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명 세 서

청구범위

청구항 1 

다음을 포함하는 제1 항원-결합 도메인을 포함하는 분자:

(i) 서열 번호: 8을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 CDR1;

(ii) 서열 번호: 9 또는 서열 번호: 23을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 CDR2;

(iii) 서열 번호: 10을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 CDR3;

(iv) 서열 번호: 17을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFV 중쇄 CDR1;

(v) 서열 번호: 18 또는 서열 번호: 27을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFV 중쇄 CDR2; 및

(vi) 서열 번호: 19를 포함하거나 이것으로 이루어진 scFV 중쇄 CDR3.

청구항 2 

제1항에 있어서, 제1 항원-결합 도메인이 다음을 포함하는, 분자:

(a) 서열 번호: 23을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 CDR2; 또는

(b) 서열 번호: 27을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 중쇄 CDR2; 또는

(c) 서열 번호: 23을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 CDR2 및 서열 번호: 27을 포함하거나 이것으로

이루어진 scFv 중쇄 CDR2.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 제1 항원-결합 도메인이 다음을 포함하는, 분자:

(i) 서열 번호: 7 또는 서열 번호: 22와 적어도 90% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄; 및

(ii) 서열 번호: 16 또는 서열 번호: 26과 적어도 90% 동일한 서열을 포함하는 scFv 중쇄.

청구항 4 

제3항에 있어서, 제1 항원-결합 도메인이 다음을 포함하는, 분자:

(a) 서열 번호: 7과 적어도 90% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄 및 서열 번호: 26과 적어도 90% 동일한 서열

을 포함하는 scFv 중쇄; 또는

(b) 서열 번호: 22와 적어도 90% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄 및 서열 번호: 16과 적어도 90% 동일한 서

열을 포함하는 scFv 중쇄; 또는

(c) 서열 번호: 22와 적어도 90% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄 및 서열 번호: 26과 적어도 90% 동일한 서

열을 포함하는 scFv 중쇄.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 항원-결합 도메인이 다음을 포함하는, 분자:

(i) 서열 번호: 7 또는 서열 번호: 22와 적어도 98% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄; 및

(ii) 서열 번호: 16 또는 서열 번호: 26과 적어도 98% 동일한 서열을 포함하는 scFv 중쇄.

청구항 6 

제5항에 있어서, 제1 항원-결합 도메인이 다음을 포함하는, 분자:
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(a) 서열 번호: 7과 적어도 98% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄 및 서열 번호: 26과 적어도 98% 동일한 서열

을 포함하는 scFv 중쇄; 또는

(b) 서열 번호: 22와 적어도 98% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄 및 서열 번호: 16과 적어도 98% 동일한 서

열을 포함하는 scFv 중쇄; 또는

(c) 서열 번호: 22와 적어도 98% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄 및 서열 번호: 26과 적어도 98% 동일한 서

열을 포함하는 scFv 중쇄.

청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 항원-결합 도메인이 다음을 포함하는, 분자:

(i) 서열 번호: 7 또는 서열 번호: 22를 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄; 및

(ii) 서열 번호: 16 또는 서열 번호: 26을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 중쇄.

청구항 8 

제7항에 있어서, 제1 항원-결합 도메인이 다음을 포함하는, 분자:

(a) 서열 번호: 7을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 및 서열 번호: 26을 포함하거나 이것으로 이루어

진 scFv 중쇄; 또는

(b) 서열 번호: 22를 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 및 서열 번호: 16을 포함하거나 이것으로 이루어

진 scFv 중쇄; 또는

(c) 서열 번호: 22를 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 및 서열 번호: 26을 포함하거나 이것으로 이루어

진 scFv 중쇄.

청구항 9 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 있어서, 분자가 항체, 항체 단편, 단일 사슬 가변 단편 (scFv), 키메라 항원

수용체  (CAR),  T  세포  수용체  (TCR),  TCR  모방체,  탠덤  scFv,  이중특이적  T  세포  인게이저(engager),

디아바디, 단일-사슬 디아바디 (scDb), scFv-Fc, 이중특이적 항체, 및 이중-친화도 재표적화 항체 (DART)로 이

루어진 군으로부터 선택되는, 분자.

청구항 10 

제1항 내지 제9항 중 어느 한 항에 있어서, 분자가 CD3, CD28, CD4, CD8, CD16a, NKG2D, PD-1, CTLA-4, 4-1BB,

OX40, ICOS, 및 CD27로 이루어진 군으로부터 선택된 이펙터 세포 수용체에 결합할 수 있는 제2 항원-결합 도메

인을 추가로 포함하는, 분자.

청구항 11 

제10항에 있어서, 제2 항원-결합 도메인이 CD3에 결합할 수 있는, 분자.

청구항 12 

제11항에 있어서, CD3에 결합할 수 있는 제2 항원-결합 도메인이 표 3에 나타낸 것들로부터 선택된 가변 경쇄

및 가변 중쇄를 포함하는, 분자.

청구항 13 

제12항에 있어서, CD3에 결합할 수 있는 제2 항원-결합 도메인이 표 2에 나타낸 것들 (서열 번호: 38, 서열 번

호: 39, 서열 번호: 40, 서열 번호: 41, 서열 번호: 42, 서열 번호: 43, 서열 번호: 44, 서열 번호: 45, 서열

번호: 46, 서열 번호: 47, 서열 번호: 48, 서열 번호: 49, 서열 번호: 50, 서열 번호: 51) 중 어느 하나를 포함

하거나 이것으로 이루어지는, 분자.

청구항 14 
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제1항 내지 제13항 중 어느 한 항에 있어서, 분자가 단일-사슬 디아바디 (scDb)인, 분자.

청구항 15 

제14항에 있어서, 단일-사슬 디아바디가, N- 에서 C- 말단 순서로, 다음을 포함하는, 분자:

(i) 다음을 포함하는 scFv 경쇄:

(a) 서열 번호: 8을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 CDR1;

(b) 서열 번호: 9 또는 서열 번호: 23을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 CDR2;

(c) 서열 번호: 10을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 CDR3

(ii) CD3, CD28, CD4, CD8, CD16a, NKG2D, PD-1, CTLA-4, 4-1BB, OX40, ICOS, 및 CD27로 이루어진 군으로부터

선택된 이펙터 세포 수용체에 결합할 수 있는 항원 결합 도메인; 및

(iii) 다음을 포함하는 scFv 중쇄:

(a) 서열 번호: 17을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFV 중쇄 CDR1;

(b) 서열 번호: 18 또는 서열 번호: 27을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFV 중쇄 CDR2; 및

(c) 서열 번호: 19를 포함하거나 이것으로 이루어진 scFV 중쇄 CDR3.

청구항 16 

제15항에 있어서, 단일-사슬 디아바디가 다음을 포함하는, 분자: 

(a) 서열 번호: 23을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 CDR2; 또는

(b) 서열 번호: 27을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 중쇄 CDR2; 또는

(c) 서열 번호: 23을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 CDR2 및 서열 번호: 27을 포함하거나 이것으로

이루어진 scFv 중쇄 CDR2.

청구항 17 

제14항  내지  제16항  중  어느  한  항에  있어서,  단일-사슬  디아바디가,  N-  에서  C-  말단  순서로,  다음을

포함하는, 분자:

(i) 서열 번호: 7 또는 서열 번호: 22를 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄;

(ii) CD3, CD28, CD4, CD8, CD16a, NKG2D, PD-1, CTLA-4, 4-1BB, OX40, ICOS, 및 CD27로 이루어진 군으로부터

선택된 이펙터 세포 수용체에 결합할 수 있는 항원 결합 도메인; 및

(iii) 서열 번호: 16 또는 서열 번호: 26을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 중쇄.

청구항 18 

제17항에 있어서, 단일-사슬 디아바디가 다음을 포함하는, 분자:

(a) 서열 번호: 7을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 및 서열 번호: 26을 포함하거나 이것으로 이루어

진 scFv 중쇄; 또는

(b) 서열 번호: 22를 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 및 서열 번호: 16을 포함하거나 이것으로 이루어

진 scFv 중쇄; 또는

(c) 서열 번호: 22를 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 및 서열 번호: 26을 포함하거나 이것으로 이루어

진 scFv 중쇄.

청구항 19 

제15항 또는 제17항에 있어서, 항원 결합 도메인이 CD3 항원 결합 도메인인, 분자.
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청구항 20 

제19항에 있어서, CD3 항원 결합 도메인이 표 3에 나타낸 것들로부터 선택된 가변 경쇄 및 가변 중쇄를 포함하

는, 분자.

청구항 21 

제20항에 있어서, 항원 결합 도메인의 가변 경쇄 및 가변 중쇄가 링커, 바람직하게는 3xG4S 링커 (서열 번호:

13)에 의해 분리되는, 분자.

청구항 22 

제19항 내지 제21항 중 어느 한 항에 있어서, CD3에 결합할 수 있는 항원-결합 도메인이 표 2에 나타낸 것들

(서열 번호: 38, 서열 번호: 39, 서열 번호: 40, 서열 번호: 41, 서열 번호: 42, 서열 번호: 43, 서열 번호:

44,  서열 번호: 45,  서열 번호: 46,  서열 번호: 47,  서열 번호: 48,  서열 번호: 49,  서열 번호: 50,  서열

번호: 51) 중 어느 하나를 포함하거나 이것으로 이루어지는, 분자.

청구항 23 

제15항 내지 제22항 중 어느 한 항에 있어서, scFv 경쇄와 항원 결합 도메인 사이의 제1 링커 및 항원 결합 도

메인과 scFv 중쇄 사이의 제2 링커를 추가로 포함하는, 분자.

청구항 24 

제23항에 있어서, 제1 링커가 G4S (서열 번호: 11)를 포함하거나 이것으로 이루어지고 제2 링커가 G4S (서열 번

호: 15)를 포함하거나 이것으로 이루어지는, 분자.

청구항 25 

HMTEVVRHC (서열 번호: 1)를 포함하거나 이것으로 이루어진 돌연변이 펩티드를 발현하는 암을 갖는 포유동물을

치료하는 방법으로서, 상기 방법이

포유동물에게 제1항 내지 제24항 중 어느 한 항의 분자를 투여하는 것

을 포함하는, 방법.

청구항 26 

제25항에 있어서, 상기 포유동물이 인간인, 방법.

청구항 27 

제25항 또는 제26항에 있어서, 상기 암이 호지킨 림프종, 비-호지킨 림프종, 급성 골수성 백혈병, 급성 림프구

성 백혈병, 다발성 골수종, 골수이형성 증후군 (MDS), 골수증식성 질환, 폐암, 췌장암, 위암, 대장암, 난소암,

자궁내막암, 담도암, 간암, 유방암, 전립선암, 식도암, 위암, 신장암, 골암, 연조직암, 두경부암, 다형성 교모

세포종, 성상세포종, 갑상선암, 생식 세포 종양, 또는 흑색종인, 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원의 상호 참조[0001]

본 출원은 2021년 12월 16일에 출원된 미국 특허 가출원 번호 63/290,353에 대한 우선권을 주장하며, 이 출원은[0002]

그 전체가 본원에 참조로 포함된다.

서열 목록[0003]

본 출원은 XML 파일명 "44807-0407WO1_SL_ST26.XML."로서 전자적으로 제출된 서열 목록을 함유한다. 2022년 12[0004]

월 8일에 생성된 XML 파일은 크기가 82,067 바이트이다. XML 파일의 자료는 그 전체가 본원에 참조로 포함된다.
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연방 정부 후원 연구 또는 개발[0005]

본 발명은 국립보건원(National Institutes of Health)이 부여한 보조금 CA006973 하에 정부 지원을 받아 이루[0006]

어졌다. 정부는 본 발명에 대한 특정 권리를 갖는다. 

기술 분야[0007]

암을 갖거나 갖는 것으로 의심되는 포유동물을 평가하고/거나 암을 갖는 포유동물을 치료하기 위한 방법 및 조[0008]

성물이 본원에 기재된다. 예를 들어, 변형된 펩티드 (예를 들어, 종양 항원)에 결합할 수 있는 하나 이상의 항

원-결합 도메인 (예를 들어, 단일-사슬 가변 단편 (scFv))을 포함하는 분자, 뿐만 아니라 이러한 분자를 사용하

는 방법이 제공된다.

배 경 기 술

최근, 항체 및 세포-기반 면역요법이 유망한 암 치료로서 떠오르고 있다. 그러나, 종양 세포 상에서 상승된 발[0009]

현을 갖는 항원을 표적화하는 많은 면역요법은 정상 조직에서 동일한 표적의 낮은 발현으로 인해 상당한 독성을

갖는다. 이상적인 면역요법제는 정상 세포를 그대로 두면서 필수적 구동자 돌연변이를 갖고 있는 암 세포를 특

이적으로 식별할 수 있다. 이들 돌연변이를 함유하는 세포의 표적화는 면역요법에 대해 직접 접근가능하지 않은

세포내 단백질을 인코딩하는 구동자 유전자에 많은 통상적 돌연변이가 있기 때문에 종종 어렵다.

암에서의 체세포 돌연변이는 이들이 종양 세포에서만 발현되고 정상 세포에서는 발현되지 않기 때문에 암 요법[0010]

에 대한 이상적인 표적이다. 구동자 유전자 단백질 (광범위하게 종양유전자 단백질 및 종양 억제자 단백질로 세

분됨)의 표적화는 추가적 이점을 갖는다. 첫째, 이들 돌연변이는 전형적으로 종양 발달 동안 조기에 나타나고,

그에 따라 본질적으로 모든 딸 암 세포는 돌연변이를 함유할 것이다. 둘째, 종양의 그의 종양발생-부여 능력에

대한 의존성은 저항 가능성을 낮게 만든다. 마지막으로, 구동자 유전자 단백질은 많은 환자 사이에서 공유되는

핫스팟 돌연변이를 갖는 경향이 있고, 그에 따라 단일 돌연변이를 표적화하는 요법은 광범위한 환자 집단에 적

용될 수 있다.

대부분의 돌연변이 구동자 유전자 단백질을 포함한 대부분의 돌연변이 단백질은 세포내의 것이다. 소분자가 세[0011]

포내 단백질을 표적화할 수 있지만, 그의 야생형 (WT) 대응물이 아닌 돌연변이 구동자 유전자의 활성을 특이적

으로 억제할 수 있는 소분자의 개발은 대부분의 이러한 구동자 유전자 단백질에 대해 도달되지 않고 남아 있다.

단일 아미노산 돌연변이를 구별하는 능력을 가질 수 있는 항체는 전형적으로 단지 세포외 에피토프만을 표적화

할 수 있다.

