 aa

서열로 구성되는 경우, 효소 수단 및 자가 촉매 단백질 스플라이싱은 해당 커플링 반응의 화학량론 및 구조 둘

모두를 허용하며, 잠재적 이차 커플링 반응을 실질적으로 회피하는 커플링 옵션을 나타낸다. 예를 들어, 분류효

소 및 분할 인테인은 NBD를 포함하는 서열을 AD, TSB 결합제, 또는 면역 세포 결합체에 첨부하는 데 사용될 수

있다. 예를 들어, Bhagawati 등의 문헌[Proc Natl Acad Sci U S A, 116(44):22164-22172 (2019)]을 참조한다.

대안적으로, 화농연쇄구균(Streptococcus pyogenes) 유래의 FbaB 단백질의 CnaB2 도메인을 사용할 수 있는 효소

촉매화 SpyTag/SpyCatcher  시스템이 AD를  NBD를  포함하는 폴리펩티드에 접합하는 데 사용될 수 있다.  예를

들어, Reddington 및 Howarth의 문헌[Curr. Opin in Chem. Biol., 29: 94-99 (2015)]을 참조한다.

본원에 기술된 작제물의 성분을 커플링시키기 위한 순수 효소 및 화학적 접합 방법 이외에, 단백질-단백질 상호[0232]

작용의 특이성을 화학적 접합과 조합하는 친화도 유도 방법이 사용될 수도 있다. 친화도 유도 화학적 접합은 효

율적이고 용이하며 특이적인 화학적 접합 반응을 제공한다. 이러한 방법 중 하나인, PEptide-DIrected Photo-

cross-linking(PEDIP)은 Park 등의 문헌(2018) [Bioconjug Chem., 29:3240-3244]에 기술되어 있으며, 해당 방

법은 폴리펩티드를 항체 중쇄 불변 영역에 커플링시키는 것으로 입증되었다. 또한, Kishomoto 등의 문헌(2019)

[Bioconjug Chem., 30(3):697-702]을 참조한다.

AD가 생물학적 시스템에서 번역될 수 있는 aa 서열이 아닌 경우(예를 들어, AD가 CpG 올리고데옥시뉴클레오티드[0233]

와 같은 핵산인 경우), 이는 예를 들어, 이작용성 가교제(예를 들어, 동종이작용성 또는 이종이작용성 가교제)

를 사용하여 분자의 다른 부분에 커플링될 수 있다.

작제물은 당업계에 공지된 다양한 방법을 사용하여 정제될 수 있다. 예를 들어, 작제물이 스캐폴드로서 IgFc 영[0234]

역을 포함하는 경우, 이는 단백질 A 또는 단백질 G 크로마토그래피에 의해 정제될 수 있다. 작제물은, 뉴클레오

티드 친화도 크로마토그래피, 또는 Cibacron Blue F3GA, Procion Blue HB, 또는 Reactive blue 2를 친화도 리

간드로서 사용하는 염료-리간드 친화도 크로마토그래피에 의해 정제될 수 있다. 생성물의 정제를 위해, 크기 배

제 크로마토그래피가 단독으로 또는 친화도 크로마토그래피와 조합되어 사용될 수 있다.

F. 제형 및 치료 방법[0235]

본원에 개시된 NBD-함유 작제물 및 복합체(예를 들어, 도 2~4 참조)는 약학적으로 허용 가능한 성분을 포함하는[0236]
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조성물로 제형화될 수 있다.

조성물은 비경구 및/또는 다른 형태의 투여용으로 제조될 수 있다. 작제물 또는 작제물을 포함하는 조성물은 정[0237]

맥내, 근육내, 피하, 종양내, 또는 림프구내와 같은 임의의 적절한 경로에 의해 투여될 수 있다. 작제물은 또한

작제물과 상승적으로 또는 비-상승적으로 작용하는 하나 이상의 다른 제제와 함께 투여될 수 있다. 예를 들어,

본 개시의 작제물(예를 들어, IL-12 활성화 도메인을 포함하는 작제물)은 면역 관문 억제제, 예컨대 펨브롤리주

맙(Keytruda®, PD-1 표적화), 아벨루맙(Bavencio®, PD-L1 표적화), 또는 이필리무맙(Yervoy®, CTLA-4 표적

화)과 함께 투여될 수 있다.

정상 조직 대비 상승된 수준의 ATP를 함유하는 임의의 고형 종양은 본 개시의 작제물을 사용하여 치료될 수 있[0238]

다. 치료 가능한 종양은 중피종, 흑색종, 육종, 암종, 암육종, 림프종, 및 생식 세포 종양을 포함한다. 대표적

인 암종은 대장 암종, 유방 암종, 신경내분비 종양, 폐 암종, 및 위 암종을 포함하나 이에 한정되지 않는다. 예

를 들어, 종양은 폐, 간, 피부, 위장관, 췌장, 뇌, 또는 생식 조직(예를 들어, 난소 육종) 종양일 수 있다.

VI. 양태[0239]

1. 폴리펩티드 작제물로서, 뉴클레오티드 결합 도메인(NBD) 아미노산(aa) 서열, 및 선택적으로 링커 펩티드 서[0240]

열에 의해 연결된 활성화 도메인(AD) aa 서열을 포함하며: 여기에서 상기 NBD는 하나 이상의 아데노신 삼인산

(ATP) 결합 부위를 포함하고, ATP의 존재 하에 동족 비-동일 NBD(예를 들어, 이종이량체화될 수 있는 TAP1 또는

TAP2의 NBD)와 동종이량체화되거나 이종이량체화될 수 있는, 폴리펩티드 작제물.

2. 양태 1에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, (i) NBD, 선택적인 링커, 및 AD aa 서열, 또는[0241]

(ii) AD, 선택적인 링커, 및 NBD aa 서열로서 구성되는, 폴리펩티드 작제물.

3. 양태 1 또는 2에 있어서, 독립적으로 선택된 링커 aa 서열에 의해 선택적으로 연결된, NBD aa 서열, 스캐폴[0242]

드 aa 서열, 및 AD 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물.

4. 양태 3에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, NBD, 스캐폴드, 및 AD aa 서열을 포함하는, 폴리[0243]

펩티드 작제물.

5. 양태 3에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, NBD, AD, 및 스캐폴드 aa 서열을 포함하는, 폴리[0244]

펩티드 작제물.

6. 양태 3에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, AD, 스캐폴드, 및 NBD aa 서열을 포함하는, 폴리[0245]

펩티드 작제물.

7. 양태 3에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, AD, NBD, 및 스캐폴드 aa 서열을 포함하는, 폴리[0246]

펩티드 작제물.

8. 양태 3에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, 스캐폴드, AD, 및 NBD aa 서열을 포함하는, 폴리[0247]

펩티드 작제물.

9. 양태 3에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, 스캐폴드, NBD 및 AD aa 서열을 포함하는, 폴리펩[0248]

티드 작제물.

10. 양태 1 내지 9 중 어느 하나에 있어서, 독립적으로 선택된 2개 이상의(예를 들어, 3개 이상의) AD aa 서열[0249]

을 포함하되, 상기 AD aa 서열은 선택적으로 직렬로 배치되는, 폴리펩티드 작제물.

11. 양태 1 내지 10 중 어느 하나에 있어서, 독립적으로 선택된 2개 이상의(예를 들어, 3개 이상의) NBD aa 서[0250]

열을 포함하고, 선택적으로 직렬로 배치되는(ATP의 존재 하에서 동일한 분자 내의 2개의 NBD가 상호작용하여 복

합체를 형성할 수 없도록 제한되는), 폴리펩티드 작제물.

12. 양태 11에 있어서, ATP의 존재 하에서 2개 이상의 NBD aa 서열 사이의 상호작용을 실질적으로 방지하는 강[0251]

성 링커를 추가로 포함하는, 폴리펩티드 작제물.

13. 양태 1 내지 12 중 어느 하나에 있어서, 각각의 NBD aa 서열은 ATP의 존재 하에서 동종이량체화될 수 있는[0252]

(예를 들어, 동일한 동종이량체화 aa 서열을 포함하는), 폴리펩티드 작제물.

14.  양태 13에 있어서, 작제물은 NBD(예를 들어, 단일 NBD)  aa  서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물. 예를[0253]

들어, 도 2의 A, C, 및 E 참조.
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15. 양태 11 또는 12에 있어서, ATP의 존재 하에서 작제물의 이량체 또는 고차 복합체를 형성하기 위해 동종이[0254]

량체화될 수 있는 2개 이상의 NBD aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물. 예를 들어, 도 4a의 A 참조.

16. 양태 13 내지 15 중 어느 하나에 있어서, 각각의 NBD aa 서열은 동일하거나 실질적으로 동일한 동종이량체[0255]

화 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물.

17. 양태 1 내지 12 중 어느 하나에 있어서, 각각의 NBD aa 서열은 ATP의 존재 하에서 동족 NBD와 이종이량체화[0256]

될 수 있는, 폴리펩티드 작제물.

18. 양태 17에 있어서, 작제물은 NBD(예를 들어, 단일 NBD) aa 서열(예를 들어, 도 2의 B 및 D의 각각의 구조[0257]

참조), 또는 하나 이상의(예를 들어, 2개 이상의) NBD aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물.

19.  조성물로서,  양태  13  내지  18  중  어느  하나의  제1  폴리펩티드  작제물  및  제2  폴리펩티드  작제물을[0258]

포함하며, 여기에서 상기 제1 폴리펩티드 작제물은 제1 NBD aa 서열을 포함하고, 상기 제2 폴리펩티드 작제물은

제2 NBD aa 서열을 포함하고, 상기 제1 및 제2 NBD aa 서열은 ATP의 존재 하에서 동종이량체화되거나 이종이량

체화되어 동종이량체 또는 이종이량체 복합체를 형성할 수 있는 동족 서열인, 조성물. 예를 들어, 도 2의 B 및

D 참조.

20. 조성물로서, 양태 19의 제1 폴리펩티드 작제물 및 제2 폴리펩티드 작제물을 포함하며, 여기에서 상기 제1[0259]

폴리펩티드 작제물은 하나 이상의(예를 들어, 2개 이상의) 제1 NBD aa 서열을 포함하고, 상기 제2 폴리펩티드

작제물은 하나 이상의(예를 들어, 2개 이상의) 제2 NBD aa 서열을 포함하고, 상기 제1 및 제2 NBD aa 서열은

ATP의 존재 하에서 동종이량체화되거나 이종이량체화되어 동종이량체, 이종이량체, 또는 고차 복합체를 형성할

수 있는 동족 서열인, 조성물. 예를 들어, 각각의 작제물이 NBD(예를 들어, 단일 NBD) aa 서열을 포함하는 도 2

의 B 및 D, 및 제1 및 제2 작제물 중 적어도 하나는(예를 들어, 둘 모두) 2개 이상의 NBD aa 서열을 포함하는

도 4a의 B 참조.

21. 폴리펩티드 작제물로서, 뉴클레오티드 결합 도메인(NBD) 아미노산(aa) 서열, 및 선택적으로 링커 펩티드 서[0260]

열에 의해 연결된 종양 특이적 결합제(TSB) aa 서열을 포함하며, 여기에서: 상기 NBD는 하나 이상의 아데노신

삼인산(ATP)  결합 부위를 포함하고, ATP의 존재 하에 동족 비-동일 NBD(예를 들어, 이종이량체화될 수 있는

TAP1 또는 TAP2의 NBD)와 동종이량체화 또는 이종이량체화될 수 있고; 상기 폴리펩티드 작제물은 선택적으로 하

나 이상의 AD를 포함하는, 폴리펩티드 작제물.

22. 양태 21에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, (i) NBD, 선택적인 링커, 및 TSB aa 서열, 또는[0261]

(ii) TSB, 선택적인 링커, 및 NBD aa 서열로서 구성되는, 폴리펩티드 작제물.

23. 양태 21 또는 22에 있어서, 독립적으로 선택된 링커 aa 서열에 의해 선택적으로 연결된, NBD aa 서열, 스캐[0262]

폴드 aa 서열, 및 TSB 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물.

24. 양태 23에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, NBD, 스캐폴드, 및 TSB aa 서열을 포함하는, 폴[0263]

리펩티드 작제물.

25. 양태 23에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, NBD, TSB, 및 스캐폴드 aa 서열을 포함하는, 폴[0264]

리펩티드 작제물.

26. 양태 23에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, TSB, 스캐폴드, 및 NBD aa 서열을 포함하는, 폴[0265]

리펩티드 작제물.

27. 양태 23에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, TSB, NBD, 및 스캐폴드 aa 서열을 포함하는, 폴[0266]

리펩티드 작제물.

28.  양태 23에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, 스캐폴드, TSB, 및 NBD aa 서열을 포함하는,[0267]

폴리펩티드 작제물.

29. 양태 23에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, 스캐폴드, NBD 및 TSB aa 서열을 포함하는, 폴[0268]

리펩티드 작제물.

30. 양태 21 내지 29 중 어느 하나에 있어서, 독립적으로 선택된 2개 이상의(예를 들어, 3개 이상의) TSB aa 서[0269]

열을 포함하되, 상기 TSB aa 서열은 선택적으로 직렬로 배치되는, 폴리펩티드 작제물.

31. 양태 21 내지 30 중 어느 하나에 있어서, 독립적으로 선택된 2개 이상의(예를 들어, 3개 이상의) NBD aa 서[0270]
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열을 포함하고, 선택적으로 직렬로 배치되는(ATP의 존재 하에서 동일한 분자 내의 2개의 NBD가 상호작용하여 복

합체를 형성할 수 없도록 제한되는), 폴리펩티드 작제물.

32. 양태 31에 있어서, ATP의 존재 하에서 2개 이상의 NBD aa 서열 사이의 상호작용을 실질적으로 방지하는 강[0271]

성 링커를 추가로 포함하는, 폴리펩티드 작제물.

33. 양태 21 내지 32 중 어느 하나에 있어서, 각각의 NBD aa 서열은 ATP의 존재 하에서 동종이량체화될 수 있는[0272]

(예를 들어, 동일한 동종이량체화 aa 서열을 포함하는), 폴리펩티드 작제물.

34.  양태 33에 있어서, 작제물은 NBD(예를 들어, 단일 NBD)  aa  서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물. 예를[0273]

들어, 도 4b의 A~D 참조.

35. 양태 31 또는 32에 있어서, ATP의 존재 하에서 작제물의 이량체 또는 고차 복합체를 형성하기 위해 동종이[0274]

량체화될 수 있는 2개 이상의 NBD aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물. 예를 들어, 도 4a의 C 참조.