면역 시스템은 항원 프로세싱 및 제시를 통해 세포의 세포내 내용물을 샘플링한다. 단백질의 단백질분해 후, 생[0012]

성된 펩티드의 일부가 인간 백혈구 항원 (HLA)상에 로딩되고 세포 표면으로 보내져 여기서 이들은 그의 T 세포

수용체 (TCR)를 통해 자신을 비-자신 펩티드와 구별하기 위한 T 세포에 대한 길 역할을 한다. 예를 들어, 바이

러스-감염된 세포는 그의 HLA에서 바이러스 펩티드를 제시하여, T 세포가 그 세포를 사멸시키도록 촉발한다. 유

사하게, 암에서, 돌연변이 펩티드는 돌연변이-관련-신항원(Mutation-Associated Neo-Antigen)에 대해 MANA로서

언급되는 암 세포 표면 상의 HLA에서 제시될 수 있다. 일부 경우에, 또한 다양한 정도로, 환자는 이들 돌연변이

-펩티드-HLA 신항원에 대해 항암 T 세포 반응을 일으킬 수 있고, 체크포인트 차단 항체는 이 반응을 더욱 강화

할 수 있다. 그러나, 많은 환자, 특히 낮은 돌연변이 부담을 갖는 환자는, 충분한 항암 T 세포 반응을 일으킬

수 없다. 따라서, MANA를 특이적으로 표적화하는 요법 또는 진단은 암을 진단하거나 치료하기 위한 진정한 종양

-특이적 방법을 제공할 수 있다.

HLA 클래스 I 단백질은 모든 유핵 세포 상에 존재한다. 3개의 고전적인 HLA 클래스 I 유전자, A, B, 및 C가 존[0013]

재하며,  이들  각각은  고도로  다형성이다.  각각의  HLA  대립유전자는  특정  펩티드-결합 모티프를  가지며,  그

결과, 단지 특정 펩티드만이 특정 HLA 대립유전자에 결합할 것이다.

암을 진단하고, 모니터링하고, 효과적으로 치료하기 위한 새롭고 개선된 방법을 개발하는 것에 대한 지속적 필[0014]

요성이 당업계에 존재한다.

발명의 내용

요약[0015]

암 세포에 대해 고도로 특이적인 치료적 표적의 식별은 효과적인 암 요법을 개발하기 위한 가장 큰 과제 중 하[0016]
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나이다.

암을 갖는 포유동물을 치료하기 위한 방법 및 조성물이 본원에 기재된다. 예를 들어, 본 문서는 암 (예를 들어,[0017]

변형된 펩티드를 발현하는 암)을 갖는 포유동물을 치료하기 위해 변형된 펩티드 (예를 들어, 펩티드-HLA- 베타-

2 마이크로글로불린 (b2M 또는 β2M) 복합체 중에 존재하는 변형된 펩티드)에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원

-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자를 사용하기 위한 방법 및 물질을 제공한다. 일부

경우에, 암 (예를 들어, 변형된 펩티드를 발현하는 암)을 갖는 포유동물에게 변형된 펩티드 (예를 들어, 펩티드

-HLA-β2M 복합체 중에 존재하는 변형된 펩티드)에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어,

scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자가 투여되어 포유동물을 치료할 수 있다.

본원에서 입증되는 바와 같이, 통상적인 암 구동자 돌연변이 p53 R175H ("R175H")로부터 유래된 HLA-제한 MANA[0018]

중에 존재하는 수많은 MANA를 표적화하는 (예를 들어, 그에 결합하는) scFv가 식별되었다. 또한, 본원에서 입증

되는 바와 같이, scFv는 MANA를 발현하는 세포 (예를 들어, 암 세포)의 인식 및 사멸로 이어질 수 있는 MANA-의

존적 T 세포 활성화 유도가 가능한 이중특이적 항체를 설계하는 데 사용되었다.

MANA는 이들이 정상 조직(들)에는 존재하지 않기 때문에 고도로 특이적인 암 표적으로서 사용될 수 있다. MANA[0019]

를 특이적으로 표적화하는 능력은 암을 진단하고/거나 치료하기 위한 종양-특이적 방법을 제공한다. 예를 들어,

MANA를 특이적으로 표적화하는 scFv는 암을 갖는 포유동물을 진단하고/거나 치료하기 위해 전장 항체 또는 그의

단편, 항체 약물 컨쥬게이트 (ADC), 항체 방사성핵종 컨쥬게이트, 키메라 항원 수용체 (CART)를 발현하는 T 세

포, 또는 이중특이적 항체에서 사용될 수 있다. 또한, MANA에 결합할 수 있는 항체 (MANA바디), 또는 MANA에 결

합할 수 있는 그의 단편은, 폭넓게 적용가능하고 유전적으로 예측가능한 상용(off-the-shelf) 표적화 암 면역요

법이 될 가능성이 있다.

최근, 항체 및 세포-기반 면역요법이 유망한 암 치료로서 떠오르고 있다. 그러나, 종양 세포 상에서 상승된 발[0020]

현을 갖는 항원을 표적화하는 많은 면역요법은 정상 조직에서 동일한 표적의 낮은 발현으로 인해 상당한 독성을

갖는다. 이상적인 면역요법제는 정상 세포를 그대로 두면서 필수적 구동자 돌연변이를 갖고 있는 암 세포를 특

이적으로 식별할 수 있다. 이들 돌연변이를 함유하는 세포의 표적화는 면역요법에 대해 직접 접근가능하지 않은

세포내 단백질을 인코딩하는 구동자 유전자에 많은 통상적 돌연변이가 있기 때문에 종종 어렵다. 세포의 주요

조직적합성 복합체에 결합된 돌연변이 펩티드 (pMHC)로서 제시된 암-특이적 돌연변이를 표적화할 가능성이 입증

되었다. 이들 돌연변이 펩티드를 제시하는 세포를 표적화하기 위한 이중특이적 항체 또는 키메라 항원 수용체

(CAR) T 세포의 사용은, 다른 경우에는 면역 감시로부터 숨겨져 있을 돌연변이 단백질을 함유하는 세포를 식별

하는 유전적으로 특이적인 요법을 제공한다.

그러나, 이들 돌연변이 펩티드에 대한 높은 친화도를 갖는 개선된 항체에 대한 필요성이 남아 있다.[0021]

따라서, 다음을 포함하는 제1 항원-결합 도메인을 포함하는 분자가 본원에 기재된다: (i) 서열 번호: 8을 포함[0022]

하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 CDR1; (ii) 서열 번호: 9 또는 서열 번호: 23을 포함하거나 이것으로 이루

어진 scFv 경쇄 CDR2; (iii) 서열 번호: 10을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 CDR3; (iv) 서열 번호:

17을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFV 중쇄 CDR1; (v) 서열 번호: 18 또는 서열 번호: 27을 포함하거나 이것

으로 이루어진 scFV 중쇄 CDR2; 및 (vi) 서열 번호: 19를 포함하거나 이것으로 이루어진 scFV 중쇄 CDR3.

일부 구현예에서, 제1 항원-결합 도메인은 다음을 포함한다: (a) 서열 번호: 23을 포함하거나 이것으로 이루어[0023]

진 scFv 경쇄 CDR2; 또는 (b) 서열 번호: 27을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 중쇄 CDR2; 또는 (c) 서열

번호: 23을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 CDR2 및 서열 번호: 27을 포함하거나 이것으로 이루어진

scFv 중쇄 CDR2.

일부 구현예에서, 제1 항원-결합 도메인은 다음을 포함한다: (i) 서열 번호: 7 또는 서열 번호: 22와 적어도[0024]

90% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄; 및 (ii) 서열 번호: 16 또는 서열 번호: 26과 적어도 90% 동일한 서열

을 포함하는 scFv 중쇄. 일부 구현예에서, 제1 항원-결합 도메인은 다음을 포함한다: (a) 서열 번호: 7과 적어

도 90% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄 및 서열 번호: 26과 적어도 90% 동일한 서열을 포함하는 scFv 중쇄;

또는 (b) 서열 번호: 22와 적어도 90% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄 및 서열 번호: 16과 적어도 90% 동일

한 서열을 포함하는 scFv 중쇄; 또는 (c) 서열 번호: 22와 적어도 90% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄 및 서

열 번호: 26과 적어도 90% 동일한 서열을 포함하는 scFv 중쇄.

일부 구현예에서, 제1 항원-결합 도메인은 다음을 포함한다: (i) 서열 번호: 7 또는 서열 번호: 22와 적어도[0025]

98% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄; 및 (ii) 서열 번호: 16 또는 서열 번호: 26과 적어도 98% 동일한 서열
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을 포함하는 scFv 중쇄. 일부 구현예에서, 제1 항원-결합 도메인은 다음을 포함한다: (a) 서열 번호: 7과 적어

도 98% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄 및 서열 번호: 26과 적어도 98% 동일한 서열을 포함하는 scFv 중쇄;

또는 (b) 서열 번호: 22와 적어도 98% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄 및 서열 번호: 16과 적어도 98% 동일

한 서열을 포함하는 scFv 중쇄; 또는 (c) 서열 번호: 22와 적어도 98% 동일한 서열을 포함하는 scFv 경쇄 및 서

열 번호: 26과 적어도 98% 동일한 서열을 포함하는 scFv 중쇄.

일부 구현예에서, 제1 항원-결합 도메인은 다음을 포함한다: (i) 서열 번호: 7 또는 서열 번호: 22를 포함하거[0026]

나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄; 및 (ii) 서열 번호: 16 또는 서열 번호: 26을 포함하거나 이것으로 이루어진

scFv 중쇄. 일부 구현예에서, 제1 항원-결합 도메인은 다음을 포함한다: (a) 서열 번호: 7을 포함하거나 이것으

로 이루어진 scFv 경쇄 및 서열 번호: 26을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 중쇄; 또는 (b) 서열 번호: 22

를 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 및 서열 번호: 16을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 중쇄; 또

는 (c) 서열 번호: 22를 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 및 서열 번호: 26을 포함하거나 이것으로 이

루어진 scFv 중쇄.

일부 구현예에서, 분자는 항체, 항체 단편, 단일 사슬 가변 단편 (scFv), 키메라 항원 수용체 (CAR), T 세포 수[0027]

용체 (TCR),  TCR  모방체, 탠덤 scFv,  이중특이적 T  세포 인게이저(engager),  디아바디, 단일-사슬 디아바디

(scDb), scFv-Fc, 이중특이적 항체, 및 이중-친화도 재표적화 항체 (DART)로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일부 구현예에서, 분자는 CD3, CD28, CD4, CD8, CD16a, NKG2D, PD-1, CTLA-4, 4-1BB, OX40, ICOS, 및 CD27로[0028]

이루어진 군으로부터 선택된 이펙터 세포 수용체에 결합할 수 있는 제2 항원-결합 도메인을 추가로 포함한다.

일부 구현예에서, 제2 항원-결합 도메인은 CD3에 결합할 수 있다. 일부 구현예에서, CD3에 결합할 수 있는 제2

항원-결합 도메인은 표 3에 나타낸 것들로부터 선택된 가변 경쇄 및 가변 중쇄를 포함한다. 일부 구현예에서,

CD3에 결합할 수 있는 제2 항원-결합 도메인은 표 2에 나타낸 것들 (서열 번호: 38, 서열 번호: 39, 서열 번호:

40,  서열 번호: 41,  서열 번호: 42,  서열 번호: 43,  서열 번호: 44,  서열 번호: 45,  서열 번호: 46,  서열

번호: 47, 서열 번호: 48, 서열 번호: 49, 서열 번호: 50, 서열 번호: 51) 중 어느 하나를 포함하거나 이것으로

이루어진다.

일부 구현예에서, 분자는 단일-사슬 디아바디 (scDb)이다. 일부 구현예에서, 단일-사슬 디아바디는, N- 에서 C-[0029]

말단 순서로, 다음을 포함한다: (i) 다음을 포함하는 scFv 경쇄: (a) 서열 번호: 8을 포함하거나 이것으로 이루

어진 scFv 경쇄 CDR1, (b) 서열 번호: 9 또는 서열 번호: 23을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 CDR2,

(c)  서열  번호:  10을  포함하거나 이것으로 이루어진 scFv  경쇄  CDR3;  (ii)  CD3,  CD28,  CD4,  CD8,  CD16a,

NKG2D, PD-1, CTLA-4, 4-1BB, OX40, ICOS, 및 CD27로 이루어진 군으로부터 선택된 이펙터 세포 수용체에 결합

할 수 있는 항원 결합 도메인; 및 (iii) 다음을 포함하는 scFv 중쇄: (a) 서열 번호: 17을 포함하거나 이것으로

이루어진 scFV 중쇄 CDR1; (b) 서열 번호: 18 또는 서열 번호: 27을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFV 중쇄

CDR2; 및 (c) 서열 번호: 19를 포함하거나 이것으로 이루어진 scFV 중쇄 CDR3.

일부 구현예에서, 단일-사슬 디아바디는 다음을 포함한다: (a) 서열 번호: 23을 포함하거나 이것으로 이루어진[0030]

scFv  경쇄 CDR2;  또는 (b)  서열 번호: 27을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv  중쇄 CDR2;  또는 (c)  서열

번호: 23을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 CDR2 및 서열 번호: 27을 포함하거나 이것으로 이루어진

scFv 중쇄 CDR2. 일부 구현예에서, 단일-사슬 디아바디는, N- 에서 C- 말단 순서로, 다음을 포함한다: (i) 서열

번호: 7 또는 서열 번호: 22를 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄; (ii) CD3, CD28, CD4, CD8, CD16a,

NKG2D, PD-1, CTLA-4, 4-1BB, OX40, ICOS, 및 CD27로 이루어진 군으로부터 선택된 이펙터 세포 수용체에 결합

할 수 있는 항원 결합 도메인; 및 (iii) 서열 번호: 16 또는 서열 번호: 26을 포함하거나 이것으로 이루어진

scFv 중쇄. 일부 구현예에서, 단일-사슬 디아바디는 다음을 포함한다: (a) 서열 번호: 7을 포함하거나 이것으로

이루어진 scFv 경쇄 및 서열 번호: 26을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 중쇄; 또는 (b) 서열 번호: 22를

포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 및 서열 번호: 16을 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 중쇄; 또는

(c) 서열 번호: 22를 포함하거나 이것으로 이루어진 scFv 경쇄 및 서열 번호: 26을 포함하거나 이것으로 이루어

진 scFv 중쇄.

일부 구현예에서, 항원 결합 도메인은 CD3 항원 결합 도메인이다. 일부 구현예에서, CD3 항원 결합 도메인은 표[0031]

3에 나타낸 것들로부터 선택된 가변 경쇄 및 가변 중쇄를 포함한다.

일부 구현예에서, 항원 결합 도메인의 가변 경쇄 및 가변 중쇄는 링커, 바람직하게는 3xG4S 링커 (서열 번호:[0032]

13)에 의해 분리된다. 일부 구현예에서, CD3에 결합할 수 있는 항원-결합 도메인은 표 2에 나타낸 것들 (서열

번호: 38, 서열 번호: 39, 서열 번호: 40, 서열 번호: 41, 서열 번호: 42, 서열 번호: 43, 서열 번호: 44, 서
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열 번호: 45, 서열 번호: 46, 서열 번호: 47, 서열 번호: 48, 서열 번호: 49, 서열 번호: 50, 서열 번호: 51)

중 어느 하나를 포함하거나 이것으로 이루어진다.

일부 구현예에서, 분자는 scFv 경쇄와 항원 결합 도메인 사이의 제1 링커 및 항원 결합 도메인과 scFv 중쇄 사[0033]

이의 제2 링커를 추가로 포함한다. 일부 구현예에서, 제1 링커는 G4S (서열 번호: 11)를 포함하거나 이것으로

이루어지고 제2 링커는 G4S (서열 번호: 15)를 포함하거나 이것으로 이루어진다.

HMTEVVRHC (서열 번호: 1)을 포함하거나 이것으로 이루어진 돌연변이 펩티드를 발현하는 암을 갖는 포유동물을[0034]

치료하는 방법이 또한 본원에서 제공되며, 상기 방법은 포유동물에게 청구범위 제1항 내지 제24항 중 어느 한

항의 분자를 투여하는 것을 포함한다. 일부 구현예에서, 상기 포유동물은 인간이다. 일부 구현예에서, 상기 암

은 호지킨 림프종, 비-호지킨 림프종, 급성 골수성 백혈병, 급성 림프구성 백혈병, 다발성 골수종, 골수이형성

증후군 (MDS), 골수증식성 질환, 폐암, 췌장암, 위암, 대장암, 난소암, 자궁내막암, 담도암, 간암, 유방암, 전

립선암, 식도암, 위암, 신장암, 골암, 연조직암, 두경부암, 다형성 교모세포종, 성상세포종, 갑상선암, 생식 세

포 종양, 또는 흑색종이다.

본 출원 전반에 걸쳐, 다양한 구현예가 범위 형식으로 제시될 수 있다. 범위 형식의 기재는 단지 편의 및 간결[0035]

성을 위한 것이며 본 개시내용의 범위에 대한 융통성 없는 제한으로 해석되어서는 안 된다는 것을 이해해야 한

다. 따라서, 범위의 기재는 가능한 모든 하위범위 뿐만 아니라 그 범위 내의 개별 수치를 구체적으로 개시한 것

으로 고려되어야 한다. 예를 들어, 1 내지 6과 같은 범위의 기재는 1 내지 3, 1 내지 4, 1 내지 5, 2 내지 4, 2

내지 6, 3 내지 6 등과 같은 하위범위 뿐만 아니라 그 범위 내의 개별 숫자, 예를 들어, 1, 2, 3, 4, 5 및 6을

구체적으로 개시한 것으로 고려되어야 한다. 이는 범위의 폭에 관계없이 적용된다.

명세서 및 청구범위에서 사용되는 바와 같이, 단수형 "a", "an" 및 "the"는 문맥에서 달리 명백히 지시하지 않[0036]

는 한 복수 지시대상을 포함한다. 예를 들어, 용어 "샘플"은 이들의 혼합물을 포함한 복수의 샘플을 포함한다.

용어 "결정", "측정", "평가(evaluating)", "평가(assessing)", "검정" 및 "분석"은 본원에서 종종 측정 형태[0037]

를 지칭하기 위해 상호교환가능하게 사용된다. 용어는 요소가 존재하는지 아닌지의 여부를 결정하는 것 (즉, 검

출)을 포함한다. 이들 용어는 정량적, 정성적 또는 정량적 및 정성적 결정을 포함할 수 있다. 검정은 상대적 또

는 절대적일 수 있다. "~의 존재의 검출"은 문맥에 따라 존재 또는 부재를 결정하는 것에 추가로 존재하는 어떤

것의 양을 결정하는 것을 포함할 수 있다.

본원에서 사용되는 바와 같이, 용어 "약" 숫자는 그 숫자 플러스 또는 마이너스 그 숫자의 10%를 지칭한다. 용[0038]

어 "약" 범위는 그 범위 마이너스 그의 최저값의 10% 및 플러스 그의 최대값의 10%를 지칭한다.

달리 정의되지 않는 한, 본원에서 사용되는 모든 기술적 및 과학적 용어는 본 발명이 속하는 기술분야의 통상의[0039]

기술자에 의해 통상적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 갖는다. 본 발명에서의 사용을 위한 방법 및 물질이 본

원에 기재되며; 당업계에 공지된 다른 적합한 방법 및 물질이 사용될 수도 있다. 물질, 방법, 및 예는 단지 예

시적이며 제한되도록 의도되지 않는다. 본원에서 언급된 모든 공개물, 특허 출원, 특허, 서열, 데이터베이스 항

목,  및  다른  참조문헌은  그  전체가  참조로  포함된다.  상충되는  경우,  정의를  포함한  본  명세서가  우선될

것이다.

본 발명의 다른 특징 및 이점은 하기 상세한 설명 및 도면으로부터, 또한 청구범위로부터 명백해질 것이다.[0040]

도면의 간단한 설명

도 1은 변이체 라이브러리 설계를 나타낸다. 원래의 H2 scFv가 총 1159개 변이체에 대해 각각 19개 아미노산으[0041]

로 모든 6개 CDR에 걸쳐 61개 부위에서 변형되었다. scFv 라이브러리는 직접 합성되었고 파지 디스플레이에 의

한 패닝을 위해 pADL-10b 벡터로 클로닝되었다.

도 2는 선발된 패닝 콜로니에서의 아미노산 변형 부위를 나타낸다. SS320 수용(competent) 세포를 패닝의 라운

드 4 및 라운드 5 종료로부터 파지 풀(pool)로 감염시키고 단일 콜로니 선발을 위해 플레이팅하였다. 라운드 당

100개의 콜로니에 대해 Sanger 시퀀싱을 수행하고 개별 변이체를 식별하였다. 패닝 종료시 높은 다양성이 유지

되었으며 반복 변이체는 거의 없었고 모든 CDR이 시퀀싱된 콜로니에서 나타났다.

도 3은 암모늄 티오시아네이트 및 우레아로의 변이체 스크리닝 결과를 나타낸다. 예측된 구조적으로 관련된 파

지 클론을 R175H/A2 pMHC 또는 R175WT pMHC로 코팅된 ELISA 플레이트에 적용하였다. 초기 세척 후, 플레이트를

다양한 농도의 NH4SCN  또는 우레아로 처리하여 낮은 친화도의 결합제를 용출시켰다. 변이체를 ELISA  흡광도
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(A450) vs. 세척 농도의 선형 회귀 분석에 의해 평가하였다. 원래의 H2보다 더 크거나 그와 동등한 R175H:R175WT

결합을 갖는 변이체에 대한 기울기가 표시되어 있다.

도 4는 풀링된 파지에 대한 티오시아네이트-기반 스크리닝 결과를 나타낸다. 패닝의 라운드 4로부터의 파지 풀

에 대해 0.5M NH4SCN 세척 또는 대조 세척 (HBSPE)과 함께 스크리닝을 수행하였다. 파지를 R175H/A2 단량체로

코팅된 ELISA 플레이트에 적용하고 TBST, 그 후 시험 세척 완충제 (SCN 또는 HBSPE)로 세척하였다. 결합된 파지

를 용출시키고 이를 사용하여 SS320 세포를 감염시켜 보다 많은 파지를 생성하였다. 이 단일-풍부화된 파지 풀

상에서 동일한 프로토콜을 반복하였다. 차세대 시퀀싱을 사용하여 변이체 풍부화를 추적하였다. 시작 라운드 4

파지 풀로부터의 적어도 2배 풍부화 및 상위 50번째 백분위수에서의 판독 비율을 갖는 변이체가 표시되어 있다.

이어서, 선택된 풍부화된 변이체를 구조적으로 예측된 변이체와 유사하게 scDb로서 스크리닝하였다.

도 5는 변이체 scDb가 원래의 H2 scDb와 비교하여 R175H/HLA-A2 단량체에 대해 증가된 상대적 결합을 가졌음을

보여준다. 발현된 scDb가 R175H/A2 단량체에 특이적으로 결합하고 CD3에 결합할 수 있음을 확인하기 위해, scDb

를 R175H/A2 단량체, R175WT/A2 단량체 또는 CD3델타/엡실론 이종이량체로 코팅된 플레이트에 적용하였다. CD3

결합 신호에 대해 정규화시, 대부분의 변이체 scDb는 ELISA에 의해 원래의 H2-scDb와 비교하여 R175H/HLA-A2 단

량체에 대한 증가된 상대적 결합을 나타내었다. 모든 변이체는 R175WT/HLA-A2 결합을 갖지 않았다.

도 6은 펩티드-펄스화 공동-배양에서의 scDb 민감도 시험 결과를 나타낸다. TAP-결핍 T2A3 세포를 다양한 농도

의 R175H 9mer 또는 R175WT 9mer로 펄스화하였다. scDb를 낮은 펄스화 농도에서 펩티드-펄스화 세포에 대해 T

세포를 활성화하는 그의 능력에 대해 시험하였다. T 세포를 모든 조건에서 1nM scDb와 2:1 이펙터:표적 세포 비

율로 공동-배양하였다. T 세포는 모든 scDb에서 R175H-펄스화된 세포에 대하여 높은 수준의 IFNg를 생산하였지

만 R175WT 세포에 대해서는 아니었다. Y57I 및 F53S scDb는 이중 돌연변이 및 원래의 H2 scDb와 비교하여 1nM의

펩티드에서 증가된 IFNg 반응을 생성하였다.

도 7a-7b는 H2 변이체가 KMS26 세포와의 공동-배양에서 원래의 H2 scDb보다 더 낮은 EC50을 가짐을 보여준다.

내인성 p53
R175H

 (TP53 R175H, 흑색 기호) 또는 p53 녹아웃 (TP53 KO, 백색 기호)을 갖는 5 x 10
4
개 일차 인간 T

세포 및 2.5 x 10
4
개 KMS26 표적 세포를 밤새 10 nM 내지 0.169 pM의 scDb의 3배 희석액의 존재 하에 공동-배양

하였다. H2 변이체는 동일한 농도의 scDb에서 원래의 H2 scDb와 비교하여 증가된 세포독성 (도 7a) 및 인터페론

감마 반응 (도 7b)을 생성한다. R175H 세포주에 대한 EC50 값을 5-매개변수 로지스틱 곡선 핏팅에 의해 결정하였

다 (R175H 실선, p53 KO 점선).

도 8a-8d는 H2 변이체가 내인성 R175H 돌연변이를 갖는 표적 세포주에 대하여 강한 세포독성을 생성함을 보여준

다. 변이체 scDb를 2:1 이펙터 대 표적 세포 비율로 내인성 R175H HLA-A2+ 세포주와 인간 T 세포의 공동-배양에

서 0.01 nM, 0.1 nM 및 1 nM에서 시험하였다. 모든 표적 세포주 (TYKnu, 도 8a; KMS26, 도 8b; KLE, 도 8c;

Nalm6, 도 8d)에 대하여, 변이체 scDb는 원래의 H2 scDb에 비해 증가된 활성을 가졌다. 각 scDb 농도에서의 세

포독성을 Tukey의 다중 비교 시험으로 일상적인 양방향 ANOVA에 의해 비교하였다. Nalm6 R175H는 CRISPR 편집에

의해 TP53 R175H 돌연변이를 갖도록 조작된 HLA-A2 양성 세포주이다. 도 8a-8c: 좌측에서 우측으로 각 scDb에

대한 막대: R175H, 0.01nM; R175H, 0.1nM; R175H, 1 nM; p53 KO, 0.01 nM; p53 KO, 0.1 nM; p53 KO, 1 nM; 도

8d: 좌측에서 우측으로 각 scDb에 대한 막대: R175H, 0.01nM; R175H, 0.1nM; R175H, 1 nM; p53 KO, 0.01 nM;

p53 KO, 0.1 nM; p53 KO, 1 nM.

도 9a-9d는 F53S, Y57I 및 F53S/Y57I가 SPR에 의해 R175H/HLA-A2에 대한 증가된 친화도를 가졌음을 보여준다.

원래의 H2 (도 9a), F53S (도 9b), Y57I (도 9c) 및 F53S/Y57I (도 9d) scDb에 대한 결합 친화도를 표면 플라

즈몬 공명 (SPR)에 의해 측정하였다. R175H/A2 (흑색 파선) 또는 R175WT/A2 (밝은 회색 파선) 단량체로 코팅된

칩을 증가하는 농도의 scDb에 노출시켰다. 원래의 H2 (도 9a), F53S (도 9b), Y57I (도 9c) 및 F53S/Y57I (도

9d)에 대한 측정된 친화도 (KD)는 각각 29.5 nM, 12.9 nM, 6.8 nM 및 3.3 nM이다.

도 10a-10i는 H2 변이체가 생체내에서 종양 성장을 제어할 수 있음을 보여준다. 도 10a: 변이체 scDb가 원래의

H2 scDb와 비교하여 개선된 생체내 효능을 갖는지의 여부를 시험하기 위해, 13-15주령 암컷 NSG 마우스를 scDb

를 함유하는 연속 주입 펌프로의 치료 (14일 동안 scDb 용량 0.15mg/kg/일) 2일 전에 1 x 10
6
개 루시퍼라제-양

성 KMS26 세포 및 1 x 10
7
개 인간 T 세포로 접종하였다. 치료 그룹을 제-1일에 무작위화하였다. 종양 부담을

IVIS 시스템을 사용하는 생물발광 이미징에 의해 3일마다 추적하였다. 그룹 당 N = 6 마우스. 도 10b-10f: 총
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플럭스 측정을 각 마우스에 대해 흉부 상에서 측정된 주입 대조 형광 염료에 대해 정규화하였다: 도 10b, 원래

의 H2; 도 10c, F53S; 도 10d, Y57I; 도 10e, F53S/Y57I; 도 10f: L2 이소타입 대조군. 도 10g: 각 시점에서의

생물발광 이미지가 표시되어 있다. 모든 시점에 60s 노출 시간에 걸쳐 발광이 검출되었다. 도 10h는 Y57I 및

F53S/Y57I가 생체내에서 KMS26 종양 성장을 제어함을 보여준다. 각 시점에 각 치료 scDb를 원래의 H2 scDb와 비

교하는  Geissner-Greenhouse  보정  및  Dunnett의  다중  비교 시험으로의 양방향 반복 측정 ANOVA는  Y57I  및

F53S/Y57I가 치료 제5일 및 제8일에 H2보다 종양 성장을 더 잘 제어함 (P < 0.05)을 나타낸다. 총 플럭스 측정

을 각 마우스에 대해 흉부 상에서 측정된 주입 대조 형광 염료에 대해 정규화하였다. 도 10i는 Y57I가 생체내에

서 KMS26 종양 성장을 제어함을 보여준다. 도 9a-9g로부터의 생물발광 데이터의 다중 Mann-Whitney 시험은 Y57I

가 원래의 H2 scDb와 비교하여 제8일에 개선된 종양 제어를 가짐 (P = 0.019)을 나타낸다. 치료 후 2주 내에,

Y57I-치료된 마우스는 종양 재발을 갖지 않았다. 그룹 당 N = 6 마우스. 총 플럭스 측정을 각 마우스에 대해 흉

부 상에서 측정된 주입 대조 형광 염료에 대해 정규화하였다.