36. 양태 35에 있어서, 각각의 NBD aa 서열은 동일하거나 실질적으로 동일한 동종이량체화 aa 서열을 포함하는,[0275]

폴리펩티드 작제물.

37. 양태 21 내지 32 중 어느 하나에 있어서, 각각의 NBD aa 서열은 ATP의 존재 하에서 동족 NBD와 이종이량체[0276]

화될 수 있는, 폴리펩티드 작제물.

38. 양태 37에 있어서, 작제물은 NBD(예를 들어, 단일 NBD) aa 서열, 또는 하나 이상의(예를 들어, 2개 이상의)[0277]

NBD aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물.

39.  조성물로서,  양태  33  내지  38  중  어느  하나의  제1  폴리펩티드  작제물  및  제2  폴리펩티드  작제물을[0278]

포함하며, 여기에서 상기 제1 폴리펩티드 작제물은 제1 NBD aa 서열을 포함하고, 상기 제2 폴리펩티드 작제물은

제2 NBD aa 서열을 포함하고, 상기 제1 및 상기 제2 NBD aa 서열은 ATP의 존재 하에서 동종이량체화되거나 이종

이량체화되어 동종이량체 또는 이종이량체 복합체를 형성할 수 있는 동족 서열인, 조성물.

40. 조성물로서, 양태 39의 제1 폴리펩티드 작제물 및 제2 폴리펩티드 작제물을 포함하며, 여기에서 상기 제1[0279]

폴리펩티드 작제물은 하나 이상의(예를 들어, 2개 이상의) 제1 NBD aa 서열을 포함하고, 상기 제2 폴리펩티드

작제물은 하나 이상의(예를 들어, 2개 이상의) 제2 NBD aa 서열을 포함하고, 상기 제1 및 제2 NBD aa 서열은

ATP의 존재 하에서 동종이량체화되거나 이종이량체화되어 동종이량체 또는 이종이량체, 또는 고차 복합체를 형

성할 수 있는 동족 서열인, 조성물.

41. 양태 39 또는 양태 40에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물의 TSB 및 제2 폴리펩티드 작제물의 TSB는 단일 종[0280]

양 연관 항원(TAA) 또는 상이한(비-동일한) TAA를 인식하는, 조성물.

42. 폴리펩티드 작제물로서, 뉴클레오티드 결합 도메인(NBD) 아미노산(aa) 서열, 및 선택적으로 링커 펩티드 서[0281]

열에 의해 연결된 면역 세포 결합체(ICE) aa 서열을 포함하며, 여기에서: 상기 NBD는 하나 이상의 아데노신 삼

인산(ATP) 결합 부위를 포함하고, ATP의 존재 하에 동족 비-동일 NBD(예를 들어, 이종이량체화될 수 있는 TAP1

또는 TAP2의 NBD)와 동종이량체화 또는 이종이량체화될 수 있고; 상기 폴리펩티드 작제물은 선택적으로 하나 이

상의 AD를 포함하는, 폴리펩티드 작제물.

43. 양태 42에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, (i) NBD, 선택적인 링커, 및 ICE aa 서열, 또는[0282]

(ii) ICE, 선택적인 링커, 및 NBD aa 서열로서 구성되는, 폴리펩티드 작제물.

44. 양태 42 또는 43에 있어서, 독립적으로 선택된 링커 aa 서열에 의해 선택적으로 연결된, NBD aa 서열, 스캐[0283]

폴드 aa 서열, 및 ICE 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물.

45. 양태 43에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, NBD, 스캐폴드, 및 ICE aa 서열을 포함하는, 폴[0284]

리펩티드 작제물.

46. 양태 43에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, NBD, ICE, 및 스캐폴드 aa 서열을 포함하는, 폴[0285]

리펩티드 작제물.

47. 양태 43에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, ICE, 스캐폴드, 및 NBD aa 서열을 포함하는, 폴[0286]

리펩티드 작제물.

48. 양태 43에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, ICE, NBD, 및 스캐폴드 aa 서열을 포함하는, 폴[0287]
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리펩티드 작제물.

49. 양태 43에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, 스캐폴드, ICE, 및 NBD aa 서열을 포함하는, 폴[0288]

리펩티드 작제물.

50. 양태 43에 있어서, 작제물은, N-말단에서 C-말단 방향으로, 스캐폴드, NBD 및 ICE aa 서열을 포함하는, 폴[0289]

리펩티드 작제물.

51. 양태 42 내지 50 중 어느 하나에 있어서, 독립적으로 선택된 2개 이상의(예를 들어, 3개 이상의) ICE aa 서[0290]

열을 포함하되, 상기 ICE aa 서열은 선택적으로 직렬로 배치되는, 폴리펩티드 작제물.

52. 양태 42 내지 51 중 어느 하나에 있어서, 독립적으로 선택된 2개 이상의(예를 들어, 3개 이상의) NBD aa 서[0291]

열을 포함하고, 선택적으로 직렬로 배치되는(ATP의 존재 하에서 동일한 분자 내의 2개의 NBD가 상호작용하여 복

합체를 형성할 수 없도록 제한되는), 폴리펩티드 작제물.

53. 양태 52에 있어서, ATP의 존재 하에서 2개 이상의 NBD aa 서열 사이의 상호작용을 실질적으로 방지하는 강[0292]

성 링커를 추가로 포함하는, 폴리펩티드 작제물.

54. 양태 42 내지 53 중 어느 하나에 있어서, 각각의 NBD aa 서열은 ATP의 존재 하에서 동종이량체화될 수 있는[0293]

(예를 들어, 동일한 동종이량체화 aa 서열을 포함하는), 폴리펩티드 작제물.

55.  양태 54에 있어서, 작제물은 NBD(예를 들어, 단일 NBD)  aa  서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물. 예를[0294]

들어, 도 4a의 D 참조.

56. 양태 53 또는 54에 있어서, ATP의 존재 하에서 작제물의 이량체 또는 고차 복합체를 형성하기 위해 동종이[0295]

량체화될 수 있는 2개 이상의 NBD aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물.

57. 양태 42 내지 53 중 어느 하나에 있어서, 각각의 NBD aa 서열은 ATP의 존재 하에서 동족 NBD와 이종이량체[0296]

화될 수 있는, 폴리펩티드 작제물.

58. 양태 57에 있어서, 작제물은 NBD(예를 들어, 단일 NBD) aa 서열, 또는 하나 이상의(예를 들어, 2개 이상의)[0297]

NBD aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물.

59. 조성물로서, 양태 58의 제1 폴리펩티드 작제물 및 제2 폴리펩티드 작제물을 포함하며, 여기에서 상기 작제[0298]

물은 제1 NBD aa 서열을 포함하고, 제2 폴리펩티드 작제물은 제2 NBD aa 서열을 포함하고, 상기 제1 및 상기 제

2 NBD aa 서열은 ATP의 존재 하에서 이종이량체화되어 이종이량체 복합체를 형성할 수 있는 동족 서열인, 조성

물.

60. 조성물로서, 양태 59의 제1 폴리펩티드 작제물 및 제2 폴리펩티드 작제물을 포함하며, 여기에서 상기 제1[0299]

폴리펩티드 작제물은 하나 이상의(예를 들어, 2개 이상의) 제1 NBD aa 서열을 포함하고, 상기 제2 폴리펩티드

작제물은 하나 이상의(예를 들어, 2개 이상의) 제2 NBD aa 서열을 포함하고, 상기 제1 및 제2 NBD aa 서열은

ATP의 존재 하에서 이종이량체화되어 이종이량체, 또는 고차 복합체를 형성할 수 있는 동족 서열인, 조성물.

61. 양태 59 또는 양태 60에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물의 ICE 및 제2 폴리펩티드 작제물의 ICE는 단일 면[0300]

역 세포 표면 분자 또는 상이한 (비-동일한) 면역 세포 표면 분자를 인식하는, 조성물.

62. 양태 1 내지 18 중 어느 하나의 제1 폴리펩티드 작제물, 및 양태 42 내지 58 중 어느 하나의 제2 폴리펩티[0301]

드 작제물을 포함하는 조성물로서: 

(i) 상기 제1 폴리펩티드 작제물은 하나 이상의(예를 들어, 2개 이상의) 제1 이종이량체화 NBD aa 서열을 포함[0302]

하며,  제2  폴리펩티드  작제물은  하나  이상의(예를  들어,  2개  이상의)  제2  이종이량체화  NBD  aa  서열을

포함하고;

(ii) 상기 하나 이상의 제1 이종이량체화 NBD aa 서열 각각은 상기 하나 이상의 제2 이종이량체화 NBD aa 서열[0303]

의 동족 결합 파트너이고;

(iii) 상기 제1 폴리펩티드 작제물 및 상기 제2 폴리펩티드 작제물은 ATP의 존재 하에서 상기 하나 이상의 제1[0304]

이종이량체화 NBD aa 서열 중 적어도 하나, 그리고 상기 하나 이상의 제2 이종이량체화 NBD 서열 중 적어도 하

나 사이의 상호작용을 통해 서로에 대해 결합하여 상기 제1 및 제2 폴리펩티드 작제물의 이종이량체 또는 고차

복합체를 형성하는, 조성물.
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63. 양태 62에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물은 단일 제1 이종이량체화 NBD를 포함하고, 제2 폴리펩티드 작제[0305]

물은 단일 이종이량체화 NBD를 포함하는, 조성물. 예를 들어, 도 3의 참조.

64. 양태 62에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물은 2개 이상의 제1 이종이량체화 NBD를 포함하고, 제2 폴리펩티드[0306]

작제물은 단일 이종이량체화 NBD를 포함하는, 조성물. 예를 들어, NBD가 직렬인 도 3의 K 참조.

65. 양태 62에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물은 단일 제1 이종이량체화 NBD를 포함하고, 제2 폴리펩티드 작제[0307]

물은 2개 이상의 제2 이종이량체화 NBD를 포함하는, 조성물.

66. 양태 62에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물은 2개 이상의 제1 이종이량체화 NBD를 포함하고, 제2 폴리펩티드[0308]

작제물은 2개 이상의 제2 이종이량체화 NBD를 포함하는, 조성물.

67. 양태 62 내지 66 중 어느 하나에 있어서, 제1 및/또는 제2 폴리펩티드 작제물은 스캐폴드 서열을 포함하는,[0309]

조성물.

68. 양태 21 내지 38 중 어느 하나의 제1 폴리펩티드 작제물, 및 양태 1 내지 18 중 어느 하나의 제2 폴리펩티[0310]

드 작제물을 포함하는 조성물로서: 

(i) 상기 제1 폴리펩티드 작제물은 하나 이상의(예를 들어, 2개 이상의) 제1 이종이량체화 NBD aa 서열을 포함[0311]

하며,  제2  폴리펩티드  작제물은  하나  이상의(예를  들어,  2개  이상의)  제2  이종이량체화  NBD  aa  서열을

포함하고;

(ii) 상기 하나 이상의 제1 이종이량체화 NBD aa 서열 각각은 상기 하나 이상의 제2 이종이량체화 NBD aa 서열[0312]

의 동족 결합 파트너이고;

(iii) 상기 제1 폴리펩티드 작제물 및 상기 제2 폴리펩티드 작제물은 ATP의 존재 하에서 상기 하나 이상의 제1[0313]

이종이량체화 NBD aa 서열 중 적어도 하나, 그리고 상기 하나 이상의 제2 이종이량체화 NBD 서열 중 적어도 하

나 사이의 상호작용을 통해 서로에 대해 결합하여 상기 제1 및 제2 폴리펩티드 작제물의 이종이량체 또는 고차

복합체를 형성하는, 조성물.

69. 양태 68에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물은 단일 제1 이종이량체화 NBD를 포함하고, 제2 폴리펩티드 작제[0314]

물은 단일 이종이량체화 NBD를 포함하는, 조성물. 예를 들어, 도 3의 A 및 E 참조.

70. 양태 68에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물은 2개 이상의 제1 이종이량체화 NBD를 포함하고, 제2 폴리펩티드[0315]

작제물은 단일 이종이량체화 NBD를 포함하는, 조성물. 예를 들어, 도 3에서의, NBD가 직렬인 B, 그리고 NBD가

직렬이 아닌 N 및 O 참조.

71. 양태 68에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물은 단일 제1 이종이량체화 NBD를 포함하고, 제2 폴리펩티드 작제[0316]

물은 2개 이상의 제2 이종이량체화 NBD를 포함하는, 조성물.

72. 양태 68에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물은 2개 이상의 제1 이종이량체화 NBD를 포함하고, 제2 폴리펩티드[0317]

작제물은 2개 이상의 제2 이종이량체화 NBD를 포함하는, 조성물. 예를 들어, 도 4a의 G 참조.

73. 양태 62 내지 66 중 어느 하나에 있어서, 제1 및/또는 제2 폴리펩티드 작제물은 스캐폴드 서열을 포함하는,[0318]

조성물.

74. 양태 21 내지 38 중 어느 하나의 제1 폴리펩티드 작제물, 및 양태 42 내지 58 중 어느 하나의 제2 폴리펩티[0319]

드 작제물을 포함하는 조성물로서: 

(i) 상기 제1 폴리펩티드 작제물은 하나 이상의(예를 들어, 2개 이상의) 제1 이종이량체화 NBD aa 서열을 포함[0320]

하며,  제2  폴리펩티드  작제물은  하나  이상의(예를  들어,  2개  이상의)  제2  이종이량체화  NBD  aa  서열을

포함하고;

(ii) 상기 하나 이상의 제1 이종이량체화 NBD aa 서열 각각은 상기 하나 이상의 제2 이종이량체화 NBD aa 서열[0321]

의 동족 결합 파트너이고;

(iii) 상기 제1 폴리펩티드 작제물 및 상기 제2 폴리펩티드 작제물은 ATP의 존재 하에서 상기 하나 이상의 제1[0322]

이종이량체화 NBD aa 서열 중 적어도 하나, 그리고 상기 하나 이상의 제2 이종이량체화 NBD 서열 중 적어도 하

나 사이의 상호작용을 통해 서로에 대해 결합하여 상기 제1 및 제2 폴리펩티드 작제물의 이종이량체 또는 고차

복합체를 형성하는, 조성물.
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75. 양태 74에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물은 단일 제1 이종이량체화 NBD를 포함하고, 제2 복합체는 단일 이[0323]

종이량체화 NBD를 포함하는, 조성물. 예를 들어, 도 3의 C, F, 및 G 참조.