도 11a-11g는 H2 변이체가 생체내에서 Nalm6
R175H

 종양 성장을 제어함을 나타낸다. 도 11a: H2 변이체가 보다 낮

은 scDb 용량에서 보다 빠르게 성장하는 Nalm6
R175H

 세포주를 더 잘 제어할 수 있는지의 여부를 시험하기 위해,

7-8주령 암컷 NSG 마우스를 scDb를 함유하는 연속 주입 펌프로의 치료 (14일 동안 scDb 용량 0.075 mg/kg/일)

2일 전에 5 x 10
5
개 루시퍼라제-양성 Nalm6

R175H
 세포 및 1 x 10

7
개 인간 T 세포로 접종하였다. 치료 그룹을 제-1

일에 무작위화하였다. 종양 부담을 IVIS 시스템을 사용하는 생물발광 이미징에 의해 추적하였다. 2개의 독립적

실험을 수행하였으며, scDb 당 N = 6이었다. 결과는 종합적으로 보고되며, 총 N = 12이다. 도 11b-11f: 평균 휘

도 값: 도 11b, 원래의 H2; 도 11c, F53S; 도 11d, Y57I; 도 11e, F53S/Y57I; 도 11f: 이소타입 대조군. 도

11g: Geissner-Greenhouse 보정 및 Dunnett의 다중 비교 시험으로의 양방향 반복 측정 ANOVA는 치료 제7일에

모든 H2 변이체가 개선된 종양 제어를 가졌고 (H2 vs.  F53S  P  =  0.0093,  Y57I  P  =  0.0126,  F53S/Y57I  P =

0.0030) H2가 이소타입 대조군 scDb보다 더 우수하였음 (P < 0.0001)을 나타낸다. F53S/Y57I는 Dunnett의 다중

비교 시험에 의해 제14일에 H2와 비교하여 더 우수한 종양 제어를 가졌다 (2-방향 RM ANOVA, P = 0.0295).

도 12a-12e는 Y57I scDb가 생체내에서 지연 치료 모델에서 KMS26을 제어함을 나타낸다. 도 12a: 확립된 종양 모

델에서 scDb Y57I의 항-종양 효능을 비교하기 위해, 7-9주령 암컷 NSG 마우스를 3.5 x 10
5
개 KMS26 세포로 접종

하고 6일 후 치료 제-1일에 무작위화하였다. 종양 접종 7일 후, 마우스를 마우스 복막 공간에 수술적으로 배치

된 14-일 연속 방출 펌프를 사용하여 0.075 mg/kg/d scDb 및 정맥내로 1 x 10
7
개 인간 T 세포로 치료하였다. 그

룹 당 N = 5. 도 12b-12d: 평균 휘도 값: 도 12b: 원래의 H2; 도 12c: Y57I; 도 12d: 이소타입. 도 12e: 그룹

평균 휘도. 제14일에 치료 종료시, H2 scDb와 Y57I scDb를 비교하는 Mann-Whitney 시험은 Y57I scDb로 치료된

마우스가 보다 낮은 종양 부담을 가졌음 (P = 0.0079)을 나타내었다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

상세한 설명[0042]

본 문서는 암을 갖거나 갖는 것으로 의심되는 포유동물을 평가하고/거나 암을 갖는 포유동물을 치료하기 위한[0043]

방법 및 물질에 관한 것이다. 예를 들어, 본 문서는 암을 갖는 포유동물을 치료하기 위해 변형된 펩티드 (예를

들어, 종양 항원)에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, 단일-사슬 가변 단편 (scFv))을

포함하는 분자를 사용하기 위한 방법 및 물질을 제공한다.

세포내 구동자 유전자를 표적화하는 이중특이적 항체의 일례는 다음을 표적화하는 H2  이중특이적 항체이다:[0044]

9mer 펩티드로서 제시되는 TP53 R175H 돌연변이 (돌연변이 펩티드 HMTEVVRHC (서열 번호: 1); 서열 번호: 3의

위치 168-176에 상응함, 위치 175에서 R→H 돌연변이를 가짐); HLA-A2 상의 WT 펩티드 HMTEVVRRC (서열 번호:

2; 서열 번호: 3의 위치 168-176에 상응함)). Hsiue 등, "Targeting a Neoantigen Derived from a Common TP53

Mutation," Science 371(6533):eabc8697 (2021) 참조; 또한 WO2021/12784 참조, 이는 그 전체가 본원에 참조로

포함됨. H2 이중특이적은 분자의 한쪽 말단의 항-CD3 결합 도메인 및 반대쪽 말단의 pMHC-결합 도메인을 포함한

다. T 세포의 T 세포 수용체 복합체 내의 표적 세포 pMHC 및 CD3에 결합함에 따라, 이중특이적 항체는 T 세포를

활성화시켜 시토카인 방출 및 표적 세포의 T 세포-매개된 사멸 둘 다를 유도한다. 이 H2 이중특이적 항체는 시

험관내에서 항암 세포 사멸을 구동하고 생체내에서 종양 성장을 제한할 수 있지만, 추가의 개선은 생체내에서

개선된 종양 클리어런스 및 성능을 가능하게 할 수 있다. 실로, 다른 사람들은 이중특이적 항체의 결합 친화도

증가가 그의 효력을 유의하게 개선할 수 있음을 보여주었다.
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무엇보다도, pMHC 결합 도메인 내의 단일 아미노산 변화를 함유하는 변이체를 선택하고 이어서 특이적 변이체를[0045]

상대적 친화도에 의해 구별하기 위한 스크리닝 방법에 의해 식별된 시험관내 및 생체내 둘 다에서 개선된 성능

을 갖는 R175H 돌연변이 펩티드에 대한 특이성을 유지하는 친화도 성숙된 H2 변이체가 본원에 기재된다. 이 방

법에 의해 식별된 높은 상대적 친화도를 갖는 변이체는 시험관내 및 생체내 둘 다에서 원래의 H2 변이체를 능가

한다. 이들 변이체 이중특이적 항체는 R175H 돌연변이 펩티드에 대한 동일한 특이성을 유지하면서 표면 플라즈

몬 공명 (SPR)에 의해 측정시 보다 높은 친화도를 갖는다. 이들 친화도 성숙된 H2 변이체는 또한 키메라 항원

수용체 (CAR) 또는 다른 scFv-기반 요법으로서의 사용에 적합화될 수 있다.

또한, 암을 갖거나 암을 갖는 것으로 의심되는 포유동물을 평가하고/거나 암을 갖는 포유동물을 치료하기 위한[0046]

방법 및 조성물이 본원에 기재된다. 암을 갖거나 암을 갖는 것으로 의심되는 포유동물을 평가하고/거나 암 (예

를 들어, 하나 이상의 변형된 펩티드를 발현하는 암)을 갖는 포유동물을 치료하기 위해 TP53 R175H 돌연변이 펩

티드를 표적화 (예를 들어, 그에 결합)할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는

하나 이상의 분자가 사용될 수 있다. 일부 경우에는, 암을 갖거나 암을 갖는 것으로 의심되는 포유동물로부터

얻어진 샘플 중의 하나 이상의 변형된 펩티드의 존재 또는 부재를 검출하기 위해 TP53 R175H 돌연변이 펩티드를

표적화 (예를 들어, 그에 결합)할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나

이상의 분자가 사용될 수 있다. 일부 경우에는, TP53 R175H 돌연변이 펩티드를 표적화 (예를 들어, 그에 결합)

할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자를 암 (예를 들어,

변형된 펩티드를 발현하는 암)을 갖는 포유동물에게 투여하여 포유동물을 치료할 수 있다.

본원에서 사용되는 바와 같이, 변형된 펩티드는 변형된 폴리펩티드로부터 유래된 펩티드이다. 변형된 폴리펩티[0047]

드는 임의의 적절한 변형된 폴리펩티드 (예를 들어, 종양발생에서의 돌연변이 또는 종양 억제자 유전자에서의

돌연변이와 같은 질환-유발 돌연변이를 갖는 폴리펩티드)일 수 있다. 변형된 펩티드는 WT 펩티드 (예를 들어,

변형된 폴리펩티드가 유래되는 WT 폴리펩티드로부터 유래된 펩티드)에 비해 하나 이상의 아미노산 변형 (예를

들어, 치환)을 가질 수 있다. 변형된 펩티드는 또한 돌연변이 펩티드로서 언급될 수 있다. 일부 경우에, 변형된

펩티드는 종양 항원일 수 있다. 종양 항원의 예는, 제한 없이, MANA, 종양-관련 항원, 및 종양-특이적 항원을

포함한다.

변형된 펩티드는 임의의 적절한 길이일 수 있다. 일부 경우에, 변형된 펩티드는 약 7개 아미노산 내지 약 25개[0048]

아미노산 (예를 들어, 약 8개 아미노산 내지 약 25개 아미노산, 약 9개 아미노산 내지 약 25개 아미노산, 약 10

개 아미노산 내지 약 25개 아미노산, 약 11개 아미노산 내지 약 25개 아미노산, 약 12개 아미노산 내지 약 25개

아미노산, 약 13개 아미노산 내지 약 25개 아미노산, 약 15개 아미노산 내지 약 25개 아미노산, 약 18개 아미노

산 내지 약 25개 아미노산, 약 20개 아미노산 내지 약 25개 아미노산, 약 7개 아미노산 내지 약 22개 아미노산,

약 7개 아미노산 내지 약 20개 아미노산, 약 7개 아미노산 내지 약 18개 아미노산, 약 7개 아미노산 내지 약 15

개 아미노산, 약 7개 아미노산 내지 약 12개 아미노산, 약 7개 아미노산 내지 약 10개 아미노산, 약 7개 아미노

산 내지 약 9개 아미노산, 약 8개 아미노산 내지 약 22개 아미노산, 약 10개 아미노산 내지 약 18개 아미노산,

약 12개 아미노산 내지 약 15개 아미노산, 약 8개 아미노산 내지 약 12개 아미노산, 약 12개 아미노산 내지 약

18개 아미노산, 약 18개 아미노산 내지 약 22개 아미노산, 또는 약 9개 아미노산 내지 약 10개 아미노산) 길이

일 수 있다. 예를 들어, 변형된 펩티드는 약 9개 아미노산 길이일 수 있다. 예를 들어, 변형된 펩티드는 약 10

개 아미노산 길이일 수 있다. 변형된 펩티드는 임의의 변형된 폴리펩티드로부터 유래될 수 있다. 본원에 기재된

변형된 펩티드가 유래될 수 있는 변형된 폴리펩티드의 예는, 제한 없이, p53을 포함한다.

본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드[0049]

는 임의의 적절한 HLA와의 복합체로 존재할 수 있다. HLA는 임의의 적절한 HLA 대립유전자일 수 있다. 일부 경

우에, HLA는 클래스 I HLA (예를 들어, HLA-A, HLA-B, 및 HLA-C) 대립유전자일 수 있다. 일부 경우에, HLA는

클래스 II HLA (예를 들어, HLA-DP, HLA-DM, HLA-DOA, HLA-DOB, HLA-DQ, 및 HLA-DR) 대립유전자일 수 있다. 본

원에 기재된 변형된 펩티드와 복합체를 이룰 수 있는 HLA 대립유전자의 예는, 제한 없이, HLA-A1 및 HLA-A2를

포함한다. 특정 변형된 펩티드에 대한 예시적 HLA 대립유전자가 표 1에 나타나 있다. 예를 들어 본원에 기재된

(예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드는 HLA-A2 및

β2M과 복합체로 존재할 수 있다.

본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드[0050]

에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 분자가 본원에 기재된다. 일부

경우에, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변

이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인을 포함하는 분자는 복합체화되지 않은 본원에 기재
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된 (예를 들어, 예를 들어 복합체 (예를 들어, 펩티드-HLA-β2M 복합체)로 존재하지 않는 본원에 기재된 변형된

펩티드를 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 펩티드를 표적화하지 않는다 (예를 들어, 그에 결합하지 않는

다). 일부 경우에, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53

R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인을 포함하는 분자는 WT 펩티드 (예를 들

어, 변형된 폴리펩티드가 유래되는 WT 폴리펩티드로부터 유래된 펩티드)를 표적화하지 않는다 (예를 들어, 그에

결합하지 않는다).

본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드[0051]

에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 분자는 임의의 적절한 유형의

분자일 수 있다. 일부 경우에, 분자는 1가 분자 (예를 들어, 단일 항원-결합 도메인을 함유함)일 수 있다. 일부

경우에, 분자는 다가 분자 (예를 들어, 2개 이상의 항원-결합 도메인을 함유하고 동시에 2개 이상의 항원을 표

적화함)일 수 있다. 예를 들어, 이중특이적 분자는 2개의 항원-결합 도메인을 포함할 수 있고, 삼중특이적 분자

는 3개의 항원-결합 도메인을 포함할 수 있고, 사중특이적 분자는 4개의 항원-결합 도메인을 포함할 수 있고,

기타 등등이다. 항원-결합 도메인을 함유하는 분자의 예는, 제한 없이, 항체, 항체 단편, scFv, 키메라 항원 수

용체 (CAR),  T  세포 수용체 (TCR),  TCR  모방체, 탠덤 scFv,  이중특이적 T 세포 인게이저, 디아바디, scDb,

scFv-Fc, 이중특이적 항체, 이중특이적 단일-사슬 Fc, 이중-친화도 재표적화 항체 (DART), 및 적어도 하나의 가

변 중쇄 (VH) 및 적어도 하나의 가변 경쇄 (VL)를 포함하는 임의의 다른 분자를 포함한다. 이들 분자 중 임의의

것이 본원에 기재된 물질 및 방법에 따라 사용될 수 있다. 일부 경우에, 항원-결합 도메인은 scFv일 수 있다.

예를 들어, 본원에 기재된 변형된 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, 하나 이

상의 scFv)을 포함하는 분자는 CAR일 수 있다. 예를 들어, 본원에 기재된 변형된 펩티드에 결합할 수 있는 2개

의 scFv를 포함하는 분자는 단일-사슬 디아바디 (scDb)일 수 있다.

일부 경우에, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌[0052]

연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 분자가 다가 분

자 (예를 들어, 이중특이적 분자)인 경우, 제1 항원-결합 도메인은 본원에 기재된 변형된 펩티드에 결합할 수

있고 제2 항원-결합 도메인은 이펙터 세포 (예를 들어, 이펙터 세포 상에 존재하는 항원)에 결합할 수 있다. 이

펙터 세포의 예는, 제한 없이, T 세포, 자연 킬러 (NK) 세포, 자연 킬러 T (NKT) 세포, B 세포, 형질 세포, 대

식세포, 단핵구, 미세아교세포, 수지상 세포, 호중구, 섬유아세포, 및 비만 세포를 포함한다. 이펙터 세포 상에

존재하는 항원의 예는, 제한 없이, CD3, CD4, CD8, CD28, NKG2D, PD-1, CTLA-4, 4-1BB, OX40, ICOS, CD27, Fc

수용체 (예를 들어, CD16a), 및 임의의 다른 이펙터 세포 표면 수용체를 포함한다. 일부 경우에, 본원에 기재된

분자는 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이

펩티드에 결합할 수 있는 제1 항원-결합 도메인 및 T 세포 상에 존재하는 항원 (예를 들어, CD3)에 결합할 수

있는 제2 항원-결합 도메인을 포함할 수 있다. 일부 경우에, CD3에 결합할 수 있는 서열 (예를 들어, scFv

서열)은 표 2 또는 표 3에 나타낸 바와 같을 수 있다. 일부 경우에, CD3에 결합할 수 있는 서열 (예를 들어,

scFv 서열)은 다른 부분에 기재된 바와 같을 수 있다 (예를 들어, Rodrigues 등, 1992 Int J Cancer Suppl.

7:45-50; Shalaby 등, 1992 J Exp Med. 175:217-25; Brischwein 등, 2006 Mol Immunol. 43:1129-43; Li 등,

2005 Immunology. 116:487-98; WO2012162067; US20070065437; US20070065437; US20070065437; US20070065437;

US20070065437; 및 US20070065437 참조). 일부 경우에, 본원에 기재된 분자는 본원에 기재된 변형된 펩티드에

결합할 수 있는 제1 항원-결합 도메인 및 NK 세포 상에 존재하는 항원 (예를 들어, CD16a 또는 NKG2D)에 결합할

수 있는 제2 항원-결합 도메인을 포함할 수 있다. 일부 경우에, CD16a에 결합할 수 있는 서열 (예를 들어, scFv

서열)은 표 4에 나타낸 바와 같을 수 있다. 변형된 펩티드 및 이펙터 세포 둘 다에 결합함으로써, 다가 분자는

(예를 들어, HLA 복합체의 부분으로서) 변형된 펩티드를 발현하는 세포를 이펙터 세포와 근접하게 하여, 이펙터

세포가 변형된 펩티드를 발현하는 세포 상에 작용하도록 허용할 수 있다.

일부 경우에, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌[0053]

연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 분자가 다가 분

자 (예를 들어, 이중특이적 분자)인 경우, 분자는 적어도 하나의 VH 및 적어도 하나의 VL을 포함하는 임의의 적

절한 형식으로 존재할 수 있다. 예를 들어, VH 및 VL은 임의의 적절한 배향으로 존재할 수 있다. 일부 경우에,

VH는 VL에 대해 N-말단일 수 있다. 일부 경우에, VH는 VL에 대해 C-말단일 수 있다. 일부 경우에, 링커 아미노

산 서열이 VH와 VL 사이에 위치할 수 있다.

일부 경우에, 이중특이적 분자가 탠덤 scFv를 포함하는 경우, 탠덤 scFv는 임의의 적절한 배향으로 존재할 수[0054]

있다. scFv-A 및 scFv-B를 포함하는 탠덤 scFv 배향의 예는, 제한 없이, VLA-LL-VHA-SL-VLB-LL-VHB, VLA-LL-
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VHA-SL-VHB-LL-VLB,  VHA-LL-VLA-SL-VLB-LL-VHB,  VHA-LL-VLA-SL-VHB-LL-VLB,  VLB-LL-VHB-SL-VLA-LL-VHA,  VLB-

LL-VHB-SL-VHA-LL-VLA, VHB-LL-VLB-SL-VLA-LL-VHA, 및 VHB-LL-VLB-SL-VHA-LL-VLA를 포함하며, 여기서 SL은 짧

은 링커이고 LL은 긴 링커이다. 짧은 링커는 약 3개 아미노산 내지 약 10개 아미노산 길이일 수 있다. 짧은 링

커는 임의의 적절한 아미노산 (예를 들어, 글리신 및 세린)을 임의의 적절한 조합으로 포함할 수 있다. 긴 링커

는 약 10개 아미노산 내지 약 25개 아미노산 길이일 수 있다. 긴 링커는 임의의 적절한 아미노산 (예를 들어,

글리신 및 세린)을 임의의 적절한 조합으로 포함할 수 있다.

일부 경우에, 이중특이적 분자가 디아바디인 경우, 디아바디는 임의의 적절한 배향으로 존재할 수 있다. scFv-A[0055]

및 scFv-B를 포함하는 디아바디 배향의 예는, 제한 없이, VLA-SL-VHB 및 VLB-SL-VHA, VLA-SL-VLB 및 VHB-SL-

VHA,  VHA-SL-VLB  및 VHB-SL-VLA,  VLB-SL-VHA  및 VLA-SL-VHB,  VLB-SL-VLA  및 VHA-SL-VHB,  및 VHB-SL-VLA  및

VHA-SL-VLB를 포함하며, 여기서 SL은 짧은 링커이다. 짧은 링커는 약 3개 아미노산 내지 약 10개 아미노산 길이

일 수 있다. 짧은 링커는 임의의 적절한 아미노산 (예를 들어, 글리신 및 세린)을 임의의 적절한 조합으로 포함

할 수 있다.

일부 경우에, 이중특이적 분자가 scDb인 경우, scDb는 임의의 적절한 배향으로 존재할 수 있다. scFv-A  및[0056]

scFv-B를 포함하는 scDb 배향의 예는, 제한 없이, VLA-SL-VHB-LL-VLB-SL-VHA, VHA-SL-VLB-LL-VHB-SL-VLA, VLA-

SL-VLB-LL-VHB-SL-VHA,  VHA-SL-VHB-LL-VLB-SL-VLA,  VLB-SL-VHA-LL-VLA-SL-VHB,  VHB-SL-VLA-LL-VHA-SL-VLB,

VLB-SL-VLA-LL-VHA-SL-VHB, 및 VHB-SL-VHA-LL-VLA-SL-VLB를 포함하며, 여기서 SL은 짧은 링커이고 LL은 긴 링

커이다. 짧은 링커는 약 3개 아미노산 내지 약 10개 아미노산 길이일 수 있다. 짧은 링커는 임의의 적절한 아미

노산 (예를 들어, 글리신 및 세린)을 임의의 적절한 조합으로 포함할 수 있다. 긴 링커는 약 10개 아미노산 내

지 약 25개 아미노산 길이일 수 있다. 긴 링커는 임의의 적절한 아미노산 (예를 들어, 글리신 및 세린)을 임의

의 적절한 조합으로 포함할 수 있다.

일부 경우에, 이중특이적 분자가 scFv-Fc인 경우, scFv-Fc는 임의의 적절한 배향으로 존재할 수 있다. scFv-Fc-[0057]

A, scFv-Fc-B, 및 Fc 도메인을 포함하는 scFv-Fc 배향의 예는, 제한 없이, VLA-LL-VHA-힌지-Fc 및 VLB-LL-VHB-

힌지-Fc,  VHA-LL-VLA-힌지-Fc  및  VHB-LL-VLB-힌지-Fc,  VLA-LL-VHA-힌지-Fc  및  VHB-LL-VLB-힌지-Fc,  VHA-LL-

VLA-힌지-Fc 및 VLB-LL-VHB-힌지-Fc를 포함하며, 여기서 LL은 긴 링커이다. 긴 링커는 약 10개 아미노산 내지

약 25개 아미노산 길이일 수 있다. 긴 링커는 임의의 적절한 아미노산 (예를 들어, 글리신 및 세린)을 임의의

적절한 조합으로 포함할 수 있다. 일부 경우에, scFv-Fc 내의 Fc 도메인은 scFv-Fc의 이종이량체화를 증가시키

고/거나 동종이량체화를 감소시키기 위한 하나 이상의 변형을 포함할 수 있다. 일부 경우에, scFv-Fc 내의 Fc

도메인은 힌지 도메인을 제외할 수 있다. 일부 경우에, scFv-Fc 내의 Fc 도메인은 scFv의 N-말단에 존재할 수

있다.

일부 경우에, 이중특이적 분자가 이중특이적 단일-사슬 Fc인 경우, 이중특이적 단일-사슬 Fc는 임의의 적절한[0058]

배향으로 존재할 수 있다. 이중특이적 단일-사슬 Fc 배향의 예는, 제한 없이, VLA-LL-VHA-SL-VHB-LL-VLB-SL-힌

지-CH2-CH3-LL-힌지-CH2-CH3,  VLA-LL-VHA-SL-VLB-LL-VHB-SL-힌지-CH2-CH3-LL-힌지-CH2-CH3,  VHA-LL-VLA-SL-

VLB-LL-VHB-SL-힌지-CH2-CH3-LL-힌지-CH2-CH3,  VHA-LL-VLA-SL-VHB-LL-VLB-SL-힌지-CH2-CH3-LL-힌지-CH2-CH3,

및 VLA-SL-VHB-LL-VLB-VHA-SL-힌지-CH2-CH3-LL-힌지-CH2-CH3을 포함하며, 여기서 SL은 짧은 링커이고 LL은 긴

링커이다. 짧은 링커는 약 3개 아미노산 내지 약 8개 아미노산 길이일 수 있다. 짧은 링커는 임의의 적절한 아

미노산 (예를 들어, 글리신 및 세린)을 임의의 적절한 조합으로 포함할 수 있다. 긴 링커는 약 10개 아미노산

내지 약 25개 아미노산 길이일 수 있다. 긴 링커는 임의의 적절한 아미노산 (예를 들어, 글리신 및 세린)을 임

의의 적절한 조합으로 포함할 수 있다. 임의의 적절한 Fc 도메인이 이중특이적 단일-사슬 Fc에서 사용될 수 있

다. 일부 경우에, Fc 도메인은 IgG (예를 들어, 자연 IgG)로부터 유래된 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 일부

경우에, Fc 도메인은 하나 이상의 변형 (예를 들어, 분자의 안정성을 증가시키고/거나 하나 이상의 Fc 수용체에

대한 결합을 증가 또는 감소시키기 위한 하나 이상의 변형)을 포함하는 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 일부

경우에,  이중특이적  단일-사슬  Fc에서  사용될  수  있는  Fc  도메인은  힌지  도메인을  제외할  수  있다.  일부

경우에, 이중특이적 단일-사슬 Fc에서 사용될 수 있는 Fc 도메인은 scFv의 N-말단에 존재할 수 있다. 일부 경우

에, 이중특이적 단일-사슬 Fc에서 사용될 수 있는 Fc 도메인은 다른 부분에 기재된 바와 같을 수 있다 (예를 들

어, 국제 특허 출원 공개 번호 WO 2017/134134 A1, 예를 들어, 서열 번호: 25-32에서; 및 국제 특허 출원 공개

번호 WO 2017/134158 A1, 예를 들어, 표 38; 및 서열 번호: 25-32에서 참조).

본원에 기재된 (예를 들어 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드[0059]

에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 분자는 임의의 적절한 상보성

결정 영역 (CDR)을 포함할 수 있다. 예를 들어, 본원에 기재된 변형된 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항
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원-결합 도메인을 포함하는 분자는 3개의 VH 상보성 결정 영역을 갖는 가변 중쇄 (VH) (CDR-VH) 및 3개의 VL

CDR을 갖는 가변 경쇄 (VL) (CDR-VL)를 포함할 수 있다.

일부 경우에, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌[0060]

연변이 펩티드에 결합할 수 있는 분자는 Y57I, S92N, A31S, S95T, S92E, S95D, S95K, R24D, V29D, F53S, S26P,

V29E, Q90D, 및 Y57L로 이루어진 군으로부터 선택된 H2 (서열 번호: 4)에 대한 하나 이상의 돌연변이를 포함한

다. 일부 경우에, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53

R175H  돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 분자는 Y57I,  S92N,  A31S,  S95T,  S92E,  S95D,  S95K,  R24D,  V29D,

F53S, S26P, V29E, Q90D, 및 Y57L로 이루어진 군으로부터 선택된 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,

14, 또는 14개의 돌연변이 (H2, 서열 번호: 4에 대하여)를 포함한다. 일부 경우에, 본원에 기재된 (예를 들어,

서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 분자는

H2 (서열 번호: 4)에 대한 F53S 및/또는 Y57I 돌연변이를 포함한다. 따라서, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열

번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 분자는, 분자

가 Y57I, S92N, A31S, S95T, S92E, S95D, S95K, R24D, V29D, F53S, S26P, V29E, Q90D, 및 Y57L로 이루어진 군

으로부터 선택된 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 또는 14개 돌연변이 (H2, 서열 번호: 4에

대하여)를 포함하는 한, H2 CDR (CDR-VL1: 서열 번호: 8; CDR-VL2: 서열 번호: 9; CDR-VL3: 서열 번호: 10;

CDR-VH1: 서열 번호: 17; CDR-VH2: 서열 번호: 18; 및 CDR-VH3: 서열 번호: 19) 각각 중 하나를 포함할 수 있

다. 일부 경우에, 돌연변이(들)는 F53S 및/또는 Y57I이다.