76. 양태 74에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물은 2개 이상의 제1 이종이량체화 NBD를 포함하고, 제2 복합체는[0324]

단일 이종이량체화 NBD를 포함하는, 조성물. 예를 들어, 도 3에서의, NBD가 직렬인 M, F, G, 및 L, 그리고 NBD

가 직렬이 아닌 N 및 O 참조.

77. 양태 74에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물은 단일 제1 이종이량체화 NBD를 포함하고, 제2 복합체는 2개 이[0325]

상의 제2 이종이량체화 NBD를 포함하는, 조성물.

78. 양태 74에 있어서, 제1 폴리펩티드 작제물은 2개 이상의 제1 이종이량체화 NBD를 포함하고, 제2 복합체는 2[0326]

개 이상의 제2 이종이량체화 NBD를 포함하는, 조성물. 예를 들어, 도 4a의 E 참조.

79. 양태 62 내지 67 및 74 내지 78 중 어느 하나에 있어서, AD를 추가로 포함하는, 조성물. 예를 들어, 도 3의[0327]

D 및 도 4a의 I 참조.

80. 양태 1 내지 18, 21 내지 38, 및 42 내지 58 중 어느 하나에 있어서, 작제물은 스캐폴드를 포함하는, 폴리[0328]

펩티드 작제물.

81. 양태 19 또는 20, 39 내지 41, 및 59 내지 61 중 어느 하나에 있어서, 제1 및/또는 제2 폴리펩티드 작제물[0329]

은 독립적으로 선택된 스캐폴드를 포함하는, 조성물.

82. 양태 62 내지 79 중 어느 하나에 있어서, 제1 및/또는 제2 폴리펩티드 작제물은 독립적으로 선택된 스캐폴[0330]

드를 포함하는, 조성물.

83. 양태 80 내지 82 중 어느 하나에 있어서, 적어도 하나의 스캐폴드(예를 들어, 존재하는 각각의 스캐폴드)는[0331]

면역글로불린 폴리펩티드 aa 서열을 포함하지 않는(예를 들어, 면역글로불린 Fc, CH1, CH2, 또는 CH3 도메인을

포함하지 않는), 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

84. 양태 80 내지 82 중 어느 하나에 있어서, 적어도 하나의 스캐폴드(예를 들어, 존재하는 각각의 스캐폴드)는[0332]

면역글로불린 폴리펩티드 aa 서열(예를 들어, IgFc, CH2, 또는 CH3 aa 서열)을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또

는 조성물.

85. 양태 84에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) 스캐폴드는 독립적으로 선택된 서열번호 56 또는 57[0333]

의 IgG1 IgFc의 면역글로불린 폴리펩티드 aa 서열, 또는 서열번호 56 또는 57과 적어도 90% 또는 적어도 95%의

서열 동일성을 갖는 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

86. 양태 84에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) 스캐폴드는 독립적으로 선택된 비-이량체화 IgFc 폴[0334]

리펩티드 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

87.  양태 86에  있어서,  적어도 하나의(예를 들어,  각각의)  스캐폴드는 서열번호 102의 IgFc  폴리펩티드 aa[0335]

서열, 또는 서열번호 102와 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작

제물 또는 조성물.

88.  양태 84에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) 스캐폴드는 서열번호 58 내지 60 중 어느 하나의[0336]

IgG2, IgG3, 또는 IgG4 IgFc의 독립적으로 선택된 면역글로불린 폴리펩티드 aa 서열, 또는 서열번호 58 내지 60

중 어느 하나와 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는

조성물.

89. 양태 85 내지 88 중 어느 하나에 있어서, 면역글로불린 Fc(IgFc) 폴리펩티드 aa 서열은 항체 관련 효과기[0337]

기능(예를 들어, ADCC, ADCP, 및/또는 CDC)을 유도할 수 있거나, IgFc 폴리펩티드 서열은 ADCC, ADCP, 및 CDC

로부터 선택되는 적어도 하나의(예를 들어, 모든) 항체 관련 효과기 기능을 강화(예를 들어, 실질적으로 강화)

시키는 하나 이상의 치환을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물. 기능 변화는 하나 이상의 치환이 결여된

폴리펩티드 작제물과 비교하여 평가될 수 있음.

90. 양태 85 내지 88 중 어느 하나에 있어서, 면역글로불린 Fc 폴리펩티드 aa 서열은 ADCC, ADCP, 및 CDC로부터[0338]

선택되는 적어도 하나의(예를 들어, 모든) 항체 관련 효과기 기능을 감소(예를 들어, 실질적으로 감소)시키는

하나 이상의 치환(예를 들어, LALA 치환)을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물. 기능 변화는 하나 이상

의 치환이 결여된 폴리펩티드 작제물과 비교하여 평가될 수 있음.
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91. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 하나 이상의 AD가 존재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는[0339]

다음의  폴리펩티드의  전부  또는  일부의  서열을  포함하는,  폴리펩티드  작제물  또는  조성물:  CD40L,  CD28,

IFN-γ, TNF 상과 구성원, TNF, 림프독소 α, 림프독소 αβ, BAFF(CD25), B7 상과 구성원, CD80, CD86, IL-

15, IL-2, IL-7, IL-10, IL-12, PD1, 항-CD3, 항-CTLA4, 항-CD28.

92. 양태 91에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는 IL-15, IL-12, 또는 IL-7과 90% 초과 또는 95%[0340]

초과의 서열 동일성(예를 들어, IL-15, IL-12, 또는 IL-7과 97% 초과 또는 99% 초과의 서열 동일성)을 갖는 aa

서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

93. 양태 91에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는 (i) 서열번호 90의 단쇄 IL-12, 또는 (ii) 서열[0341]

번호 91의 IL-12 p40 서브유닛 및/또는 서열번호 92의 p35 서브유닛, 또는 이들 IL-12 서열 중 어느 하나와 95%

초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

94. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 하나 이상의 AD가 존재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는[0342]

PD1에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-PD1 scFv 또는 PD1의 작용제로서 작용할 수 있는 나노바디 aa 서열) 또

는 PDL1에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-PDL1 scFv 또는 나노바디 aa 서열)을 포함하는, 폴리펩티드 작제물

또는 조성물.

95. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 하나 이상의 AD가 존재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는[0343]

CD40에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-CD40 scFv 또는 CD40 신호전달의 작용제로서 작용할 수 있는 나노바디

aa 서열) 또는 CD40L에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-CD40L scFv 또는 나노바디 aa 서열)을 포함하는, 폴리

펩티드 작제물 또는 조성물.

96. 양태 95에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는 서열번호 96의 CD40L aa 서열, 서열번호 95의[0344]

CD40L 삼량체 aa 서열, 또는 서열번호 95 또는 96과 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성(예를 들어, 서

열번호 95 또는 96과 97% 초과 또는 99% 초과의 서열 동일성)을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물

또는 조성물.

97. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 하나 이상의 AD가 존재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는[0345]

CD137/4-1BB에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-CD137 scFv 또는 나노바디 aa 서열) 또는 TGFβ에 결합하는 aa

서열(예를 들어, 항-TGFβ scFv 또는 나노바디 aa 서열)을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

98. 양태 97에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는 서열번호 94의 4-1BBL 서열, 서열번호 93의 4-[0346]

1BBL 삼량체 aa 서열, 또는 서열번호 93 또는 94와 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성(예를 들어, 서열

번호 93 또는 94와 97% 초과 또는 99% 초과의 서열 동일성)을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또

는 조성물.

99. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 하나 이상의 AD가 존재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는[0347]

IL-10에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-IL-10 scFv 또는 나노바디 aa 서열) 또는 IL-10 수용체("IL-10R")에

결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-IL-10R scFv 또는 나노바디 aa 서열)을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조

성물.

100. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 하나 이상의 AD가 존재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는[0348]

CTLA-4에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-CTLA-4 scFv 또는 나노바디 aa 서열)을 포함하는, 폴리펩티드 작제물

또는 조성물.

101. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 하나 이상의 AD가 존재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는[0349]

CD3에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-CD3 scFv 또는 나노바디 aa 서열)을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는

조성물.

102. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 하나 이상의 AD가 존재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는[0350]

CD28에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-CD28 scFv 또는 나노바디 aa 서열)을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또

는 조성물.

103. 양태 102에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는 서열번호 89의 항-CD28 scFv 서열, 또는 서열[0351]

번호 89와 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성(예를 들어, 서열번호 89와 96% 초과 또는 99% 초과의 서

열 동일성)을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.
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104. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 하나 이상의 AD가 존재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는[0352]

IFN-γ 수용체에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-IFN-γ 수용체 scFv 또는 나노바디 aa 서열)을 포함하는, 폴

리펩티드 작제물 또는 조성물.

105. 양태 104에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는 서열번호 97의 scIFN-γ 폴리펩티드, 또는 서[0353]

열번호 97과 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성(예를 들어, 서열번호 97과 96% 초과 또는 99% 초과의

서열 동일성)을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

106. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 하나 이상의 AD가 존재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는[0354]

CD16에 결합하는 aa 서열(예를 들어, 항-CD16 scFv 또는 나노바디 aa 서열)을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또

는 조성물.

107. 양태 106에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는 서열번호 98 또는 103의 항-CD16 VHH 폴리펩[0355]

티드, 또는 서열번호 98 또는 103과 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성(예를 들어, 서열번호 98 또는

103과 96% 초과 또는 99% 초과의 서열 동일성)을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

108. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 하나 이상의 AD가 존재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는[0356]

서열번호 99의 CD80 aa 서열, 또는 서열번호 99와 적어도 90% 또는 적어도 95%의 서열 동일성(예를 들어, 서열

번호  99와  96%  초과  또는  99%  초과의  서열  동일성)을  갖는  aa  서열을  포함하는,  폴리펩티드  작제물  또는

조성물.

109. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 하나 이상의 AD가 존재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는[0357]

서열번호 100 또는 101 중 하나의 CD86 aa 서열, 또는 서열번호 100 또는 101 중 하나와 적어도 90% 또는 적어

도 95%의 서열 동일성(예를 들어, 서열번호 100 또는 101 중 하나와 96% 초과 또는 99% 초과의 서열 동일성)을

갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

110. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 하나 이상의 AD가 존재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는[0358]

CpG 반복부(예를 들어, CpG 올리고데옥시뉴클레오티드 서열)를 갖는 핵산을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는

조성물.

111. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 하나 이상의 AD가 존재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) AD는[0359]

선택적으로 1, 2 또는 3개의 뉴클레오티드 치환, 결실 또는 삽입을 갖는 서열 TCATCATTTTGTCATTTTGTCATT(서열번

호 69)를 포함하는 핵산을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

112. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 하나 이상의(예를 들어, 2개 이상의) TSB가 작제물 또는 조성물 내에 존[0360]

재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 적어도 2개의, 또는 각각의) TSB는 다음으로 이루어진 군으로부터 선택되

는  TAA에  대한  친화도을  나타도록  독립적으로  선택되는,  폴리펩티드  작제물  또는  조성물:  탄산  무수효소

IX(CAIX), 카드헤린, 암배아 항원(CEA), 세포- 중간엽 상피 전이 인자(c-MET), 세포독성 T-림프구 연관 단백질

4(CTLA-4),  표피  성장  인자  수용체(EGFR)  계열  구성원,  상피  세포  부착  분자(EpCAM),  에프린  A형  수용체

3(EphA3), 섬유아세포 활성화 단백질 알파(FAP), 엽산-결합 단백질, 엽산 수용체 알파(FR-알파), Erb-B2 수용체

티로신 키나아제 2(HER2), Erb-B2 수용체 티로신 키나아제 3(HER3), 인슐린 유사 성장 인자 1 수용체(IGF-1R),

인테그린  αVβ3,  인테그린 α5β1,  용질  담체 계열 39  구성원 6(Liv1),  흑색종-연관 항원 계열 A  구성원

(MAGEA), 흑색종-연관 항원 계열 C 구성원(MAGEC), 메소텔린, 뮤신(예를 들어, MUC1), 뉴욕 식도 편평 세포 암

종 1 단백질(NY-ESO-1, 암/고환 항원 1A, 암/고환 항원 1B), 암/고환 항원 2(NY-ESO-2, CTAG2), 전립선 특이적

막 항원(PSMA), 핵 인자 카파 B 리간드의 수용체 활성화제(RANKL), 수용체 티로신 키나아제 유사 고아 수용체

1(ROR1), 테나신, TNF 수용체 상과 구성원 10a(TRAILR1), TNF 수용체 상과 구성원 10b(TRAILR2), 및 혈관 내피

성장 인자 수용체(VEGFR).

113. 양태 112에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 적어도 2개의 또는 각각의) TSB는 서열번호 70의 항-인간[0361]

메소텔린 scFv 또는 서열번호 70과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성(예를 들어, 서열번호 70과 96% 초과

또는 98% 초과의 서열 동일성)을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

114. 양태 112 또는 113에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 적어도 2개의 또는 각각의) TSB는 서열번호 71의[0362]

항-인간 메소텔린 scFv(vH-vL) 또는 서열번호 71과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성(예를 들어, 서열번호

71과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성)을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

115. 양태 112 내지 114 중 어느 하나에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 적어도 2개의 또는 각각의) TSB는[0363]
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서열번호 72의 항-인간 메소텔린 scFv(vL-vH) 또는 서열번호 72와 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성(예를

들어, 서열번호 72와 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성)을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물

또는 조성물.

116. 양태 112 내지 115 중 어느 하나에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 적어도 2개의 또는 각각의) TSB는[0364]

서열번호 73의 항-인간 메소텔린 scFv(vH-vL) 또는 서열번호 73과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성(예를

들어, 서열번호 73과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성)을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물

또는 조성물.

117. 양태 112 내지 116 중 어느 하나에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 적어도 2개의 또는 각각의) TSB는[0365]

서열번호 74~78 중 어느 하나의 항-인간 메소텔린 scFv(vL-vH) 또는 서열번호 74~78 중 어느 하나와 90% 초과

또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

118. 양태 117에 있어서, 항-인간 메소텔린 scFv(vL-vH)는 서열번호 74~78 중 어느 하나와 96% 초과 또는 98%[0366]

초과의 서열 동일성을 갖는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

119. 양태 112 내지 118 중 어느 하나에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 적어도 2개의 또는 각각의) TSB는[0367]

서열번호 79의 항-인간 메소텔린 VHH(나노바디) 또는 서열번호 79와 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성(예

를 들어, 서열번호 79와 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성)을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제

물 또는 조성물.

120. 양태 112 내지 119 중 어느 하나에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 적어도 2개의 또는 각각의) TSB는[0368]

서열번호 80의 항-인간 EpCAM scFv(vH-vL) 또는 서열번호 80과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성(예를 들

어, 서열번호 80과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성)을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또

는 조성물.

121. 양태 112 내지 120 중 어느 하나에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 적어도 2개의 또는 각각의) TSB는[0369]

서열번호 81의 항-인간 EpCAM scFv(vL-vH) 또는 서열번호 81과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성(예를 들

어, 서열번호 81과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성)을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또

는 조성물.

122. 양태 112 내지 121 중 어느 하나에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 적어도 2개의 또는 각각의) TSB는[0370]

서열번호 82~86 중 어느 하나의 항-인간 CTLA-4 scFv(vL-vH) 또는 서열번호 82~86 중 어느 하나와 90% 초과 또

는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

123. 양태 122에 있어서, 항-인간 CTLA-4 scFv(vL-vH)는 서열번호 82~86 중 어느 하나와 96% 초과 또는 98% 초[0371]

과의 서열 동일성을 갖는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

124. 양태 1 내지 111 중 어느 하나에 있어서, 하나 이상의 TSB가 작제물 또는 조성물에 존재할 경우, 적어도[0372]

하나의(예를 들어, 적어도 2개의, 또는 각각의) TSB는 관문 단백질에 대한 친화도를 나타내는, 폴리펩티드 작제

물 또는 조성물.

125. 양태 124에 있어서, 관문 단백질은, T 세포 활성화의 V-도메인 Ig 억제제(VISTA), T 세포 면역글로불린 및[0373]

뮤신-도메인 함유-3(TIM-3), PD-L1, CTLA-4, 및 림프구-활성화 유전자 3(LAG-3)으로 이루어진 군으로부터 선택

되는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

126. 양태 1 내지 양태 125 중 어느 하나에 있어서, 하나 이상의 면역 세포 결합체(ICE)가 작제물 또는 조성물[0374]

에 존재할 경우, 적어도 하나의(예를 들어, 적어도 2개의, 또는 각각의) 독립적으로 선택된 ICE aa 서열은 다음

으로 이루어진 군으로부터 선택되는 단백질에 대한 친화도(예를 들어, 이에 대한 결합)를 갖는, 폴리펩티드 작

제물 또는 조성물: CD3, CD4, CD8, αβTCR, CD2, TCRα 사슬, TCRβ 사슬, δγ TCR, TCR γ 사슬, TCR δ 사

슬, TRGV9, CD84, CXCR1, CD13, CD33, CD34, 및 CD16.

127. 양태 126에 있어서, 적어도 하나의 ICE aa 서열(예를 들어, 적어도 2개, 또는 각각의 ICE 서열)은, 항체,[0375]

항체의 항원 결합 단편(들), Fab, Fab', scFv, 앱타머, 및 나노바디 aa 서열로 이루어진 군으로부터 독립적으로

선택되는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

128. 양태 126 또는 127에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 적어도 2개의 또는 각각의) ICE는, scFv, 서열번[0376]

호 61 또는 62의 서열을 포함하는 항-인간 CD3, 또는 서열번호 61 또는 62와 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동
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일성을 갖는 서열(예를 들어, 서열번호 61 또는 62와 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열)을

포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 복합체.

129. 양태 126 내지 128 중 어느 하나에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 적어도 2개의, 또는 각각의) ICE는,[0377]

서열번호 63의 서열을 포함하는 항-인간 CD3 VHH, 또는 서열번호 63과 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을

갖는 서열(예를 들어, 서열번호 63과 96% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열)을 포함하는, 폴리

펩티드 작제물 또는 조성물.

130. 양태 126 내지 129 중 어느 하나에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 적어도 2개의, 또는 각각의) ICE는[0378]

서열번호 64~68 중 어느 하나의 서열을 포함하는 항-인간 CD3 scFv(vH-vL), 또는 서열번호 64~68 중 어느 하나

와 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 서열(예를 들어, 서열번호 64~68 중 어느 하나와 96% 초과 또

는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열)을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

131. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 각각의 NBD는 ATP-결합 카세트(ABC) 수송체의 NBD인, 폴리펩티드 작제물[0379]

또는 조성물.

132. 양태 131에 있어서, ABC 수송체는 ABC1, MDR/TAP, MRP, ALD, OABP, GCN20, 또는 White ABC 수송체 계열의[0380]

구성원인, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

133.  양태  131에  있어서,  ABC  수송체  NBD는,  ABCA1(서열번호  1),  ABCB1(서열번호  2),  ABCC1(서열번호  3),[0381]

ABCD1(서열번호 4), ABCE1(서열번호 5), ABCF1(서열번호 6), ABCG2(서열번호 7), 및 TAP1(서열번호 9)로부터

선택되는 aa 서열, 또는 이들 서열 중 어느 하나와 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함

하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

134. 양태 133에 있어서, NBD는 서열번호 1~7 및 9의 aa 서열 중 어느 하나와 97% 초과 또는 98% 초과의 서열[0382]

동일성을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

135. 양태 131에 있어서, NBD는 TAP2 aa 서열, 서열번호 11의 TAP2 aa 서열, 또는 서열번호 11의 aa 서열과[0383]

90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

136. 양태 135에 있어서, NBD는 서열번호 11의 aa 서열과 97% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서[0384]

열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

137. 양태 131에 있어서, NBD는 TAP1 NBD aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.[0385]

138. 양태 137에 있어서, NBD는 서열번호 9의 aa 서열, 또는 서열번호 9의 서열과 90% 초과 또는 95% 초과의 서[0386]

열 동일성을 갖는 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

139. 양태 138에 있어서, NBD는 서열번호 9의 aa 서열과 97% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는 aa 서열[0387]

을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

140. 양태 131에 있어서, NBD는 서열번호 10, 87, 또는 88 중 어느 하나의 TAP1 aa 서열, 또는 이들 서열 중[0388]

어느 하나와 90% 초과 또는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

141. 양태 140에 있어서, NBD는 서열번호 10, 87, 또는 88의 TAP1 aa 서열과 97% 초과 또는 98% 초과의 서열[0389]

동일성을 갖는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

142. 양태 140에 있어서, NBD는 서열번호 88의 TAP1 aa 서열, 또는 서열번호 88의 TAP1 aa 서열과 90% 초과 또[0390]

는 95% 초과의 서열 동일성을 갖는 TAP1 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

143. 양태 142에 있어서, NBD는 서열번호 88의 TAP1 aa 서열과 97% 초과 또는 98% 초과의 서열 동일성을 갖는[0391]

TAP1 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

144. 양태 131 내지 143 중 어느 하나에 있어서, NBD는 비-동종이량체화 NBD를 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또[0392]

는 조성물.

145. 양태 144에 있어서, NBD는 aas N185, S186, Q189, E191, 및 Q192 중 적어도 하나(예를 들어, 적어도 2개[0393]

또는 적어도 3개)에 대한 치환을 포함하는, 폴리펩티드 작제물.

146. 양태 131 내지 145 중 어느 하나에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) NBD는 적어도 하나의(예를[0394]

들어, 각각의) NBD를 실질적으로 ATP 가수분해 결핍시키는 치환을 갖는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.
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147. 양태 146에 있어서, 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) NBD는 서열번호 8에서와 같이 넘버링된 D668 치환[0395]

(예를 들어, D668N), 또는 적어도 하나의(예를 들어, 각각의) NBD를 실질적으로 ATP 가수분해 결핍시키는 상응

하는 치환(예를 들어, 서열번호 9, 10, 87, 또는 88 중 어느 하나)을 갖는 TAP1 NBD를 포함하는, 폴리펩티드 작

제물 또는 조성물.

148. 임의의 선행하는 양태에 있어서, 선택적으로 NBD aa 서열, 스캐폴드 aa 서열, 및 AD aa 서열 중 어느 하나[0396]

사이에 위치되는, 하나 이상의 독립적으로 선택된 링커(예를 들어, 가요성 또는 강성 링커)를 포함하는, 폴리펩

티드 작제물 또는 조성물.

149. 양태 148에 있어서, 하나 이상의 독립적으로 선택된 링커는 서열번호 16~35 중 어느 하나로부터 독립적으[0397]

로 선택되는 aa 서열을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

150. 양태 148 또는 149에 있어서, 하나 이상의 독립적으로 선택된 강성 링커 aa 서열을 추가로 포함하는, 폴리[0398]

펩티드 작제물 또는 조성물.

151. 양태 150에 있어서, 하나 이상의 독립적으로 선택된 강성 링커 aa 서열은/들은 서열번호 36~55 중 어느 하[0399]

나로부터 독립적으로 선택되는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.

152. 양태 1 내지 151 중 어느 하나에 따른, 2개 이상의 작제물, 또는 제1 폴리펩티드 작제물 및 제2 폴리펩티[0400]

드 작제물(예를 들어, 조성물), 및 ATP의 적어도 하나의 분자(예를 들어, 적어도 2개의 분자)를 포함하는 작제

물의 이량체 또는 고차 복합체.

153. 양태 152에 있어서, 복합체 내의 각각의 작제물은 동일한, 이량체 또는 다른 고차 복합체.[0401]

154. 양태 153에 있어서, 이량체 또는 다른 고차 복합체는 동종이량체인, 이량체 또는 다른 고차 복합체.[0402]

155. 양태 152에 있어서, 복합체 내의 각각의 작제물은 동일하지 않은, 이량체 또는 고차 복합체.[0403]

156. 양태 155에 있어서, 이량체 또는 다른 고차 복합체는 이종이량체인, 이량체 또는 다른 고차 복합체.[0404]

157. 양태 152 내지 156 중 어느 하나의 작제물의 이량체 또는 고차 복합체 중 적어도 하나 또는 적어도 2개를[0405]

포함하는 작제물의 집단(예를 들어, 조성물로서의, 작제물의 군 또는 집합체).

158. 양태 157에 있어서, 작제물의 이량체 또는 고차 복합체 중 적어도 하나 또는 적어도 2개는 ADCC, ADCP, 및[0406]

/또는 CDC에 영향을 미치는 면역글로불린 불변 영역을 포함하는, 집단.

159. 양태 157에 있어서, 작제물의 이량체 또는 고차 복합체 중 적어도 하나 또는 적어도 2개는 독립적으로 선[0407]

택된 AD를 포함하는, 집단.

160. 양태 157 또는 159에 있어서, 작제물의 이량체 또는 고차 복합체 중 적어도 하나 또는 적어도 2개는 독립[0408]

적으로 선택된 ICE를 포함하는, 집단.

161. 양태 157 내지 160 중 어느 하나에 있어서, 작제물의 이량체 또는 고차 복합체 중 적어도 하나 또는 적어[0409]

도 2개는 독립적으로 선택된 TSB를 포함하는, 집단.

162. 양태 1 내지 151 중 어느 하나에 있어서, 도 2, 도 3, 도 4a, 또는 도 4b 중 어느 하나에 제시된 구조를[0410]

갖는, 폴리펩티드 작제물.

163. 양태 1 내지 151 중 어느 하나에 있어서, 도 2, 도 3, 도 4a, 또는 도 4b 중 어느 하나에 제시된 구조를[0411]

갖는, 작제물의 쌍.

164. 양태 152 내지 156 중 어느 하나에 있어서, 도 2 또는 도 3 중 어느 하나에 제시된 구조를 갖는, 이량체[0412]

또는 고차 복합체.

165. 양태 152 내지 156 중 어느 하나에 있어서, 도 4a 또는 도 4b 중 어느 하나에 제시된 구조를 갖는, 이량체[0413]

또는 고차 복합체.

166. 양태 152 내지 156 중 어느 하나에 있어서, 도 2, 도 3, 도 4a, 또는 도 4b 중 어느 하나에 제시된 구조를[0414]

갖는, 이량체 또는 고차 복합체.

167.  양태 152 내지 156 중 어느 하나에 있어서, TAP1 또는 TAP2 NBD aa 서열의 동종이량체, 또는 TAP1 및[0415]

TAP2 NBD aa 서열의 이종이량체를 포함하는, 이량체 또는 고차 복합체.
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168.  CD4+  T  세포,  δγ  T  세포,  NK  세포,  골수  유래  억제제  세포,  및/또는  CD8+  T  세포를  자극하는[0416]

방법으로서, NBD에 결합하기에 충분한 ATP의 존재 하에서, 상기 세포를 양태 1 내지 151 중 어느 하나의 작제물

또는 조성물과 접촉시키는 단계를 포함하는, 방법.

169.  양태  168에  있어서,  시험관 내에서,  또는 포유동물 또는 비포유동물 동물의 신체 외부에서 수행되는,[0417]

방법.

170. 양태 169에 있어서, 세포 또는 조직에서 수행되는, 방법.[0418]

171. 양태 168에 있어서, 생체 내 또는 포유동물의 신체 내에서 수행되는, 방법.[0419]

172. 암을 치료하는 방법으로서, 양태 1 내지 151 중 어느 하나의 작제물 또는 조성물을 환자 또는 대상체에게[0420]

투여하는 단계를 포함하는, 방법.

173. 양태 169 내지 172 중 어느 하나에 있어서, 포유동물은 인간인, 방법.[0421]

174. 암 치료용 의약의 제조를 위한, 양태 1 내지 151 중 어느 하나의 작제물 또는 조성물의 용도.[0422]

175. 양태 172 내지 174 중 어느 하나에 있어서, 암은 고형 종양을 포함하는, 방법 또는 용도.[0423]

176. 암의 치료를 위한, 양태 1 내지 151 중 어느 하나의 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.[0424]

177. 양태 176에 있어서, 암은 고형 종양을 포함하는, 폴리펩티드 작제물 또는 조성물.[0425]

178. 양태 172 내지 176 중 어느 하나에 있어서, 암은 중피종, 흑색종, 육종, 암종, 암육종, 림프종, 또는 생식[0426]

세포 종양인, 방법, 용도, 작제물, 또는 조성물.

179. 양태 1 내지 151 중 어느 하나의 하나 이상의 작제물을 암호화하거나, 조성물의 하나 이상의 작제물을 암[0427]

호화하는 서열을 포함하는, 핵산.

180. 벡터로서, 선택적으로 프로모터(예를 들어, 구성 프로모터) 또는 유도성 프로모터의 조절 하에, 양태 179[0428]

의 핵산을 포함하는 벡터.