예를 들어, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연[0061]

변이 펩티드에 결합할 수 있는 분자는 하기에 기재된 CDR 각각 중 하나를 포함할 수 있다:

CDR-VL1: 서열 번호: 8;[0062]

CDR-VL2: 서열 번호: 9 또는 서열 번호: 23;[0063]

CDR-VL3: 서열 번호: 10;[0064]

CDR-VH1: 서열 번호: 17;[0065]

CDR-VH2: 서열 번호: 18 또는 서열 번호: 27; 및[0066]

CDR-VH3: 서열 번호: 19,[0067]

여기서:[0068]

i) CDR-VL2는 서열 번호: 23이거나; 또는[0069]

ii) CDR-VH2는 서열 번호: 27이거나; 또는[0070]

iii) CDR-VL2는 서열 번호: 23이고 CDR-VH2는 서열 번호: 27임.[0071]

예를 들어, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연[0072]

변이 펩티드에 결합할 수 있는 분자는 하기에 기재된 CDR 각각 중 하나를 포함할 수 있다:

CDR-VL1: 서열 번호: 8;[0073]

CDR-VL2: 서열 번호: 23;[0074]

CDR-VL3: 서열 번호: 10;[0075]

CDR-VH1: 서열 번호: 17;[0076]

CDR-VH2: 서열 번호: 18 또는 서열 번호: 27; 및[0077]

CDR-VH3: 서열 번호: 19.[0078]

예를 들어, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연[0079]

변이 펩티드에 결합할 수 있는 분자는 하기에 기재된 CDR 각각 중 하나를 포함할 수 있다:

CDR-VL1: 서열 번호: 8;[0080]

CDR-VL2: 서열 번호: 23;[0081]

공개특허 10-2024-0127981

- 16 -



CDR-VL3: 서열 번호: 10;[0082]

CDR-VH1: 서열 번호: 17;[0083]

CDR-VH2: 서열 번호: 18; 및[0084]

CDR-VH3: 서열 번호: 19.[0085]

예를 들어, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연[0086]

변이 펩티드에 결합할 수 있는 분자는 하기에 기재된 CDR 각각 중 하나를 포함할 수 있다:

CDR-VL1: 서열 번호: 8;[0087]

CDR-VL2: 서열 번호: 23;[0088]

CDR-VL3: 서열 번호: 10;[0089]

CDR-VH1: 서열 번호: 17;[0090]

CDR-VH2: 서열 번호: 27; 및[0091]

CDR-VH3: 서열 번호: 19.[0092]

예를 들어, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연[0093]

변이 펩티드에 결합할 수 있는 분자는 하기에 기재된 CDR 각각 중 하나를 포함할 수 있다:

CDR-VL1: 서열 번호: 8;[0094]

CDR-VL2: 서열 번호: 9 또는 서열 번호: 23;[0095]

CDR-VL3: 서열 번호: 10;[0096]

CDR-VH1: 서열 번호: 17;[0097]

CDR-VH2: 서열 번호: 27; 및[0098]

CDR-VH3: 서열 번호: 19.[0099]

예를 들어, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연[0100]

변이 펩티드에 결합할 수 있는 분자는 하기에 기재된 CDR 각각 중 하나를 포함할 수 있다:

CDR-VL1: 서열 번호: 8;[0101]

CDR-VL2: 서열 번호: 9;[0102]

CDR-VL3: 서열 번호: 10;[0103]

CDR-VH1: 서열 번호: 17;[0104]

CDR-VH2: 서열 번호: 27; 및[0105]

CDR-VH3: 서열 번호: 19.[0106]

예를 들어, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연[0107]

변이 펩티드에 결합할 수 있는 분자는 하기에 기재된 CDR 각각 중 하나를 포함할 수 있다:

CDR-VL1: 서열 번호: 8;[0108]

CDR-VL2: 서열 번호: 23;[0109]

CDR-VL3: 서열 번호: 10;[0110]

CDR-VH1: 서열 번호: 17;[0111]

CDR-VH2: 서열 번호: 27; 및[0112]

CDR-VH3: 서열 번호: 19.[0113]

일부 경우에, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌[0114]
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연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 분자는 임의의

적절한 CDR 서열의 세트 (예를 들어, 본원에 기재된 CDR 서열 세트 중 임의의 것)를 포함할 수 있다.

본원에 기재된 (예를 들어 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드[0115]

에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 분자는 임의의 적절한 서열을

포함할 수 있다. 예를 들어, 본원에 기재된 (예를 들어 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된

TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 분자는, 제한 없이, 서열 번호: 20, 서열 번호: 24, 또는 서열

번호: 28 중 어느 하나에 기재된 scFv 서열을 포함할 수 있다. 특정 변형된 펩티드에 결합할 수 있는 서열 (예

를 들어, scFv 서열)의 예가 표 1에 나타나 있다. 일부 경우에, 본원에 기재된 (예를 들어 서열 번호: 1을 포함

하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메

인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 분자는, 때로는 변이체 서열로서 언급되는, 표 1에 나타낸 서열로부터 벗어난

서열을 가질 수 있다. 예를 들어, 본원에 기재된 변형된 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메

인을 포함하는 분자는 표 1에 나타낸 서열 중 임의의 것과 적어도 75% 서열 동일성 (예를 들어, 적어도 80% 서

열 동일성, 적어도 85% 서열 동일성, 적어도 90% 서열 동일성, 적어도 95% 서열 동일성, 적어도 96% 서열 동일

성, 적어도 97% 서열 동일성, 적어도 98% 서열 동일성, 적어도 99% 서열 동일성, 또는 그 초과)을 가질 수 있으

며, 단 변이체 서열은 본원에 기재된 변형된 펩티드에 결합하는 능력을 유지한다. 예를 들어, 본원에 기재된 변

형된 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인을 포함하는 분자는 표 1에 나타낸 서열과 비교하

여 하나 이상 (예를 들어, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10개, 또는 그 초과)의 변형 (예를 들어, 하나 이상의

아미노산  치환)을  가질  수  있으며,  단  변이체  서열은  본원에  기재된  변형된  펩티드에  결합하는  능력을

유지한다. 일부 경우에, 본원에 기재된 변형된 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인을 포함

하는 분자는 본원에 기재된 임의의 적절한 CDR 서열의 세트를 포함할 수 있고, 표 1에 나타낸 서열로부터의 임

의의 서열 편차가 스캐폴드 서열(들)에 존재할 수 있다.

본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드[0116]

에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 분자는 라벨 (예를 들어, 검출

가능 라벨)에 부착 (예를 들어, 공유 또는 비-공유 부착)될 수 있다. 검출가능 라벨은 임의의 적절한 라벨일 수

있다. 일부 경우에, 라벨은 본원에 기재된 하나 이상의 변형된 펩티드의 존재 또는 부재를 검출하는 데 도움을

주기 위해 사용될 수 있다. 예를 들어, 라벨링된 본원에 기재된 분자는 포유동물로부터 얻어진 샘플 중의 암 세

포 (예를 들어, 본원에 기재된 변형된 펩티드를 발현하는 암 세포)를 검출하기 위해 시험관내에서 사용될 수 있

다. 일부 경우에, 라벨 (예를 들어, 검출가능 라벨)은 본원에 기재된 하나 이상의 변형된 펩티드의 위치를 결정

하는 데 도움을 주기 위해 사용될 수 있다. 예를 들어, 라벨링된 본원에 기재된 분자는 포유동물에서 항-종양

요법을 모니터링하기 위해 및/또는 암 세포 (예를 들어, 본원에 기재된 변형된 펩티드를 발현하는 암 세포)를

검출하기 위해 생체내에서 사용될 수 있다. 본원에 기재된 분자에 부착될 수 있는 라벨의 예는, 제한 없이, 방

사성핵종, 자기 공명 이미징 (MRI), 컴퓨터 단층촬영 (CT), 초음파 (US), 및 다른 이미징 기법에 사용되는 조영

제, 발색단, 효소, 및 형광 분자 (예를 들어, 녹색 형광 단백질 및 근-IR 형광)를 포함한다.

본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진)) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티[0117]

드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 분자는 치료적 작용제에 부

착 (예를 들어, 공유 또는 비-공유 부착)될 수 있다. 치료적 작용제는 임의의 치료적 작용제일 수 있다. 일부

경우에, 치료적 작용제는 항암 작용제일 수 있다. 본원에 기재된 분자에 부착될 수 있는 치료적 작용제의 예는,

제한 없이, 항암 작용제, 예컨대 모노메틸 아우리스타틴 E (MMAE), 모노메틸 아우리스타틴 F (MMAF), 메이탄신,

메르탄신/엠탄신 (DM1),  라브탄신/소라브탄신 (DM4),  SN-38,  칼리케아미신, D6.5,  이량체 피롤로벤조디아제핀

(PBD), α-아만틴 (AAMT), PNU-159682, 리신, 슈도모나스 외독소 A, 디프테리아 독소, 및 젤로닌을 포함한다.

본 문서는 또한, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H[0118]

돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의

분자를 사용하는 방법을 제공한다. 예를 들어, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로

이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드를 표적화 (예를 들어, 그에 결합)할 수 있는 하나 이상의 항원-

결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자는 암을 갖거나 암을 갖는 것으로 의심되는 포유동

물을 평가 및/또는 암 (예를 들어, 본원에 기재된 (예를 들어 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진)

변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드를 발현하는 암)을 갖는 포유동물을 치료하기 위해 사용될 수 있다. 일부 경

우에, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이

펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인을 포함하는 하나 이상의 분자는 암을 갖거나 암을 갖는
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것으로 의심되는 포유동물로부터 얻어진 샘플 중의 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것

으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드의 존재 또는 부재를 검출하기 위해 사용될 수 있다. 일부

경우에는, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연

변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인을 포함하는 하나 이상의 분자를 암 (예를 들어,

변형된 펩티드를 발현하는 암)을 갖는 포유동물에게 투여하여 포유동물을 치료할 수 있다. 암을 갖는 포유동물

(예를 들어, 인간)에 대한 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된

TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인을 포함하는 하나 이상의 분자의

투여는 포유동물을 치료하는 데 유효할 수 있다.

임의의 유형의 포유동물이 본원에 기재된 바와 같이 평가되고/거나 치료될 수 있다. 본원에 기재된 바와 같이[0119]

평가되고/거나 치료될 수 있는 포유동물의 예는, 제한 없이, 영장류 (예를 들어, 인간 및 비-인간 영장류, 예컨

대  침팬지,  개코원숭이,  또는  원숭이),  개,  고양이,  돼지,  양,  토끼,  마우스,  및  래트를  포함한다.  일부

경우에, 포유동물은 인간일 수 있다.

포유동물은 임의의 적절한 암에 대하여 평가되고/거나 치료될 수 있다. 일부 경우에, 암은 본원에 기재된 (예를[0120]

들어 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드를 발현할 수 있다. 암

은 원발성 암일 수 있다. 암은 전이성 암일 수 있다. 암은 하나 이상의 고형 종양을 포함할 수 있다. 암은 하나

이상의 비-고형 종양을 포함할 수 있다. 본원에 기재된 바와 같이 평가 (예를 들어, 적어도 부분적으로 본원에

기재된 하나 이상의 변형된 펩티드의 존재에 기초하여, 예를 들어, 이를 포함하거나 이것으로 이루어짐)될 수

있고/거나 본원에 기재된 바와 같이 치료 (예를 들어, 본원에 기재된 변형된 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이

상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자를 투여함으로써, 예를 들어, 이를 포함

하거나 이것으로 이루어짐)될 수 있는 암의 예는, 제한 없이, 혈액암 (예를 들어, 호지킨 림프종, 비-호지킨 림

프종, 급성 골수성 백혈병 (AML), 급성 림프구성 백혈병 (ALL), 다발성 골수종, MDS, 및 골수증식성 질환), 폐

암, 췌장암, 위암, 결장암 (예를 들어, 대장암), 난소암, 자궁내막암, 담도암, 간암, 골 및 연조직암 (예를 들

어, 육종), 유방암, 전립선암, 식도암, 위암, 신장암, 두경부암, 뇌암 (예를 들어, 다형성 교모세포종 및 성상

세포종), 갑상선암, 생식 세포 종양, 및 흑색종을 포함한다.

암을 갖거나 암을 갖는 것으로 의심되는 포유동물 평가시, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거[0121]

나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인

(예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자가 본원에 기재된 하나 이상의 변형된 펩티드의 존재 또는 부재

에 대한 평가에 사용될 수 있다. 예를 들어, 인간으로부터 얻어진 샘플 중의 본원에 기재된 (예를 들어 서열 번

호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드의 존재, 부재, 또는 수준이 인간이

암을 갖는지 아닌지의 여부를 결정하기 위해 사용될 수 있다. 일부 경우에, 포유동물로부터 얻어진 샘플 중의

본원에 기재된 (예를 들어 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드

의 존재가 암을 갖는 포유동물을 식별하기 위해 사용될 수 있다. 예를 들어, 포유동물로부터 얻어진 샘플이 본

원에 기재된 (예를 들어 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드를

가질 때 포유동물이 암을 갖는 것으로 식별될 수 있다.

포유동물로부터 얻어진 임의의 적절한 샘플이 본원에 기재된 (예를 들어 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로[0122]

이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드의 존재, 부재, 또는 수준에 대해 평가될 수 있다. 예를 들어, 조

직 샘플 (예를 들어, 유방 조직, 및 파파니콜로(Papanicolaou) (Pap) 시험으로부터의 것과 같은 자궁경부 조

직), 체액 샘플 (예를 들어, 혈액, 혈청, 혈장, 소변, 타액, 가래, 및 뇌척수액), 및 고체 샘플 (예를 들어, 대

변) 등의 생물학적 샘플이 포유동물로부터 얻어질 수 있고 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거

나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드의 존재, 부재, 또는 수준에 대해 평가될 수 있다.

임의의 적절한 방법이 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53

R175H 돌연변이 펩티드의 존재, 부재, 또는 수준을 검출하기 위해 사용될 수 있다. 예를 들어, Sanger 시퀀싱,

화학적 시퀀싱, 나노기공 시퀀싱, 결찰에 의한 시퀀싱 (SOLiD 시퀀싱), 질량 분광측정법을 사용한 시퀀싱, 전체

엑솜 시퀀싱, 전체 게놈 시퀀싱, 및/또는 차세대 시퀀싱을 포함하나 이에 제한되지는 않는 시퀀싱 기술이 포유

동물로부터 얻어진 샘플 중의 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형

된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드의 존재, 부재, 또는 수준을 결정하기 위해 사용될 수 있다.

암을 갖는 포유동물 치료시, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된[0123]

TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하

나 이상의 분자를 암을 갖는 포유동물에게 투여하여 포유동물을 치료할 수 있다. 일부 경우에, 포유동물은 본원
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에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드를

발현하는 암을 가질 수 있다. 예를 들어, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루

어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인을 포함하는 하나 이

상의 분자를 그 변형된 펩티드를 발현하는 암을 갖는 포유동물에게 투여하여 포유동물을 치료할 수 있다. 예를

들어, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이

펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 scFv를 포함하는 하나 이상의 분자 (예를 들어, 하나 이상의 scDb)를 그

변형된 펩티드를 발현하는 암을 갖는 포유동물에게 투여하여 포유동물을 치료할 수 있다.

일부 경우에, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌[0124]

연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분

자는 포유동물 (예를 들어, 암을 갖는 포유동물)에게 며칠 내지 몇 주 범위의 기간에 걸쳐 1회 또는 다수회 투

여될 수 있다.