181. 양태 179 또는 180의 벡터 또는 핵산을 포함하는 세포.[0429]

182. 양태 181에 있어서, 세포는 포유류 세포, 효모 세포, 곤충 세포, 또는 박테리아 세포인, 세포.[0430]

VII. 실시예[0431]

실시예 1[0432]

용액 중 동종이량체화하는 TAP1 NBD의 기능성을 시험하기 위해, (i) N676, S677, Q680, E682, 및 Q683(예를 들[0433]

어, N676G, S677N, Q680R, E682Q, 및 Q683R) 치환, (ii) 서열에 존재하는 시스테인의 세린으로의 치환(서열번

호 10), 및 (iii) 정제를 위한 C-말단 His 태그를 포함하는 인간 TAP1 NBD를 대장균에서 발현시키고 후속하여

정제하였다. 분자량 마커 및 정제된 단백질의 샘플에 대해 도 8에 나타낸 바와 같이 환원 및 비-환원 조건 하에

서 SDS-PAGE 겔 분석을 수행하였다(레인: M- 분자량 마커, R- 환원 단백질 샘플, NR 비-환원 단백질 샘플).

정제된 TAP1 NBD의 샘플을 1 mM ADP 또는 1 mM ATP에 노출시키고 크기 배제 크로마토그래피를 수행하였다. 도 9[0434]

에 나타낸 결과는, ADP의 존재 시 단백질 크로마토그래피의 유효 분자량은 37 kDa인 한편, ATP의 존재 시 단백

질 크로마토그래피의 유효 분자량은 57 kDa임을 나타낸다. 해당 결과는 TAP1 단백질이 ATP의 존재 하에서 이량

체화됨을 나타낸다. 분자량을 결정하기 위해, 질량 광분석 및 동적 광 산란(DLS)을 사용하여 이량체화를 확인하

였다. 질량 광분석법은 크로마토그래피 결과와 일치하게, 1 mM ATP의 존재 하에서 62 kDa의 유효 분자량을 제공

하였다(도 10 참조). 1 mM ADP(도 11의 A) 또는 1 mM ATP(도 11의 B)의 존재 하에서의, 20 mM Tris(pH 8.0),

50  mM  NaCl,  5  mM  MgCl2,  10%  글리세롤 중 DLS는, ADP의 존재 하에서 5.517의 크기 및 ATP의 존재 하에서

8.057의 크기를 나타냈으며, 이는 1 mM ATP의 존재 하에서의 단백질의 이량체화와 재차 일치한다. 아래 표는

DLS 결과를 제공한다.
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[0435]

실시예 2.[0436]

SpyTag3, TEV 프로테아제, 및 C-말단에 부착된 His 태그를 포함하는 펩티드를 갖는 서열번호 87의 TAP1 NBD를[0437]

대장균에서  발현시키고,  세포를  펠릿화하고  분석  시까지  동결시켰다.  TAP1  NBD  단편을  세포 용해에 이어서

HisTrap 컬럼 상의 크로마토그래피로 정제하였다. 분석을 위해, 세포 펠릿을 해동하고, 100 μg/ml 리소자임, 2

프로테아제 억제제 정제(Thermo Pierce  A32965),  및 12.5  U/ml로 첨가된 Universal  Nuclease(Thermo  Pierce

88702)가 보충된 200 ml 용해 완충액(20 mM Tris-Cl pH 8.0, 500 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 10% 글리세롤, 2 mM

ATP)으로 재현탁하였다. 세포를 4℃에서 30분 동안 교반하면서 인큐베이션한 다음, 80% 강도의 초음파 처리로

총 4분의 활성 시간 동안 용해시켰다(사이클당 얼음 상에서 5초 가동, 15초 휴지). 이어서, 용해물을 4℃에서

12,000 x g로 1시간 동안 원심분리하여 정화한 다음, 0.22 μm로 여과하고, 연동 펌프로 밤새 재순환하면서 0.5

ml/분의 속도로 1 ml HisTrap HP 컬럼(Cytiva) 상에 로딩하였다. 다음 날, 컬럼을 관류로 전환시키고, 1 ml/분

으로의 완전한 용해물 로딩 후, 컬럼을 7 mM β-메르캅토에탄올 및 20 mM 이미다졸이 보충된 10 컬럼 부피(CV)

의 용해 완충액으로 세척하였다. 이어서, 컬럼을 AKTAxpress FPLC로 옮기고, 결합된 단백질을 결합 완충액(20

mM Tris-Cl pH 8.0, 200 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 10% 글리세롤, 2 mM ATP, 0.5 mM PMSF) 중에서 40 CV에 걸쳐 0

내지 500 mM의 이미다졸 구배로 용리하였다. 컬럼 분획을 SDS-PAGE로 평가하고, 표적 단백질을 함유하는 분획을

풀링하고 10 ml로 농축시킨 후(10 kDa MWCO), 표적 완충액(20 mM Tris-Cl pH 8.0, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl2,

10% 글리세롤, 1 mM ATP)에서 평형화된 Superdex 200 16/600 컬럼 상에 3회 주입(주입 당 약 3.3 ml)으로 로딩

하였다. 용리 피크 분획을 SDS-PAGE로 평가하고, 표적 단백질 함유 분획을 풀링하고 10 mg/ml로 농축시킨 후(10

kDa 분자량 컷오프), 분취하고(500 μl/튜브), 4℃에서 보관하였다.

정제된 단백질을 분자량 샘플과 함께 SDS-PAGE를 거친다. 도 12는 쿠마시 블루 염색 겔을 제공하며, 여기에서[0438]

가장 왼쪽의 레인은 분자량 샘플을 나타내고, 가장 오른쪽의 레인은 정제된 단백질을 나타낸다.

정제된 단백질(각각 1 mg)의 샘플에 대해 제조사 지침에 따라 PD-10 컬럼(Cytiva 17085101) 상에서 완충액 교환[0439]

하였다. 완충액 교환을 위해, PD-10 탈염 컬럼을 1 mM ATP 또는 1 mM ADP를 함유하는 표적 완충액(20 mM Tris-

Cl pH 8.0, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 10% 글리세롤)으로 평형화시켰다. 1 mg(100 μl의 10 mg/ml 스톡)의 단백

질을 2.4 ml의 표적 완충액과 함께 각 컬럼에 첨가하고, 컬럼을 50-ml 원뿔형 튜브에서 1000 x g로 2분 동안 원

심분리하고,  용리액을  수집하였다.  이어서,  완충액이  교환된  단백질을  0.5  ml(약  60  μM)로  농축시키고,

Superdex S200 Increase 컬럼(Cytiva) 상에 로딩하고, ATP 또는 ADP를 함유하는 적절한 완충액으로 평형화시키

고 0.5  ml/분으로 용리하였다. ATP  함유 샘플은 약 65  kDa의 분자량에 상응하는 15.75  ml의 부피로 용리된

한편, ADP 샘플은 약 38 kDa에 상응하는 16.81 ml로 용리되었다. 도 12는 해당 크로마토그래피 분석의 트레이스

를 제공한다.

ADP 및 ATP의 존재 하에서의 크기 배제 크로마토그래피에 의한 분자량을 결정하기 위해, 정제된 단백질 샘플(각[0440]

각 1 mg)을 제조사 지침에 따라 PD-10 컬럼(Cytiva 17085101) 상에서 완충액 교환하였다. 요약하면, PD-10 탈

염 컬럼을 1 mM ATP 또는 ADP를 함유하는 표적 완충액(20 mM Tris-Cl pH 8.0, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 10% 글

리세롤)으로 평형화시켰다. 1 mg(100 μl의 10 mg/ml 스톡)의 단백질을 2.4 ml의 표적 완충액과 함께 각 컬럼에

첨가하고, 컬럼을 50-ml 원뿔형 튜브에서 1000 x g로 2분 동안 원심분리하고, 용리액을 수집하였다. 이어서, 완

충액이 교환된 단백질을 0.5 ml(약 60 μM)로 농축시키고, Superdex S200 Increase 컬럼(Cytiva) 상에 로딩하

고, ATP 또는 ADP를 함유하는 적절한 완충액에서 약0.5 ml/분으로 평형화시켰다. ATP 함유 샘플은 약 65 kDa의

분자량에 상응하는 15.75 ml의 부피로 용리된 한편, ADP 샘플은 약 38 kDa에 상응하는 16.81 ml로 용리되었다.

실시예 3.[0441]

NBD 폴리펩티드의 유도되지 않은 발현 및 유도된 발현의 평가를 위해, SpyTag3, TEV 프로테아제 부위, 및 C-말[0442]

단에 태그된 His를 포함하는 펩티드를 갖는 서열번호 87 또는 서열번호 88의 NBD의 이소프로필-베타-D-티오갈락

토시드(IPTG) 유도가능 발현을 허용하는 벡터로 대장균 BL21(DE3)의 샘플을 형질전환시켰다. 유도되지 않은 분
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획 및 유도된 분획의 분석을 위해, 각각의 배양물에 대한 600 nm에서의 광학 밀도(OD)를 유도 시점인 0.4 OD까

지 모니터링하고, 1 OD-ml에 해당하는 분취액(예를 들어, 0.4 OD의 2.5 ml)을 취했다. 분취액 중 세포를 6800 x

g로 3분 동안 펠릿화하고, 펠릿을 300 μl의 1x PBS에 재현탁한 다음, 재현탁된 물질을 -80C에서 동결시켰다.

80 μM IPTG로 유도한 후, 세포를 성장시키고 유도 후 최종 수확 동안 1 OD-ml에 해당하는 의 유사한 샘플(예를

들어, 0.25 ml의 4 OD)을 수집하였다. 유도 분석을 위해, 냉동된 샘플을 해동하고, 모든 샘플 내의 세포를 동일

한 부피의 2x 용해 완충액(0.2% Triton X-100, 100 μg/ml 리소자임 및 Pierce로부터의 2x 농도의 Universal

Nuclease를 포함하는 1x PBS)과 혼합하여 용해시켰다. 샘플을 4℃에서 30분 동안 로커 상에서 인큐베이션한 다

음, 용해물을 21,000 x g에서 10분 동안 회전시켜 부스러기를 펠릿화하였다. 상청액의 샘플(30 μl)을 10 μl의

4x SDS-PAGE 로딩 완충액과 혼합하고, 70℃에서 약 5분 동안 가열한 다음, SDS-PAGE 겔 상에 로딩하였다. 도

13a의 SDS-PAGE 겔(A)은 해당 결과를 나타낸다.

크기 배제 크로마토그래피에 의한 발현 수준 및 분자량을 결정하기 위해, 서열번호 87 및 88의 NBD 폴리펩티드[0443]

의 샘플을 대장균에서 발현시키고, SDS-PAGE 및 크로마토그래피 분석을 위해 실시예 2에서와 같이 정제하였다.

서열번호 87의 NBD에 비해 서열번호 88의 "캡핑된" NBD에 대해 약 두 자리수 더 높은(90배) 크로마토그래피 분

자량 측정 및 단백질 수율의 결과가 다음 표에 제공된다.

[0444]

도 13은 유도된 발현 및 유도되지 않은 발현의 SDS PAGE 분석(A, 도 13a) 및 정제된 단백질의 분석(B, 도 13b)[0445]

을 제공한다. 도 13에 제공된 환원 SDS-PAGE 겔 이미지의 레인은 다음과 같다.

[0446]
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       288
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..288
           
             
               note
               Description of sequence: Nucleotide binding domain of the ABCA1 gene product of UniProtKB - O95477
            
          
        
         
           source
           1..288
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       RILDGGGQNDILEIKELTKIYRRKRKPAVDRICVGIPPGECFGLLGVNGAGKSSTFKMLTGDTTVTRGDAFLNKNSILSNIHEVHQNMGYCPQFDAITELLTGREHVEFFALLRGVPEKEVGKVGEWAIRKLGLVKYGEKYAGNYSGGNKRKLSTAMALIGGPPVVFLDEPTTGMDPKARRFLWNCALSVVKEGRSVVLTSHSMEECEALCTRMAIMVNGRFRCLGSVQHLKNRFGDGYTIVVRIAGSNPDLKPVQDFFGLAFPGSVLKEKHRNMLQYQLPSSLSSLA
    
  
   
     
       257
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..257
           
             
               note
               Description of sequence: Nucleotide binding domain of ABCB1 gene product from UniProtKB - P08183
            
          
        
         
           source
           1..257
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       EGLMPNTLEGNVTFGEVVFNYPTRPDIPVLQGLSLEVKKGQTLALVGSSGCGKSTVVQLLERFYDPLAGKVLLDGKEIKRLNVQWLRAHLGIVSQEPILFDCSIAENIAYGDNSRVVSQEEIVRAAKEANIHAFIESLPNKYSTKVGDKGTQLSGGQKQRIAIARALVRQPHILLLDEATSALDTESEKVVQEALDKAREGRTCIVIAHRLSTIQNADLIVVFQNGRVKEHGTHQQLLAQKGIYFSMVSVQAGTKRQ
    
  
   
     
       389
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..389
           
             
               note
               Description of sequence: Nucleotide binding domain of ABCC1 gene product from UniProtKB - P33527
            
          
        
         
           source
           1..389
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       RRPVKDGGGTNSITVRNATFTWARSDPPTLNGITFSIPEGALVAVVGQVGCGKSSLLSALLAEMDKVEGHVAIKGSVAYVPQQAWIQNDSLRENILFGCQLEEPYYRSVIQACALLPDLEILPSGDRTEIGEKGVNLSGGQKQRVSLARAVYSNADIYLFDDPLSAVDAHVGKHIFENVIGPKGMLKNKTRILVTHSMSYLPQVDVIIVMSGGKISEMGSYQELLARDGAFAEFLRTYASTEQEQDAEENGVTGVSGPGKEAKQMENGMLVTDSAGKQLQRQLSSSSSYSGDISRHHNSTAELQKAEAKKEETWKLMEADKAQTGQVKLSVYWDYMKAIGLFISFLSIFLFMCNHVSALASNYWLSLWTDDPIVNGTQEHTKVRLSVYG
    
  
   
     
       280
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..280
           
             
               note
               Description of sequence: Nucleotide binding domain of he ABCD1 gene product from UniProtKB/Swiss-Prot: P33897
            
          
        
         
           source
           1..280
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GPLKIRGQVVDVEQGIICENIPIVTPSGEVVVASLNIRVEEGMHLLITGPNGCGKSSLFRILGGLWPTYGGVLYKPPPQRMFYIPQRPYMSVGSLRDQVIYPDSVEDMQRKGYSEQDLEAILDVVHLHHILQREGGWEAMCDWKDVLSGGEKQRIGMARMFYHRPKYALLDECTSAVSIDVEGKIFQAAKDAGIALLSITHRPSLWKYHTHLLQFDGEGGWKFEKLDSAARLSLTEEKQRLEQQLAGIPKMQRRLQELCQILGEAVAPAHVPAPSPQGPG
    
  
   
     
       293
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..293
           
             
               note
               Description of sequence: Nucleotide binding domain of ABCE1 gene product from UniProtKB/Swiss-Prot: P61221
            
          
        
         
           source
           1..293
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GALSIVNLPSNLEKETTHRYCANAFKLHRLPIPRPGEVLGLVGTNGIGKSTALKILAGKQKPNLGKYDDPPDWQEILTYFRGSELQNYFTKILEDDLKAIIKPQYVDQIPKAAKGTVGSILDRKDETKTQAIVCQQLDLTHLKERNVEDLSGGELQRFACAVVCIQKADIFMFDEPSSYLDVKQRLKAAITIRSLINPDRYIIVVEHDLSVLDYLSDFICCLYGVPSAYGVVTMPFSVREGINIFLDGYVPTENLRFRDASLVFKVAETANEEEVKKMCMYKYPGMKKKMGEF
    
  
   
     
       228
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..228
           
             
               note
               Description of sequence: Nucleotide binding domain of the ABCF1 gene product from UniProtKB - Q8NE71
            
          
        
         
           source
           1..228
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       PPLSPPVLGLHGVTFGYQGQKPLFKNLDFGIDMDSRICIVGPNGVGKSTLLLLLTGKLTPTHGEMRKNHRLKIGFFNQQYAEQLRMEETPTEYLQRGFNLPYQDARKCLGRFGLESHAHTIQICKLSGGQKARVVFAELACREPDVLILDEPTNNLDIESIDALGEAINEYKGAVIVVSHDARLITETNCQLWVVEEQSVSQIDGDFEDYKREVLEALGEVMVSRPRE
    
  
   
     
       269
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..269
           
             
               note
               Description of sequence: Nucleotide binding domain of the ABCG2 gene product from UniProtKB/Swiss-Prot: P45844
            
          
        
         
           source
           1..269
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       RFSSLPRRAAVNIEFRDLSYSVPEGPWWRKKGYKTLLKGISGKFNSGELVAIMGPSGAGKSTLMNILAGYRETGMKGAVLINGLPRDLRCFRKVSCYIMQDDMLLPHLTVQEAMMVSAHLKLQEKDEGRREMVKEILTALGLLSCANTRTGSLSGGQRKRLAIALELVNNPPVMFFDEPTSGLDSASCFQVVSLMKGLAQGGRSIICTIHQPSAKLFELFDQLYVLSQGQCVYRGKVCNLVPYLRDLGLNCPTYHNPADFVMEVASGEY
    
  
   
     
       748
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..748
           
             
               note
               Description of sequence: TAP1 NCBI  NP_000584.3
            
          
        
         
           source
           1..748
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MASSRCPAPRGCRCLPGASLAWLGTVLLLLADWVLLRTALPRIFSLLVPTALPLLRVWAVGLSRWAVLWLGACGVLRATVGSKSENAGAQGWLAALKPLAAALGLALPGLALFRELISWGAPGSADSTRLLHWGSHPTAFVVSYAAALPAAALWHKLGSLWVPGGQGGSGNPVRRLLGCLGSETRRLSLFLVLVVLSSLGEMAIPFFTGRLTDWILQDGSADTFTRNLTLMSILTIASAVLEFVGDGIYNNTMGHVHSHLQGEVFGAVLRQETEFFQQNQTGNIMSRVTEDTSTLSDSLSENLSLFLWYLVRGLCLLGIMLWGSVSLTMVTLITLPLLFLLPKKVGKWYQLLEVQVRESLAKSSQVAIEALSAMPTVRSFANEEGEAQKFREKLQEIKTLNQKEAVAYAVNSWTTSISGMLLKVGILYIGGQLVTSGAVSSGNLVTFVLYQMQFTQAVEVLLSIYPRVQKAVGSSEKIFEYLDRTPRCPPSGLLTPLHLEGLVQFQDVSFAYPNRPDVLVLQGLTFTLRPGEVTALVGPNGSGKSTVAALLQNLYQPTGGQLLLDGKPLPQYEHRYLHRQVAAVGQEPQVFGRSLQENIAYGLTQKPTMEEITAAAVKSGAHSFISGLPQGYDTEVDEAGSQLSGGQRQAVALARALIRKPCVLILDDATSALDANSQLQVEQLLYESPERYSRSVLLITQHLSLVEQADHILFLEGGAIREGGTHQQLMEKKGCYWAMVQAPADAPE
    
  
   
     
       257
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..257
           
             
               note
               Description of sequence: A nucleotide binding domain polypeptide of wild type TAP1
            
          
        
         
           source
           1..257
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GLLTPLHLEGLVQFQDVSFAYPNRPDVLVLQGLTFTLRPGEVTALVGPNGSGKSTVAALLQNLYQPTGGQLLLDGKPLPQYEHRYLHRQVAAVGQEPQVFGRSLQENIAYGLTQKPTMEEITAAAVKSGAHSFISGLPQGYDTEVDEAGSQLSGGQRQAVALARALIRKPCVLILDDATSALDANSQLQVEQLLYESPERYSRSVLLITQHLSLVEQADHILFLEGGAIREGGTHQQLMEKKGCYWAMVQAPADAPE
    
  
   
     
       257
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..257
           
             
               note
               Description of sequence: A nucleotide binding domain polypeptide based on TAP1
            
          
        
         
           source
           1..257
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GLLTPLHLEGLVQFQDVSFAYPNRPDVLVLQGLTFTLRPGEVTALVGPNGSGKSTVAALLQNLYQPTGGQLLLDGKPLPQYEHRYLHRQVAAVGQEPQVFGRSLQENIAYGLTQKPTMEEITAAAVKSGAHSFISGLPQGYDTEVDEAGSQLSGGQRQAVALARALIRKPSVLILDNATSALDAGNQLRVQRLLYESPERYSRSVLLITQHLSLVEQADHILFLEGGAIREGGTHQQLMEKKGSYWAMVQAPADAPE
    
  
   
     
       686
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..686
           
             
               note
               Description of sequence: Tap2  UniProtKB - Q03519
            
          
        
         
           source
           1..686
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MRLPDLRPWTSLLLVDAALLWLLQGPLGTLLPQGLPGLWLEGTLRLGGLWGLLKLRGLLGFVGTLLLPLCLATPLTVSLRALVAGASRAPPARVASAPWSWLLVGYGAAGLSWSLWAVLSPPGAQEKEQDQVNNKVLMWRLLKLSRPDLPLLVAAFFFLVLAVLGETLIPHYSGRVIDILGGDFDPHAFASAIFFMCLFSFGSSLSAGCRGGCFTYTMSRINLRIREQLFSSLLRQDLGFFQETKTGELNSRLSSDTTLMSNWLPLNANVLLRSLVKVVGLYGFMLSISPRLTLLSLLHMPFTIAAEKVYNTRHQEVLREIQDAVARAGQVVREAVGGLQTVRSFGAEEHEVCRYKEALEQCRQLYWRRDLERALYLLVRRVLHLGVQMLMLSCGLQQMQDGELTQGSLLSFMIYQESVGSYVQTLVYIYGDMLSNVGAAEKVFSYMDRQPNLPSPGTLAPTTLQGVVKFQDVSFAYPNRPDRPVLKGLTFTLRPGEVTALVGPNGSGKSTVAALLQNLYQPTGGQVLLDEKPISQYEHCYLHSQVVSVGQEPVLFSGSVRNNIAYGLQSCEDDKVMAAAQAAHADDFIQEMEHGIYTDVGEKGSQLAAGQKQRLAIARALVRDPRVLILDEATSALDVQCEQALQDWNSRGDRTVLVIAHRLQTVQRAHQILVLQEGKLQKLAQL
    
  
   
     
       226
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..226
           
             
               note
               Description of sequence: A nucleotide binding domain polypeptide of wild type TAP2
            
          
        
         
           source
           1..226
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GTLAPTTLQGVVKFQDVSFAYPNRPDRPVLKGLTFTLRPGEVTALVGPNGSGKSTVAALLQNLYQPTGGQVLLDEKPISQYEHCYLHSQVVSVGQEPVLFSGSVRNNIAYGLQSCEDDKVMAAAQAAHADDFIQEMEHGIYTDVGEKGSQLAAGQKQRLAIARALVRDPRVLILDEATSALDVQCEQALQDWNSRGDRTVLVIAHRLQTVQRAHQILVLQEGKLQK
    
  
   
     
       1480
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..1480
           
             
               note
               Description of sequence: NCBI Accession ABD72215.1
            
          
        
         
           source
           1..1480
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MQRSPLEKASVVSKLFFSWTRPILRKGYRQRLELSDIYQIPSVDSADNLSEKLEREWDRELASKKNPKLINALRRCFFWRFMFYGIFLYLGEVTKAVQPLLLGRIIASYDPDNKEERSIAIYLGIGLCLLFIVRTLLLHPAIFGLHHIGMQMRIAMFSLIYKKTLKLSSRVLDKISIGQLVSLLSNNLNKFDEGLALAHFVWIAPLQVALLMGLIWELLQASAFCGLGFLIVLALFQAGLGRMMMKYRDQRAGKISERLVITSEMIENIQSVKAYCWEEAMEKMIENLRQTELKLTRKAAYVRYFNSSAFFFSGFFVVFLSVLPYALIKGIILRKIFTTISFCIVLRMAVTRQFPWAVQTWYDSLGAINKIQDFLQKQEYKTLEYNLTTTEVVMENVTAFWEEGFGELFEKAKQNNNNRKTSNGDDSLFFSNFSLLGTPVLKDINFKIERGQLLAVAGSTGAGKTSLLMVIMGELEPSEGKIKHSGRISFCSQFSWIMPGTIKENIIFGVSYDEYRYRSVIKACQLEEDISKFAEKDNIVLGEGGITLSGGQRARISLARAVYKDADLYLLDSPFGYLDVLTEKEIFESCVCKLMANKTRILVTSKMEHLKKADKILILHEGSSYFYGTFSELQNLQPDFSSKLMGCDSFDQFSAERRNSILTETLHRFSLEGDAPVSWTETKKQSFKQTGEFGEKRKNSILNPINSIRKFSIVQKTPLQMNGIEEDSDEPLERRLSLVPDSEQGEAILPRISVISTGPTLQARRRQSVLNLMTHSVNQGQNIHRKTTASTRKVSLAPQANLTELDIYSRRLSQETGLEISEEINEEDLKECFFDDMESIPAVTTWNTYLRYITVHKSLIFVLIWCLVIFLAEVAASLVVLWLLGNTPLQDKGNSTHSRNNSYAVIITSTSSYYVFYIYVGVADTLLAMGFFRGLPLVHTLITVSKILHHKMLHSVLQAPMSTLNTLKAGGILNRFSKDIAILDDLLPLTIFDFIQLLLIVIGAIAVVAVLQPYIFVATVPVIVAFIMLRAYFLQTSQQLKQLESEGRSPIFTHLVTSLKGLWTLRAFGRQPYFETLFHKALNLHTANWFLYLSTLRWFQMRIEMIFVIFFIAVTFISILTTGEGEGRVGIILTLAMNIMSTLQWAVNSSIDVDSLMRSVSRVFKFIDMPTEGKPTKSTKPYKNGQLSKVMIIENSHVKKDDIWPSGGQMTVKDLTAKYTEGGNAILENISFSISPGQRVGLLGRTGSGKSTLLSAFLRLLNTEGEIQIDGVSWDSITLQQWRKAFGVIPQKVFIFSGTFRKNLDPYEQWSDQEIWKVADEVGLRSVIEQFPGKLDFVLVDGGCVLSHGHKQLMCLARSVLSKAKILLLDEPSAHLDPVTYQIIRRTLKQAFADCTVILCEHRIEAMLECQQFLVIEENKVRQYDSIQKLLNERSLFRQAISPSDRVKLFPHRNSSKCKSKPQIAALKEETEEEVQDTRL
    
  
   
     
       200
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..200
           
             
               note
               Description of sequence: A nucleotide binding domain polypeptide of the CFTR
            
          
        
         
           source
           1..200
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       VLKDINFKIERGQLLAVAGSTGAGKTSLLMVIMGELEPSEGKIKHSGRISFCSQFSWIMPGTIKENIIFGVSYDEYRYRSVIKACQLEEDISKFAEKDNIVLGEGGITLSGGQRARISLARAVYKDADLYLLDSPFGYLDVLTEKEIFESCVCKLMANKTRILVTSKMEHLKKADKILILHEGSSYFYGTFSELQNLQPD
    
  
   
     
       229
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..229
           
             
               note
               Description of sequence: A nucleotide binding domain polypeptide of the CFTR
            
          
        
         
           source
           1..229
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..229
           
             
               note
               position 2 may be absent or L; position 229 is absent or G
            
          
        
         
           VARIANT
           2
           
             
               note
               position 2 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           229
           
             
               note
               position 229 may be absent
            
          
        
      
       SLTTTEVVMENVTAFWEEGGTPVLKDINFKIERGQLLAVAGSTGAGKTSLLMVIMGELEPSEGKIKHSGRISFCSQFSWIMPGTIKENIIFGVSYDEYRYRSVIKACQLEEDISKFAEKDNIVLGEGGITLSGGQRARISLARAVYKDADLYLLDSPFGYLDVLTEKEIFESCVCKLMANKTRILVTSKMEHLKKADKILILHEGSSYFYGTFSELQNLQPDFSSKLMG
    
  
   
     
       4
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..4
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..4
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGS
    
  
   
     
       8
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..8
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..8
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGSGGGS
    
  
   
     
       12
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..12
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..12
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGSGGGSGGGS
    
  
   
     
       16
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..16
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..16
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGSGGGSGGGSGGGS
    
  
   
     
       20
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..20
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGSGGGSGGGSGGGSGGGS
    
  
   
     
       24
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..24
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..24
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGSGGGSGGGSGGGSGGGSGGGS
    
  
   
     
       24
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..24
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..24
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGSGGGSGGGSGGGSGGGSGGGS
    
  
   
     
       24
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..24
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..24
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGSGGGSGGGSGGGSGGGSGGGS
    
  
   
     
       28
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..28
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..28
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGSGGGSGGGSGGGSGGGSGGGSGGGS
    