일부 경우에, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌[0125]

연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분

자는 포유동물 (예를 들어, 암을 갖는 포유동물)에 대한 투여를 위한 조성물 (예를 들어, 제약상 허용가능한 조

성물)로 제제화될 수 있다. 예를 들어, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어

진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인은 하나 이상의 제약상

허용가능한 담체 (첨가제), 부형제, 및/또는 희석제와 함께 제제화될 수 있다. 일부 경우에, 제약상 허용가능한

담체,  부형제,  또는  희석제는  자연  발생  제약상  허용가능한  담체,  부형제,  또는  희석제일  수  있다.  일부

경우에, 제약상 허용가능한 담체, 부형제, 또는 희석제는 비-자연 발생 (예를 들어, 인공 또는 합성) 제약상 허

용가능한 담체, 부형제, 또는 희석제일 수 있다. 본원에 기재된 조성물에서 사용될 수 있는 제약상 허용가능한

담체, 부형제, 및 희석제의 예는, 제한 없이, 다음을 포함한다: 수크로스, 락토스, 전분 (예를 들어, 전분 글리

콜레이트), 셀룰로스, 셀룰로스 유도체 (예를 들어, 변형된 셀룰로스, 예컨대 미세결정질 셀룰로스 및 셀룰로스

에테르, 예컨대 히드록시프로필 셀룰로스 (HPC) 및 셀룰로스 에테르 히드록시프로필 메틸셀룰로스 (HPMC)), 자

일리톨, 소르비톨, 만니톨, 젤라틴, 중합체 (예를 들어, 폴리비닐피롤리돈 (PVP), 폴리에틸렌 글리콜 (PEG), 가

교 폴리비닐피롤리돈 (크로스포비돈),  카르복시메틸 셀룰로스,  폴리에틸렌-폴리옥시프로필렌-블록 중합체, 및

가교 나트륨 카르복시메틸 셀룰로스 (크로스카르멜로스 나트륨)), 산화티타늄, 아조 염료, 실리카 겔, 발연 실

리카, 활석, 탄산마그네슘, 식물성 스테아린, 스테아르산마그네슘, 스테아르산알루미늄, 스테아르산, 항산화제

(예를 들어, 비타민 A, 비타민 E, 비타민 C, 레티닐팔미테이트, 및 셀레늄), 시트르산, 시트르산나트륨, 벤질

알콜, 리신 히드로클로라이드, 트레할로스 이수화물, 수산화나트륨, 파라벤 (예를 들어, 메틸파라벤 및 프로필

파라벤), 바셀린, 디메틸 술폭시드, 미네랄 오일, 혈청 단백질 (예를 들어, 인간 혈청 알부민), 글리신, 소르브

산, 소르브산칼륨, 물, 염 또는 전해질 (예를 들어, 식염수, 황산프로타민, 인산수소이나트륨, 인산수소칼륨,

염화나트륨, 및 아연 염), 콜로이드 실리카, 삼규산마그네슘, 폴리아크릴레이트, 왁스, 양모 지방, 레시틴, 및

옥수수  오일.  일부  경우에,  제약상  허용가능한  담체,  부형제,  또는  희석제는  항부착제,  결합제,  착색제,

붕해제, 향미제 (예를 들어, 과일 추출물 등의 천연 향미제 또는 인공 향미제), 활택제, 윤활제, 방부제, 흡착

제, 및/또는 감미제일 수 있다.

본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드[0126]

에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자를 함유하는

조성물 (예를 들어, 제약 조성물)은 임의의 적절한 투여 형태로 제제화될 수 있다. 투여 형태의 예는, 제한 없

이, 검, 캡슐, 정제 (예를 들어, 츄어블 정제, 및 장용 코팅 정제), 좌약, 액체, 관장제, 현탁액, 용액 (예를

들어, 멸균 용액), 지속-방출 제제, 지연-방출 제제, 환제, 분말, 및 과립을 포함한 고체 또는 액체 형태를 포

함한다.

본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드[0127]

에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자를 함유하는

조성물은 경구, 비경구 (피하, 근육내, 정맥내, 및 피내 포함), 또는 종양내 투여를 위해 설계될 수 있다. 비경

구 투여에 적합한 조성물은 항산화제, 완충제, 정균제, 및 제제를 의도된 수용자의 혈액과 등장성으로 만드는

용질을 함유할 수 있는 수성 및 비-수성 멸균 주사 용액을 포함한다. 제제는 단위-용량 또는 다중-용량 용기,

예를 들어 밀봉된 앰플 및 바이알 내에 존재할 수 있고, 사용 직전에, 멸균 액체 담체, 예를 들어 주사를 위한

물의 첨가만을 필요로 하는 냉동 건조된 (동결건조된) 조건에서 저장될 수 있다. 즉석 주사 용액 및 현탁액은

멸균 분말, 과립, 및 정제로부터 제조될 수 있다.
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본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드[0128]

에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자를 함유하는

조성물은 임의의 적절한 기술을 사용하여, 또한 임의의 적절한 위치로 투여될 수 있다. 본원에 기재된 (예를 들

어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나

이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자를 포함하는 조성물은 국소 (예를 들

어, 종양내) 또는 전신 투여될 수 있다. 예를 들어, 본원에서 제공된 조성물은 종양내 투여 (예를 들어, 종양으

로의 주사)에 의해 또는 종양에 의해 침유된 생물학적 공간으로의 투여 (예를 들어, 척수내 투여, 소뇌내 투여,

복강내 투여 및/또는 흉막 투여)에 의해 국소 투여될 수 있다. 예를 들어, 본원에서 제공된 조성물은 포유동물

(예를 들어, 인간)에게 경구 투여에 의해 또는 정맥내 투여 (예를 들어, 주사 또는 주입)에 의해 전신 투여될

수 있다.

유효 용량은 암의 위험 및/또는 중증도, 투여 경로, 대상체의 연령 및 일반적인 건강 상태, 부형제 사용, 다른[0129]

치료적 치료와의 병용, 예컨대 다른 작용제의 사용 가능성, 및 치료 의사의 판단에 따라 달라질 수 있다. 본원

에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드에

결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자를 함유하는 유

효량의 조성물은 대상체에게 유의미한 독성을 생성하지 않고 대상체 내에 존재하는 암을 치료하는 임의의 양일

수 있다. 특정 대상체가 특정량에 대해 반응하지 못하는 경우, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함

하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메

인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자의 양이 증가될 수 있다 (예를 들어, 2배, 3배, 4배, 또는

그 초과만큼). 이러한 보다 높은 양의 수용 후, 포유동물은 치료에 대한 반응성 및 독성 증상 둘 다, 및 그에

따라 이루어진 조정에 대해 모니터링될 수 있다. 유효량은 일정하게 유지되거나 치료에 대한 대상체의 반응에

따라 슬라이딩 스케일 또는 가변 용량으로서 조정될 수 있다. 다양한 요인이 특정 응용을 위해 사용되는 실제

유효량에 영향을 미칠 수 있다. 예를 들어, 투여 빈도, 치료 지속기간, 다중 치료 작용제의 사용, 투여 경로,

및 병태 (예를 들어, 암)의 중증도가 투여되는 실제 유효량의 증가 또는 감소를 필요로 할 수 있다.

본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드[0130]

에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자의 투여 빈도

는 포유동물에게 유의미한 독성을 생성하지 않고 암을 갖는 포유동물을 유효하게 치료하는 임의의 빈도일 수 있

다. 예를 들어, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H

돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의

분자의 투여 빈도는 주당 약 2 내지 약 3회 내지 연간 약 2 내지 약 3회일 수 있다. 일부 경우에, 암을 갖는 대

상체는 본원에 기재된 하나 이상의 항체의 단일 투여를 수용할 수 있다. 본원에 기재된 (예를 들어 서열 번호:

1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결

합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자의 투여 빈도는 일정하게 유지될 수 있거나 치료 지

속기간 동안 가변적일 수 있다. 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변

형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하

는 하나 이상의 분자를 함유하는 조성물로의 치료 과정은 휴지기를 포함할 수 있다. 예를 들어, 본원에 기재된

(예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수

있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자를 함유하는 조성물은 2년

기간에 걸쳐 격월로 투여된 후 6개월 휴지기가 이어질 수 있고, 이러한 레지멘은 다수회 반복될 수 있다. 유효

량과 마찬가지로, 다양한 요인이 특정 응용을 위해 사용되는 실제 투여 빈도에 영향을 미칠 수 있다. 예를

들어, 유효량, 치료 지속기간, 다중 치료 작용제의 사용, 투여 경로, 및 병태 (예를 들어, 암)의 중증도가 투여

빈도의 증가 또는 감소를 필요로 할 수 있다.

본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드[0131]

에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자를 함유하는

조성물의 투여를 위한 유효 지속기간은 포유동물에게 유의미한 독성을 생성하지 않고 포유동물 내에 존재하는

암을 유효하게 치료하는 임의의 지속기간일 수 있다. 일부 경우에, 유효 지속기간은 몇 개월에서 몇 년으로 다

양할 수 있다. 일반적으로, 암을 갖는 포유동물의 치료를 위한 유효 지속기간은 약 1 또는 2개월 내지 5년 이상

의 지속기간 범위일 수 있다. 다양한 요인이 특정 치료를 위해 사용되는 실제 유효 지속기간에 영향을 미칠 수

있다. 예를 들어, 유효 지속기간은 투여 빈도, 유효량, 다중 치료 작용제의 사용, 투여 경로, 및 치료되는 병태

의 중증도에 따라 달라질 수 있다.
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특정 경우에, 포유동물 내의 암은 암 치료의 유효성 평가를 위해 모니터링될 수 있다. 암을 갖는 포유동물이 치[0132]

료되는지 아닌지의 여부를 결정하기 위해 임의의 적절한 방법이 사용될 수 있다. 예를 들어, 포유동물 내에 존

재하는 암 세포의 수 및/또는 종양의 크기를 평가하기 위해 이미징 기술 또는 실험실 검정이 사용될 수 있다.

예를 들어, 포유동물 내에 존재하는 암 세포 및/또는 종양의 위치를 평가하기 위해 이미징 기술 또는 실험실 검

정이 사용될 수 있다.

일부 경우에, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌[0133]

연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분

자는 하나 이상의 추가의 암 치료 (예를 들어, 항암 작용제)와 조합 요법으로서 암을 갖는 포유동물에게 투여될

수 있다. 암 치료는 임의의 적절한 암 치료를 포함할 수 있다. 일부 경우에, 암 치료는 수술을 포함할 수 있다.

일부 경우에, 암 치료는 방사선 요법을 포함할 수 있다. 일부 경우에, 암 치료는 하나 이상의 치료적 작용제

(예를 들어, 하나 이상의 항암 작용제)의 투여를 포함할 수 있다. 항암 작용제의 예는, 제한 없이, 다음을 포함

한다: 백금 화합물 (예를 들어, 시스플라틴 또는 카르보플라틴), 탁산 (예를 들어, 파클리탁셀, 도세탁셀, 또는

알부민  결합  파클리탁셀,  예컨대  nab-파클리탁셀),  알트레타민,  카페시타빈,  시클로포스파미드,  에토포시드

(vp-16), 젬시타빈, 이포스파미드, 이리노테칸 (cpt-11), 리포솜 독소루비신, 멜팔란, 페메트렉시드, 토포테칸,

비노렐빈, 황체형성-호르몬-방출 호르몬 (LHRH)  작동제 (예를 들어, 고세렐린 및 류프롤리드), 항에스트로겐

(예를 들어, 타목시펜), 아로마타제 억제제 (예를 들어, 레트로졸, 아나스트로졸, 및 엑세메스탄), 혈관신생 억

제제 (예를 들어, 베바시주맙), 폴리(ADP)-리보스 폴리머라제 (PARP) 억제제 (예를 들어, 올라파립, 루카파립,

및 니라파립), 방사성 인, 항-CTLA-4 항체, 항-PD-1 항체, 항-PD-L1 항체, IL-2 및 다른 시토카인, 다른 이중특

이적 항체, 및 이들의 임의의 조합. 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진)

변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함

하는 하나 이상의 분자가 하나 이상의 추가의 암 치료와 조합되어 사용되는 경우, 하나 이상의 추가의 암 치료

는 동시에 또는 독립적으로 투여될 수 있다. 예를 들어, 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나

이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를

들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자를 포함하는 조성물이 먼저 투여되고, 하나 이상의 추가의 암 치료가

두 번째로 투여될 수 있거나, 또는 그 반대이다.

본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드[0134]

에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를 들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자를 포함하는

키트가 또한 본원에서 제공된다. 예를 들어, 키트는 본원에 기재된 (예를 들어, 서열 번호: 1을 포함하거나 이

것으로 이루어진) 변형된 TP53 R175H 돌연변이 펩티드에 결합할 수 있는 하나 이상의 항원-결합 도메인 (예를

들어, scFv)을 포함하는 하나 이상의 분자를 함유하는 조성물 (예를 들어, 제약상 허용가능한 조성물)을 포함할

수 있다. 일부 경우에, 키트는 본원에 기재된 방법 중 임의의 것을 수행하기 위한 지침을 포함할 수 있다. 일부

경우에, 키트는 본원에 기재된 조성물 (예를 들어, 제약 조성물) 중 임의의 것의 적어도 하나의 용량을 포함할

수 있다. 일부 경우에, 키트는 본원에 기재된 조성물 (예를 들어, 제약 조성물) 중 임의의 것의 투여를 위한 수

단 (예를 들어, 시린지)을 제공할 수 있다.

본 발명은 청구범위에 기재된 본 발명의 범위를 제한하지 않는 하기 실시예에서 추가로 기재될 것이다.[0135]

실시예[0136]

본 발명은 청구범위에 기재된 본 발명의 범위를 제한하지 않는 하기 실시예에서 추가로 기재된다.[0137]

실시예 1: 개선된 결합 특성에 대한 단일 돌연변이 변이체의 스크리닝[0138]

원래의 H2 R175H-표적화 scFv (서열 번호: 4)로부터 각각 단일 아미노산 변화를 갖는 1159개 단일 사슬 가변 단[0139]

편 (scFv)으로 이루어진 파지 디스플레이 라이브러리를 사용하여 개선된 R175H/HLA-A2 표적화 변이체에 대해 스

크리닝을 수행하였다. 6개의 상보성 결정 영역 (CDR)에 걸쳐 총 61개 부위가 단일 돌연변이 라이브러리에 포함

되었으며, 각 부위에 모든 20개 아미노산 (야생형 제외)이 나타나 있다 (도 1). R175H/HLA-A2 pMHC에 대한 높은

특이성을 갖는 클론을 식별하기 위해, R175WT pMHC 및 TP53 R175WT HLA-A2-양성 세포주에 대한 음성 선택 후

R175H pMHC에 대한 양성 선택을 갖는 패닝 5 라운드를 완료하였다. 초기 시험은 패닝 5 라운드 후, 파지 풀이

모든 6개 CDR에 걸쳐 존재하는 변이체로 다양하게 유지되었음을 나타내었다 (도 2).

HLA-A2에 결합된 H2 Fab의 결정 구조로부터의 데이터를 사용하여, 잠재적 구조적 관련성을 갖는 패닝 클론을 선[0140]

택하여 보다 엄격한 결합 조건 하에 스크리닝하였다. 암모늄 티오시아네이트 (NH4SCN) 및 우레아 세척을 사용하
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여 R175H 단량체에 대한 약한 결합을 갖는 scFv를 제거하고 R175WT에 비해 R175H에 대해 특이적인 클론을 식별

하였다 (도 3). 패닝 라운드 4 및 5로부터의 풀링된 파지의 추가의 NH4SCN-기반 스크리닝은 티오시아네이트 세

척으로 풍부화된 여러 변이체를 식별하였다 (도 4).