  
   
     
       32
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..32
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..32
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGSGGGSGGGSGGGSGGGSGGGSGGGSGGGS
    
  
   
     
       5
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..5
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..5
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGGS
    
  
   
     
       10
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..10
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..10
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGGSGGGGS
    
  
   
     
       15
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..15
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..15
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGGSGGGGSGGGGS
    
  
   
     
       20
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..20
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..20
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
    
  
   
     
       25
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..25
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..25
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
    
  
   
     
       30
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..30
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..30
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
    
  
   
     
       35
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..35
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..35
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
    
  
   
     
       40
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..40
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..40
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
    
  
   
     
       45
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..45
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..45
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
    
  
   
     
       50
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..50
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..50
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
    
  
   
     
       7
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..7
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..7
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..7
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 7 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           7
           
             
               note
               position 7 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKA
    
  
   
     
       12
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..12
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..12
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..12
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 12 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           12
           
             
               note
               position 12 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       17
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..17
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..17
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..17
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 17 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           17
           
             
               note
               position 17 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       22
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..22
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..22
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..22
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 22 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           22
           
             
               note
               position 22 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       27
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..27
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..27
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..27
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 27 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           27
           
             
               note
               position 27 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       33
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..33
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..33
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..33
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 32 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           33
           
             
               note
               position 33 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKKEAAAKA
    
  
   
     
       37
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..37
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..37
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..37
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 37 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           37
           
             
               note
               position 37 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       42
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..42
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..42
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..42
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 42 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           42
           
             
               note
               position 42 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       47
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..47
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..47
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..47
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 47 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           47
           
             
               note
               position 47 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       52
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..52
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..52
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..52
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 52 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           52
           
             
               note
               position 52 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       57
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..57
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..57
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..57
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 57 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           57
           
             
               note
               position 57 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       62
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..62
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..62
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..62
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 62 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           62
           
             
               note
               position 62 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       67
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..67
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..67
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..67
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 67 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           67
           
             
               note
               position 67 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       72
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..72
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..72
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..72
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 72 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           72
           
             
               note
               position 72 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       77
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..77
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..77
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..77
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 77 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           77
           
             
               note
               position 77 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       82
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..82
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..82
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..82
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 82 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           82
           
             
               note
               position 82 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       87
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..87
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..87
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..87
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 87 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           87
           
             
               note
               position 87 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       92
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..92
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..92
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..92
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 92 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           92
           
             
               note
               position 92 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       97
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..97
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..97
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..97
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 97 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           97
           
             
               note
               position 97 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       102
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..102
           
             
               note
               Description of sequence: Linker sequence
            
          
        
         
           source
           1..102
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           1..102
           
             
               note
               position 1 may be absent or any alanine; position 102 is absent or alanine
            
          
        
         
           VARIANT
           1
           
             
               note
               position 1 may be absent
            
          
        
         
           VARIANT
           102
           
             
               note
               position 102 may be absent
            
          
        
      
       AEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKA
    
  
   
     
       227
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..227
           
             
               note
               Description of sequence: WT Homo sapiens IgG1 Fc Sequence
            
          
        
         
           source
           1..227
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
    
  
   
     
       226
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..226
           
             
               note
               Description of sequence: hIgG1 Fc with LALA substitution
            
          
        
         
           source
           1..226
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
    
  
   
     
       325
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..325
           
             
               note
               Description of sequence: Homo sapiens IgG2 Fc GenBank AAN76044
            
          
        
         
           source
           1..325
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       STKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
    
  
   
     
       246
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..246
           
             
               note
               Description of sequence: Homo sapiens IgG3 Fc GenBank AAW65947
            
          
        
         
           source
           1..246
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       HKPSNTKVDKRVELKTPLGDTTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
    
  
   
     
       223
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..223
           
             
               note
               Description of sequence: Homo sapiens IgG4 Fc Segment
            
          
        
         
           source
           1..223
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       PPCPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
    
  
   
     
       253
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..253
           
             
               note
               Description of sequence: A scFv anti-human CD3
            
          
        
         
           source
           1..253
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       AIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIRNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYTSRLESGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCQQGNTLPWTFGQGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYSFTGYTMNWVRQAPGKGLEWVALINPYKGVTTYADSVKGRFTISVDKSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARSGYYGDSDWYFDVWGQGTLVTVSS
    
  
   
     
       253
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..253
           
             
               note
               Description of sequence: A scFv anti-human CD3
            
          
        
         
           source
           1..253
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       AIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIRNYLNWYQQKPGKAPKLLIYYTSRLESGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYYCQQGNTLPWTFGQGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYSFTGYTMNWVRQAPGKGLEWVALINPYKGVSTYNQKFKDRFTISVDKSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARSGYYGDSDWYFDVWGQGTLVTVSS
    
  
   
     
       115
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..115
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human CD3 VHH
            
          
        
         
           source
           1..115
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSANTMGWYRQAPGKQRELVAGMNTSGSTVYGDSVKGRFTISRDNAKNIAYLQMNSLIPEDTAVYYCTLVQRGPNYWGQGTQVTVSS
    
  
   
     
       240
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..240
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human CD3 scFv (vH-vL)
            
          
        
         
           source
           1..240
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       DVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGQGLEWIGYINPSRGYTNYADSVKGRFTITTDKSTSTAYMELSSLRSEDTATYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSYMNWYQQKPGKAPKRWIYDTSKVASGVPARFSGSGSGTDYSLTINSLEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGGGTKVEIK
    
  
   
     
       240
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..240
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human CD3 scFv (vH-vL) with disulfide linkage
            
          
        
         
           source
           1..240
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           DISULFID
           43..233
           
             
               note
               Disufide bond between POS 43 and POS 233
            
          
        
      
       DVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGCGLEWIGYINPSRGYTNYADSVKGRFTITTDKSTSTAYMELSSLRSEDTATYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSYMNWYQQKPGKAPKRWIYDTSKVASGVPARFSGSGSGTDYSLTINSLEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGCGTKVEIK
    
  
   
     
       240
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..240
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human CD3 scFv (vH-vL) with disulfide linkage
            
          
        
         
           source
           1..240
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           DISULFID
           43..234
           
             
               note
               Disufide bond between POS 43 and POS 234
            
          
        
      
       DVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGCGLEWIGYINPSRGYTNYADSVKGRFTITTDKSTSTAYMELSSLRSEDTATYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSYMNWYQQKPGKAPKRWIYDTSKVASGVPARFSGSGSGTDYSLTINSLEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGGCTKVEIK
    
  
   
     
       240
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..240
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human CD3 scFv (vH-vL) with disulfide linkage
            
          
        
         
           source
           1..240
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           DISULFID
           44..233
           
             
               note
               Disufide bond between POS 44 and POS 233
            
          
        
      
       DVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGQCLEWIGYINPSRGYTNYADSVKGRFTITTDKSTSTAYMELSSLRSEDTATYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSYMNWYQQKPGKAPKRWIYDTSKVASGVPARFSGSGSGTDYSLTINSLEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGCGTKVEIK
    
  
   
     
       240
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..240
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human CD3 scFv (vH-vL) with disulfide linkage
            
          
        
         
           source
           1..240
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           DISULFID
           44..234
           
             
               note
               Disufide bond between POS 44 and POS 234
            
          
        
      
       DVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTRYTMHWVRQAPGQCLEWIGYINPSRGYTNYADSVKGRFTITTDKSTSTAYMELSSLRSEDTATYYCARYYDDHYCLDYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSYMNWYQQKPGKAPKRWIYDTSKVASGVPARFSGSGSGTDYSLTINSLEAEDAATYYCQQWSSNPLTFGGCTKVEIK
    
  
   
     
       24
       DNA
       PAT
       
         
           source
           1..24
           
             
               mol_type
               other DNA
            
             
               organism
               synthetic construct
            
          
        
         
           misc_feature
           1..24
           
             
               note
               Description of sequence: Enzyme:Oligonucleotide IMT504
            
          
        
      
       tcatcattttgtcattttgtcatt
    
  
   
     
       240
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..240
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-mesothelin scFv polypeptide related to the murine-derived SS1 antibody
            
          
        
         
           source
           1..240
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           121
           
             
               note
               X is V or G
            
          
        
      
       QVQLQQSGPELEKPGASVKISCKASGYSFTGYTMNWVKQSHGKSLEWIGLITPYNGASSYNQKFRGKATLTVDKSSSTAYMDLLSLTSEDSAVYFCARGGYDGRGFDYWGSGTPVTVSSGXGGSGGGGSGGGGSDIELTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMHWYQQKSGTSPKRWIYDTSKLASGVPGRFSGSGSGNSYSLTISSVEAEDDATYYCQQWSKHPLTFGSGTKVEIK
    
  
   
     
       244
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..244
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human mesothelin scFv (vH-vL) polypeptide related to the monoclonal antibody YP218
            
          
        
         
           source
           1..244
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           121
           
             
               note
               X is V or G
            
          
        
      
       QEQLVESGGGLVQPGASLTLTCTASGIDFSRYYMCWVRQAPGKGLEGIACIYIGGSGSTYYASWAKGRFTISKASSTTVTLQMTSLTAADTATYFCARGTNLNYIFRLWGPGTLVTVSSGXGGSGGGGSGGGGSDVVMTQTPASVSEPVGGTVTIKCQASQRISSYLSWYQQKPGQRPKLLIFGASTLASGVPSRFKGSGSGTEYTLTISDLECADAATYYCQSYAYFDSNNWHAFGGGTEVVV
    
  
   
     
       244
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..244
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human mesothelin scFv (vL-vH) polypeptide related to the monoclonal antibody YP218
            
          
        
         
           source
           1..244
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           112
           
             
               note
               X is V or G
            
          
        
      
       DVVMTQTPASVSEPVGGTVTIKCQASQRISSYLSWYQQKPGQRPKLLIFGASTLASGVPSRFKGSGSGTEYTLTISDLECADAATYYCQSYAYFDSNNWHAFGGGTEVVVGXGGSGGGGSGGGGSQEQLVESGGGLVQPGASLTLTCTASGIDFSRYYMCWVRQAPGKGLEGIACIYIGGSGSTYYASWAKGRFTISKASSTTVTLQMTSLTAADTATYFCARGTNLNYIFRLWGPGTLVTVSS
    
  
   
     
       239
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..239
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human mesothelin scFv (vH-vL) polypeptide related to the monoclonal antibody 15B6
            
          
        
         
           source
           1..239
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           116
           
             
               note
               X is V or G
            
          
        
      
       EVQLQQSGPVLVKPGASVKISCKASGYSFTGYYMHWVRQSNGKSLEWIGRINPYTGVPSYKHNFKDKASLTVDKSSSTAYMELHSLTSEDSAVYYCARELGGYWGQGTTLTVSSGXGGSGGGGSGGGGSQAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTGNYPNWVQEKPDHLFTGLIAGTNNRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWFSSHWVFGGGTKLTVLG
    
  
   
     
       239
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..239
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human mesothelin scFv (vL-vH) polypeptide related to the monoclonal antibody 15B6
            
          
        
         
           source
           1..239
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           112
           
             
               note
               X is V or G
            
          
        
      
       QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTGNYPNWVQEKPDHLFTGLIAGTNNRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWFSSHWVFGGGTKLTVLGGXGGSGGGGSGGGGSEVQLQQSGPVLVKPGASVKISCKASGYSFTGYYMHWVRQSNGKSLEWIGRINPYTGVPSYKHNFKDKASLTVDKSSSTAYMELHSLTSEDSAVYYCARELGGYWGQGTTLTVSS
    
  
   
     
       239
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..239
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human mesothelin scFv (vL-vH) polypeptide related to the monoclonal antibody 15B6 with a disulfide linkage
            
          
        
         
           source
           1..239
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           DISULFID
           102..168
           
             
               note
               Disulfide bond between POS 102 and POS 168
            
          
        
      
       QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTGNYPNWVQEKPDHLFTGLIAGTNNRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWFSSHWVFGCGTKLTVLGGGGGSGGGGSGGGGSEVQLQQSGPVLVKPGASVKISCKASGYSFTGYYMHWVRQSNGCSLEWIGRINPYTGVPSYKHNFKDKASLTVDKSSSTAYMELHSLTSEDSAVYYCARELGGYWGQGTTLTVSS
    
  
   
     
       239
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..239
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human mesothelin scFv (vL-vH) polypeptide related to the monoclonal antibody 15B6 with a disulfide linkage
            
          
        
         
           source
           1..239
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           DISULFID
           102..169
           
             
               note
               Disulfide bond between POS 102 and POS 169
            
          
        
      
       QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTGNYPNWVQEKPDHLFTGLIAGTNNRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWFSSHWVFGCGTKLTVLGGGGGSGGGGSGGGGSEVQLQQSGPVLVKPGASVKISCKASGYSFTGYYMHWVRQSNGKCLEWIGRINPYTGVPSYKHNFKDKASLTVDKSSSTAYMELHSLTSEDSAVYYCARELGGYWGQGTTLTVSS
    
  
   
     
       239
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..239
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human mesothelin scFv (vL-vH) polypeptide related to the monoclonal antibody 15B6 with a disulfide linkage
            
          
        
         
           source
           1..239
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           DISULFID
           103..168
           
             
               note
               Disulfide bond between POS 103 and POS 168
            
          
        
      
       QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTGNYPNWVQEKPDHLFTGLIAGTNNRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWFSSHWVFGGCTKLTVLGGGGGSGGGGSGGGGSEVQLQQSGPVLVKPGASVKISCKASGYSFTGYYMHWVRQSNGCSLEWIGRINPYTGVPSYKHNFKDKASLTVDKSSSTAYMELHSLTSEDSAVYYCARELGGYWGQGTTLTVSS
    
  
   
     
       238
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..238
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human mesothelin scFv (vL-vH) polypeptide related to the monoclonal antibody 15B6 with a disulfide linkage
            
          
        
         
           source
           1..238
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           DISULFID
           103..169
           
             
               note
               Disulfide bond between POS 103 and POS 169
            
          
        
      
       QAVVTQESALTTSPGETVTLTCRSSTGAVTTGNYPNWVQEKPDHLFTGLIAGTNNRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWFSSHWVFGGCTKLTVLGGGGGSGGGGSGGGGSEVQLQQSGPVLVKPGASVKISCKASGYSFTGYYMHWVRQSNGKCLEWIGRINPYTGVPSYKHNFKDKASLTVDKSSSTAYMELHSLTSEDSAVYYCARELGGYWGQGTTLTVS
    
  
   
     
       113
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..113
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human mesothelin (VHH) polypeptide related to the monoclonal antibody SD1
            
          
        
         
           source
           1..113
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       QVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASDFDFAAYEMSWVRQAPGQGLEWVAIISHDGIDKYYTDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNTLRAEDTATYYCLRLGAVGQGTLVTVSSS
    
  
   
     
       252
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..252
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human EpCAM scFv (vH-vL) polypeptide related to the monoclonal antibody MT201
            
          
        
         
           source
           1..252
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           129
           
             
               note
               X is V or G
            
          
        
      
       EVQLLESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDMGWGSGWRPYYYYGMDVWGQGTTVTVSSGXGGSGGGGSGGGGSELQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSQSISSYLNWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDSATYYCQQSYDIPYTFGQGTKLEIKRTV
    
  
   
     
       252
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..252
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human EpCAM scFv (vL-vH) polypeptide related to the monoclonal antibody MT201
            
          
        
         
           source
           1..252
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           VARIANT
           112
           
             
               note
               X is V or G
            
          
        
      
       ELQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSQSISSYLNWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDSATYYCQQSYDIPYTFGQGTKLEIKRTVGXGGSGGGGSGGGGSEVQLLESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKDMGWGSGWRPYYYYGMDVWGQGTTVTVSS
    
  
   
     
       242
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..242
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human CTLA-4 scFv (vL-vH) polypeptide related to Ipilimumab
            
          
        
         
           source
           1..242
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGAFSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGQGTKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVRQAPGKGLEWVTFISYDGNNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAIYYCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSS
    
  
   
     
       242
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..242
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human CTLA-4 scFv (vL-vH) polypeptide related to Ipilimumab with a disulfide linkage
            
          
        
         
           source
           1..242
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           DISULFID
           101..167
           
             
               note
               Disulfide bond between POS 101 and POS 167
            
          
        
      
       EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGAFSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGCGTKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVRQAPGCGLEWVTFISYDGNNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAIYYCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSS
    
  
   
     
       242
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..242
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human CTLA-4 scFv (vL-vH) polypeptide related to Ipilimumab with a disulfide linkage
            
          
        
         
           source
           1..242
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           DISULFID
           101..168
           
             
               note
               Disulfide bond between POS 101 and POS 168
            
          
        
      
       EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGAFSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGCGTKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVRQAPGKCLEWVTFISYDGNNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAIYYCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSS
    
  
   
     
       242
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..242
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human CTLA-4 scFv (vL-vH) polypeptide related to Ipilimumab with a disulfide linkage
            
          
        
         
           source
           1..242
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           DISULFID
           102..167
           
             
               note
               Disulfide bond between POS 102 and POS 167
            
          
        
      
       EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGAFSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGQCTKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVRQAPGCGLEWVTFISYDGNNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAIYYCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSS
    
  
   
     
       242
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..242
           
             
               note
               Description of sequence: An anti-human CTLA-4 scFv (vL-vH) polypeptide related to Ipilimumab with a disulfide linkage
            
          
        
         
           source
           1..242
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
         
           DISULFID
           102..168
           
             
               note
               Disulfide bond between POS 102 and POS 168
            
          
        
      
       EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGAFSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGQCTKVEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVRQAPGKCLEWVTFISYDGNNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAIYYCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSS
    
  
   
     
       261
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..261
           
             
               note
               Description of sequence: A nucleotide binding domain polypeptide based on TAP1
            
          
        
         
           source
           1..261
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MPPSGLLTPLHLEGLVQFQDVSFAYPNRPDVLVLQGLTFTLRPGEVTALVGPNGSGKSTVAALLQNLYQPTGGQLLLDGKPLPQYEHRYLHRQVAAVGQEPQVFGRSLQENIAYGLTQKPTMEEITAAAVKSGAHSFISGLPQGYDTEVDEAGSQLSGGQRQAVALARALIRKPSVLILDNATSALDAGNQLRVQRLLYESPERYSRSVLLITQHLSLVEQADHILFLEGGAIREGGTHQQLMEKKGSYWAMVQAPADAPE
    
  
   
     
       290
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..290
           
             
               note
               Description of sequence: A nucleotide binding domain polypeptide based on TAP1
            
          
        
         
           source
           1..290
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       METEFFQQNQTGGGGSGLQTVRSFGGGGGSGGSGLLTPLHLEGLVQFQDVSFAYPNRPDVLVLQGLTFTLRPGEVTALVGPNGSGKSTVAALLQNLYQPTGGQLLLDGKPLPQYEHRYLHRQVAAVGQEPQVFGRSLQENIAYGLTQKPTMEEITAAAVKSGAHSFISGLPQGYDTEVDEAGSQLSGGQRQAVALARALIRKPSVLILDNATSALDAGNQLRVQRLLYESPERYSRSVLLITQHLSLVEQADHILFLEGGAIREGGTHQQLMEKKGSYWAMVQAPADAPE
    
  
   
     
       247
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..247
           
             
               note
               Description of sequence: anti-CD28 scFv
            
          
        
         
           source
           1..247
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       DIELTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVEYYVTSLMQWYQQKPGQPPKLLIFAASNVESGVPARFSGSGSGTNFSLNIHPVDEDDVAMYFCQQSRKVPYTFGGGTKLEIKRGGGGSGGGGSGGGGSQVKLQQSGPGLVTPSQSLSITCTVSGFSLSDYGVHWVRQSPGQGLEWLGVIWAGGGTNYNSALMSRKSISKDNSKSQVFLKMNSLQADDTAVYYCARDKGYSYYYSMDYWGQGTTVTVSS
    
  
   
     
       518
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..518
           
             
               note
               Description of sequence: Single-chain IL12
            
          
        
         
           source
           1..518
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       IWELKKDVYVVELDWYPDAPGEMVVLTCDTPEEDGITWTLDQSSEVLGSGKTLTIQVKEFGDAGQYTCHKGGEVLSHSLLLLHKKEDGIWSTDILKDQKEPKNKTFLRCEAKNYSGRFTCWWLTTISTDLTFSVKSSRGSSDPQGVTCGAATLSAERVRGDNKEYEYSVECQEDSACPAAEESLPIEVMVDAVHKLKYENYTSSFFIRDIIKPDPPKNLQLKPLKNSRQVEVSWEYPDTWSTPHSYFSLTFCVQVQGKSKREKKDRVFTDKTSATVICRKNASISVRAQDRYYSSSWSEWASVPCSGGGGSGGGGSGGGGSRNLPVATPDPGMFPCLHHSQNLLRAVSNMLQKARQTLEFYPCTSEEIDHEDITKDKTSTVEACLPLELTKNESCLNSRETSFITNGSCLASRKTSFMMALCLSSIYEDLKMYQVEFKTMNAKLLMDPKRQIFLDQNMLAVIDELMQALNFNSETVPQKSSLEEPDFYKTKIKLCILLHAFRIRAVTIDRVMSYLNAS
    
  
   
     
       306
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..306
           
             
               note
               Description of sequence: IL12 component p40
            
          
        
         
           source
           1..306
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       IWELKKDVYVVELDWYPDAPGEMVVLTCDTPEEDGITWTLDQSSEVLGSGKTLTIQVKEFGDAGQYTCHKGGEVLSHSLLLLHKKEDGIWSTDILKDQKEPKNKTFLRCEAKNYSGRFTCWWLTTISTDLTFSVKSSRGSSDPQGVTCGAATLSAERVRGDNKEYEYSVECQEDSACPAAEESLPIEVMVDAVHKLKYENYTSSFFIRDIIKPDPPKNLQLKPLKNSRQVEVSWEYPDTWSTPHSYFSLTFCVQVQGKSKREKKDRVFTDKTSATVICRKNASISVRAQDRYYSSSWSEWASVPCS
    
  
   
     
       197
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..197
           
             
               note
               Description of sequence: IL12 component p35
            
          
        
         
           source
           1..197
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       RNLPVATPDPGMFPCLHHSQNLLRAVSNMLQKARQTLEFYPCTSEEIDHEDITKDKTSTVEACLPLELTKNESCLNSRETSFITNGSCLASRKTSFMMALCLSSIYEDLKMYQVEFKTMNAKLLMDPKRQIFLDQNMLAVIDELMQALNFNSETVPQKSSLEEPDFYKTKIKLCILLHAFRIRAVTIDRVMSYLNAS
    
  
   
     
       645
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..645
           
             
               note
               Description of sequence: single chain 4-1BBL (trimer)
            
          
        
         
           source
           1..645
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       ACPWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSGGGGSACPWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSEGGGGSGGGGSGGGGSACPWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE
    
  
   
     
       205
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..205
           
             
               note
               Description of sequence: a 4-1BBL amino acid sequence
            
          
        
         
           source
           1..205
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       ACPWAVSGARASPGSAASPRLREGPELSPDDPAGLLDLRQGMFAQLVAQNVLLIDGPLSWYSDPGLAGVSLTGGLSYKEDTKELVVAKAGVYYVFFQLELRRVVAGEGSGSVSLALHLQPLRSAAGAAALALTVDLPPASSEARNSAFGFQGRLLHLSAGQRLGVHLHTEARARHAWQLTQGATVLGLFRVTPEIPAGLPSPRSE
    
  
   
     
       468
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..468
           
             
               note
               Description of sequence: a single-chain CD40L (sequence trimer)
            
          
        
         
           source
           1..468
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GDQNPQIAAHVISEASSKTTSVLQWAEKGYYTMSNNLVTLENGKQLTVKRQGLYYIYAQVTFCSNREASSQAPFIASLCLKSPGRFERILLRAANTHSSAKPCGQQSIHLGGVFELQPGASVFVNVTDPSQVSHGTGFTSFGLLKLGGGGSGGGGSGGGGSGDQNPQIAAHVISEASSKTTSVLQWAEKGYYTMSNNLVTLENGKQLTVKRQGLYYIYAQVTFCSNREASSQAPFIASLCLKSPGRFERILLRAANTHSSAKPCGQQSIHLGGVFELQPGASVFVNVTDPSQVSHGTGFTSFGLLKLGGGGSGGGGSGGGGSGDQNPQIAAHVISEASSKTTSVLQWAEKGYYTMSNNLVTLENGKQLTVKRQGLYYIYAQVTFCSNREASSQAPFIASLCLKSPGRFERILLRAANTHSSAKPCGQQSIHLGGVFELQPGASVFVNVTDPSQVSHGTGFTSFGLLKL
    
  
   
     
       146
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..146
           
             
               note
               Description of sequence: a CD40L amino acid sequence
            
          
        
         
           source
           1..146
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       GDQNPQIAAHVISEASSKTTSVLQWAEKGYYTMSNNLVTLENGKQLTVKRQGLYYIYAQVTFCSNREASSQAPFIASLCLKSPGRFERILLRAANTHSSAKPCGQQSIHLGGVFELQPGASVFVNVTDPSQVSHGTGFTSFGLLKL
    
  
   
     
       265
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..265
           
             
               note
               Description of sequence: Single-chain IFNg (monomeric engagement)
            
          
        
         
           source
           1..265
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       MQDPYVKEAENLKKYFNAGHSDVADNGTLFLGILKNWKEESDRKIMQSQIVSFYFKLFKNFKDDQSIQKSVETIKEDMNVKFFNSNKKKRDDFEKLTNYSVTDLNVQRKAIDELIQVMAEFSTEEQQEGPYVKEAENLKKYFNAGHSDVADNGTLFLGILKNWKEESDRKIMQSQIVSFYFKLFKNFKDDQSIQKSVETIKEDMNVKFFNSNKKKRDDFEKLTNYSVTDLNVQRKAIHELIQVMAELSPAAKTGKRKRSQMLFRG
    
  
   
     
       119
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..119
           
             
               note
               Description of sequence: Anti-CD16 VHH
            
          
        
         
           source
           1..119
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       EVQLVESGGGLVQPGESLTLSCVVAGSIFSFAMSWYRQAPGKERELVARIGSDDRVTYADSVKGRFTISRDNIKRTAGLQMNSLKPEDTAVYYCNAQTDLRDWTVREYWGQGTQVTVSS
    
  
   
     
       201
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..201
           
             
               note
               Description of sequence: a CD80 amino acid sequence
            
          
        
         
           source
           1..201
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       VIHVTKEVKEVATLSCGHNVSVEELAQTRIYWQKEKKMVLTMMSGDMNIWPEYKNRTIFDITNNLSIVILALRPSDEGTYECVVLKYEKDAFKREHLAEVTLSVKADFPTPSISDFEIPTSNIRRIICSTSGGFPEPHLSWLENGEELNAINTTVSQDPETELYAVSSKLDFNMTTNHSFMCLIKYGHLRVNQTFNWNTTK
    
  
   
     
       222
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..222
           
             
               note
               Description of sequence: CD86 (IgV-IgC)
            
          
        
         
           source
           1..222
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       LKIQAYFNETADLPCQFANSQNQSLSELVVFWQDQENLVLNEVYLGKEKFDSVHSKYMNRTSFDSDSWTLRLHNLQIKDKGLYQCIIHHKKPTGMIRIHQMNSELSVLANFSQPEIVPISNITENVYINLTCSSIHGYPEPKKMSVLLRTKNSTIEYDGIMQKSQDNVTELYDVSISLSVSFPDVTSNMTIFCILETDKTRLLSSPFSIELEDPQPPPDHIP
    
  
   
     
       109
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..109
           
             
               note
               Description of sequence: CD86 (IGV)
            
          
        
         
           source
           1..109
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       LKIQAYFNETADLPCQFANSQNQSLSELVVFWQDQENLVLNEVYLGKEKFDSVHSKYMGRTSFDSDSWTLRLHNLQIKDKGLYQCIIHHKKPTGMIRIHQMNSELSVLA
    
  
   
     
       482
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..482
           
             
               note
               Description of sequence: scFc (wild type L234 L235; including Fc hinge
            
          
        
         
           source
           1..482
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
    
  
   
     
       122
       AA
       PAT
       
         
           REGION
           1..122
           
             
               note
               Description of sequence: Anti-CD16 VHH
            
          
        
         
           source
           1..122
           
             
               mol_type
               protein
            
             
               organism
               Homo sapiens
            
          
        
      
       EVQLVESGGELVQPGGSLRLSCAASGLTFSSYNMGWFRRAPGKEREFVASITWSGRDTFYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMSSLKPEDTAVYYCAANPWPVAAPRSGTYWGQGTQVTVSS
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