실시예 2: SCN-저항성 변이체는 R175H/HLA-A2 단량체에 대한 강한 상대적 결합을 갖는다[0141]

엄격한 세척 조건 하에 R175H 단량체에 대한 강한 결합을 유지한 변이체를 이어서 기능 시험을 위해 단일-사슬[0142]

디아바디 (scDb) 이중특이적 항체 형식으로 전환시켰다. 순서대로, 각 scDb는 다음을 포함한다: IL-2 신호 서열

(서열 번호: 6), pHLA-표적화 scFv 경쇄 (서열 번호: 7의 돌연변이), GGGGS (G4S) 링커 (서열 번호: 11), 항-

CD3 scFv 중쇄 (서열 번호: 12), 3 x G4S 링커 (서열 번호: 13), 항-CD3 scFv 경쇄 (서열 번호: 14), G4S (서

열 번호: 15), pHLA-표적화 scFv 중쇄 (서열 번호: 16의 돌연변이), 및 정제를 위한 5xHis 친화도 태그. scDb

는 HEK293FT 세포에서 발현되었고 NiNTA 수지를 사용하여 정제되었다.

발현된  scDb가  R175H/A2  단량체에  특이적으로  결합하고  CD3에  결합할  수  있는지  확인하기  위해,  scDb를[0143]

R175H/A2 단량체, R175WT/A2 단량체 또는 CD3델타/엡실론 이종이량체로 코팅된 플레이트에 적용하였다. CD3 결

합 신호에 대해 정규화시, 대부분의 변이체 scDb는 ELISA에 의해 원래의 H2-scDb와 비교하여 R175H/HLA-A2 단량

체에 대한 증가된 상대적 결합을 나타내었다 (도 5).

실시예 3: 시험관내에서 R175H-HLA-A2에 대한 개선된 민감도 및 활성을 갖는 변이체 식별[0144]

가장 강력한 2개의 단일 돌연변이를 조합하는 이중 돌연변이를 포함한 3개의 후보 변이체 (F53S (서열 번호:[0145]

21), Y57I (서열 번호: 25), 및 F53S/Y57I (서열 번호: 29))에 대해 시험관내 및 생체내에서 scDb로서 기능 시

험을  수행하였다.  변이체  발현  플라스미드를  부위  지향  돌연변이유발에  의해  생성하였고  이를  사용하여

HEK293FT 세포에서 각 scDb를 발현시켰다. 생체내 시험을 위한 scDb를 보다 큰 스케일로 생산하였고 크기 배제

크로마토그래피에 의해 정제하였다. 변이체 scDb를, 다양한 수준의 R175H 또는 R175WT 9mer 펩티드로 펄스화된

TAP-결핍 T2A3 세포와 공동-배양에서 인간 T 세포를 활성화시키는 그의 능력에 대해 시험하였다. 변이체 Y57I

및 F53S는 원래의 H2 scDb와 비교하여 낮은 펩티드 펄스화 농도 (1nM)에서 개선된 민감도를 나타내었다 (도 6).

모든 H2 변이체는 다양한 농도의 scDb의 존재 하에 KMS26 세포 및 인간 T 세포와 밤새 공동-배양에서 원래의 H2

scDb에 비해 증가된 세포독성, 인터페론 감마 반응 및 보다 낮은 EC50 값을 가졌다 (도 7a-7b). KMS26-p53
R175H

에

대한 F53S, Y57I 및 F53S/Y57I의 세포독성 EC50 값은, H2 scDb에 대한 3.061 x 10
-11
 M과 비교하여 7.864 x 10

-12

M, 4.749 x 10
-12

 M 및 4.154 x 10
-12

 M이었다. 낮은 scDb 농도 (13.7 pM 및 4.57 pM)에서, Tukey의 다중 비교

시험으로의  일상적인  양방향  ANOVA는  모든  H2  변이체가 H2  scDb와  비교하여 증가된 세포독성을 갖고 (P  <

0.0001) Y57I 및 F53S/Y57I가 H2 scDb와 비교하여 증가된 인터페론 감마를 생성하였음 (P < 0.0001)을 나타낸

다. H2 변이체는 또한, 내인성 TP53 R175H 돌연변이를 갖는 다양한 HLA-A2-양성 세포주에 대하여 공동-배양에서

개선된 활성을 갖는다 (도 8a-8d). 실로, Y57I 및 F53S/Y57I는 원래의 H2 scDb와 비교하여 10배 더 낮은 이중

특이적 항체 농도에서 KMS26 세포주에 대하여 유사한 또는 더 큰 활성을 나타낸다.

실시예 4: 변이체 scDb는 보다 높은 친화도로 R175H/HLA-A2 복합체에 결합한다[0146]

H2  변이체가  원래의 H2  scDb와  상이한 친화도로 R175H  펩티드-MHC  복합체에 결합하는지의 여부를 결정하기[0147]

위해, R175H/A2 단량체에 결합하는 F53S, Y57I 및 F53S/Y57I scDb를 표면 플라즈몬 공명 (SPR)에 의해 측정하

였다 (도 9a-9d). 모든 변이체가 원래의 H2 scDb에 비해 더 높은 친화도로 R175H pMHC 복합체에 결합하였다. 변

이체에 대한 KD는 원래의 H2 scDb에 대한 29.5 nM과 비교하여 F53S, Y57I 및 F53S/Y57I에 대하여 12.9 nM, 6.8

nM 및 3.3 nM이다. 변이체는 p53 WT/A2 pMHC에 대한 증가된 결합을 갖지 않았다.

실시예 5: 변이체 scDb는 생체내에서 원래의 H2 scDb를 능가한다[0148]

3개의 H2 변이체 F53S, Y57I 및 F53S/Y57I의 생체내 항-종양 효능을 원래의 H2 scDb와 비교하기 위해, 13-15주[0149]

령 암컷 NSG 마우스 (NOD scid IL2rg)를 루시퍼라제 발현 1 x 10
6
개 KMS26 세포 (TP53 R175H, HLA-A2) 및 1 x

10
7
개 인간 T 세포로 정맥내 접종하였다. 2일 후, 마우스를 마우스 복막 공간에 수술적으로 배치된 14-일 연속

방출 펌프를 사용하여 0.15 mg/kg/일 scDb로 치료하였다 (도 10a-10g). 그룹 당 N = 6 마우스. 종양 부담을 생

물발광 이미징에 의해 모니터링하였다. 총 플럭스 측정을 각 마우스에 대해 흉부 상에서 측정된 주입 대조 형광

염료에 대해 정규화하였다. 도 10h는 F53S, Y57I 및 F53S/Y57I가 치료 제2일에 원래의 H2 scDb와 비교하여 개선
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된 종양 제어를 가졌고 Y57I 및 F53S/Y57I가 치료 제5일 및 제8일에 원래의 H2 scDb와 비교하여 개선된 종양 제

어를 가졌음을 나타낸다 (P < 0.05, Geissner-Greenhouse 보정 및 Dunnett의 다중 비교 시험으로의 양방향 반

복 측정 ANOVA). 도 10i는 Y57I가 생체내에서 KMS26 종양 성장을 제어하였음을 보여준다. 도 10a-10g로부터의

생물발광 데이터의 다중 Mann-Whitney 시험은 Y57I가 원래의 H2 scDb와 비교하여 제8일에 개선된 종양 제어를

가졌음 (P = 0.019)을 나타낸다. 치료 후 2주 내에, Y57I-치료된 마우스는 종양 재발을 갖지 않았다.

변이체 scDb 및 원래의 H2는 0.15 mg/kg/d 투여 레지멘에서 KMS26에 대해 항-종양 효능을 가졌기 때문에, 변이[0150]

체 scDb를 보다 빠른 성장 동역학을 갖는 제2 종양 모델 (Nalm6)에 대한 항-종양 효능에 대하여 보다 낮은 50%

용량에서 시험하였다. 루시퍼라제-발현 Nalm6 세포를 동형접합성 p53
R175H

 돌연변이를 갖고 있도록 CRISPR에 의해

유전적으로 변형시켰다. 7-8주령 NSG (NOD scid IL2rg) 마우스를 5 x 10
5
개 Nalm6

R175H
 세포 및 1 x 10

7
개 인간 T

세포로 정맥내 접종하였다 (도 11a). 2일 후, 마우스를 마우스 복막 공간에 수술적으로 배치된 14-일 연속 방출

펌프를 사용하여 0.075 mg/kg/d scDb로 치료하였다 (도 11b-11g). 종양 부담을 생물발광 이미징에 의해 모니터

링하였다. 2개의 독립적 실험 (scDb 당 N = 6)으로부터의 생물발광 데이터를 scDb 당 총 N = 12를 위해 조합하

였다. 치료 제7일에, H2 scDb에 대한 Geissner-Greenhouse 보정 및 Dunnett의 다중 비교 시험으로의 양방향 반

복 측정 ANOVA는 모든 H2 변이체가 개선된 종양 제어를 가졌고 (H2 vs. F53S P = 0.0093, Y57I P = 0.0126,

F53S/Y57I P = 0.0030) H2가 이소타입 대조군 scDb보다 더 우수하였음 (P < 0.0001)을 나타내었다. F53S/Y57I

는 Dunnett의 다중 비교 시험에 의해 제14일에 H2와 비교하여 더 우수한 종양 제어를 가졌다 (2-방향 RM ANOVA,

P = 0.0295).

Y57I가 확립된 종양 모델에서 원래의 H2  scDb보다 성능이 더 좋은지의 여부를 결정하기 위해, Y57I  scDb를[0151]

KMS26 세포를 사용한 지연 치료 모델에서 시험하였다. 7-9주령 NSG (NOD scid IL2rg) 마우스를 3.5 x 10
5
개 루

시퍼라제-발현 KMS26 세포로 정맥내 접종하였다. 7일 후, 마우스를 마우스 복막 공간에 수술적으로 배치된 14-

일 연속 방출 펌프를 사용하여 0.075 mg/kg/d scDb 및 정맥내로 1 x 10
7
개 인간 T 세포로 치료하였다 (도 12a-

12e). 종양 부담을 생물발광 이미징에 의해 모니터링하였다. 그룹 당 N = 5. Mann-Whitney 시험은 Y57I 치료된

마우스가 제14일에 치료 종료시 원래의 H2 scDb로 치료된 마우스보다 더 낮은 종양 부담을 가졌음 (P = 0.007

9)을 나타내었다.
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표 1. R175H 펩티드-표적화 scFv[0160]

[0161]

표 2. 항-인간 CD3 scFv 서열[0162]

[0163]
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[0164]
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표 3. 항-인간 CD3 scFv 서열. 선택 항-CD3 클론의 친화도를 문헌으로부터 수집하였다.[0165]

[0166]

[0167]
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표 4. 항-인간 CD16a scFv 서열[0168]

[0169]

다른 구현예[0170]

본 발명이 그의 상세한 설명과 함께 기재되었지만, 상기 설명은 첨부된 청구범위의 범위에 의해 정의되는 본 발[0171]

명의 범위를 제한하는 것이 아니라 예시하도록 의도됨이 이해되어야 한다. 다른 측면, 이점, 및 변형은 하기 청

구범위의 범위 내에 있다.
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			 107
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..107
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 QIVLSQSPAILSASPGEKVTMTCRASSSVSYMHWYQQKPGSSPKPWIYATSNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQQWSSNPPTFGGGTKLETKR
		
	
	 
		 
			 119
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..119
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 QVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFTSYTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSSGYTKYNQKFKDKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARWQDYDVYFDYWGQGTTLTVSS
		
	
	 
		 
			 244
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..244
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCKASQSVDFDGDSFMNWYQQKPGQPPKLLIYTTSNLESGIPARFSASGSGTDFTLNIHPVEEEDTATYYCQQSNEDPYTFGGGTKLELKGGGGSGGGGSGGGGSQVTLKESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLRTSGMGVGWIRQPSGKGLEWLAHIWWDDDKRYNPALKSRLTISKDTSSNQVFLKIASVDTADTATYYCAQINPAWFAYWGQGTLVTVSA
		
	
	 
		 
			 244
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..244
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 DIVLTQSPDSLAVSLGERATINCKASQSVDFDGDSFMNWYQQKPGQPPKLLIYTTSNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTIRPLQAEDVAVYYCQQSNEDPYTFGQGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVTLKESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMGVGWIRQPPGKALEWLAHIWWDDDKRYNPALKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCAQINPAWFAYWGQGTLVTVSS
		
	
	 
		 
			 241
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..241
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 DIELTQESALTTSPGETVTLTCRSNTGTVTTSNYANWVQEKPDHLFTGLIGHTNNRAPGVPARFSGSLIGDKAALTITGAQTEDEAIYFCALWYNNHWVFGGGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGGSEVQLQESGAELVRPGTSVKISCKASGYTFTNYWLGWVKQRPGHGLEWIGDIYPGGGYTNYNEKFKGKATVTADTSSRTAYVQVRSLTSEDSAVYFCARSASWYFDVWGQGTTVTVSS
		
	
	 
		 
			 241
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..241
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 DIELTQSPSSLSASVGDRVTITCRSNTGTVTTSNYASWYQQKPGKAPGGLIGHTNNRAPGVPSRFSGSLSGADATLTISSLKPEDLATYYCALWYNHWVFGQGTKLEIKGGGGSGGGGSGGGGSEVQLQESGGGLVQPGDSLRLSCAASGFTFSNYWLGWIRQAPGKGPEWVGDIYPGGGYTNYNEKFKGRFTISADTSKNIAYLQVNSLRAEDTAVYYCARSASWYFDVWGQGTLVTVSS
		
	
	 
		 
			 241
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..241
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 SYVLTQPSSVSVAPGQTATISCGGHNIGSKNVHWYQQRPGQSPVLVIYQDNKRPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYCQVWDNYSVLFGGGTKLTVLGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGESLKVSCKASGYTFTSYYMHWVRQAPGQGLEWMGIINPSGGSTSYAQKFQGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGSAYYYDFADYWGQGTLVTVSS
		
	



문서
서지사항 1
요 약 1
대 표 도 1
청구범위 3
발명의 설명 6
 기 술 분 야 6
 배 경 기 술 7
 발명의 내용 7
 도면의 간단한 설명 10
 발명을 실시하기 위한 구체적인 내용 12
도면 31
 도면1 31
 도면2 32
 도면3 32
 도면4 33
 도면5 34
 도면6 34
 도면7a 35
 도면7b 35
 도면8a 35
 도면8b 36
 도면8c 36
 도면8d 36
 도면9a 37
 도면9b 37
 도면9c 38
 도면9d 38
 도면10a 39
 도면10b 40
 도면10c 40
 도면10d 40
 도면10e 41
 도면10f 41
 도면10g 42
 도면10h 43
 도면10i 43
 도면11a 44
 도면11b 45
 도면11c 45
 도면11d 45
 도면11e 46
 도면11f 46
 도면11g 46
 도면12a 47
 도면12b 48
 도면12c 48
 도면12d 48
 도면12e 49
	서열목록: 


