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명 세 서

청구범위

청구항 1 

표적화 도메인 및 페이로드를 포함하는 접합체로서, 여기서 표적화 도메인은 적어도 1개의 비천연 아미노산

(UAA) 잔기를 포함하고, 여기서 표적화 도메인은 표적에 결합하도록 구성되고, 여기서 UAA 잔기는 표적화 도메

인이 결합되는 경우에 표적과 공유 결합을 형성하기에 충분히 근접하여 있는 것인 접합체.

청구항 2 

제1항에 있어서, 페이로드가 UAA 잔기로부터 위치 n+x에서의 아미노산에 부착되며, 여기서 n은 아미노산의 위치

이고, x는 적어도 1인 접합체.

청구항 3 

제1항에 있어서, 페이로드가 UAA 잔기로부터 위치 n-x에서의 아미노산에 부착되며, 여기서 n은 아미노산의 위치

이고, x는 적어도 1인 접합체.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 표적화 도메인이 표적에 결합되는 경우에, UAA 잔기가 표적으로부터

5-20 옹스트롬 이내에 있는 것인 접합체.

청구항 5 

제4항에 있어서, 표적화 도메인이 세포 표면 분자에 결합하는 것인 접합체.

청구항 6 

제5항에 있어서, 세포 표면 분자가 종양 연관 항원인 접합체.

청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서, UAA 잔기가 표적의 히스티딘, 리신 또는 티로신 잔기와 공유 결합을

형성하도록 구성된 것인 접합체.

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, UAA 잔기가 플루오로 술페이트 모이어티를 포함하는 것인 접합체.

청구항 9 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, UAA 잔기가 아릴-플루오로 술페이트 모이어티를 포함하는 것인 접합

체.

청구항 10 

제9항에 있어서, UAA 잔기가 하기 화학식 I을 포함하는 것인 접합체:

청구항 11 

제9항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:
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.

청구항 12 

제9항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 13 

제9항에 있어서, UAA 잔기가 하기 화학식 II를 포함하는 것인 접합체:

청구항 14 

제9항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

.

청구항 15 

제9항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 16 

제9항에 있어서, UAA 잔기가 하기 화학식 III을 포함하는 것인 접합체:

청구항 17 

제9항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

.
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청구항 18 

제9항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 19 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 화학식 (IA)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;

L은 -(CH2)p- 또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고;

여기서 Y가 -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.

청구항 20 

제19항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IA-a)의 구조를 갖는 것인 접합체:

.

청구항 21 

제19항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IA-b)의 구조를 갖는 것인 접합체:

.
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청구항 22 

제19항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IB)의 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 23 

제19항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IC)의 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 24 

제19항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (ID)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.

청구항 25 

제19항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IE)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;
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각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.

청구항 26 

제19항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IIA)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.

청구항 27 

제19항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IIB)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.

청구항 28 

제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 화학식 (IV)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

고리 A는 5- 내지 6-원 아릴 또는 헤테로아릴이고;

각각의 R
A
는 독립적으로 -OH, -OR

X
, 할로겐, NHR

X
, N(R

X
)2 또는 임의로 치환된 알킬이고; 각각의 R

X
는 임의로 치
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환된 알킬이고;

L은 -(CH2)p- 또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고;

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.

청구항 29 

제1항 내지 제28항 중 어느 한 항에 있어서, 적어도 1개의 추가의 표적화 도메인을 추가로 포함하는 접합체.

청구항 30 

제1항 내지 제29항 중 어느 한 항에 있어서, 페이로드가 영상화제, 방사성리간드 작용제 또는 세포독성제를 포

함하는 것인 접합체.

청구항 31 

제30항에 있어서, 세포독성 모이어티가 소분자 약물 또는 화학요법 약물을 포함하는 것인 접합체.

청구항 32 

제30항에 있어서, 방사성리간드 작용제가 
35
S, 

3
H, 

111
In, 

112
In, 

14
C, 

186
Re, 

188
Re, 

32
P, 

153
Sm, 

177
Lu, 

86
Y, 

88
Y, 

90
Y,

131
I, 

123
I, 

124
I, 

125
I, 

149
Tb, 

211
At, 

212
Pb/

212
Bi, 

213
Bi, 

223
Ra, 

225
Ac, 

64
Cu, 

67
Cu 및 

227
Th로 이루어진 군으로부터 선

택된 것인 접합체.

청구항 33 

제31항 또는 제32항에 있어서, 방사성리간드 작용제가 킬레이트화제를 추가로 포함하는 것인 접합체.

청구항 34 

제30항 또는 제33항에 있어서, 방사성리간드 작용제가 
99m
Tc, 

131
I, 

201
Tl, 

111
In 및 

67
Ga로 이루어진 군으로부터 선

택된 것인 접합체.

청구항 35 

제1항 내지 제34항 중 어느 한 항에 있어서, 페이로드가 링커에 의해 접합체에 부착된 것인 접합체.

청구항 36 

제35항에 있어서, 링커가 중합체를 포함하는 것인 접합체.

청구항 37 

제35항에 있어서, 링커가 절단가능한 또는 비-절단가능한 링커인 접합체.

청구항 38 

제35항에 있어서, 링커가 0.01kDa 내지 50kDa인 접합체.

청구항 39 

제35항에 있어서, 링커가 0.01kDa 내지 10kDa인 접합체.

청구항 40 

제35항 내지 제39항 중 어느 한 항에 있어서, 링커가 선형, 분지형, 다량체 또는 덴드리머인 접합체.

청구항 41 

제40항에 있어서, 링커가 이관능성 또는 다관능성 링커 또는 이관능성 또는 다관능성 중합체인 접합체.

공개특허 10-2024-0139054

- 8 -



청구항 42 

제35항 내지 제41항 중 어느 한 항에 있어서, 링커가 수용성 중합체를 포함하는 것인 접합체.

청구항 43 

제42항에 있어서, 수용성 중합체가 폴리에틸렌 글리콜 (PEG)인 접합체.

청구항 44 

제43항에 있어서, PEG가 0.1kDa 내지 2.5kDa의 분자량을 갖는 것인 접합체.

청구항 45 

제43항에 있어서, PEG가 1-8개의 단량체를 포함하는 것인 접합체.

청구항 46 

제1항 내지 제45항 중 어느 한 항에 있어서, 표적화 도메인이 항체, 항체 단편 또는 항원 결합 도메인을 포함하

는 것인 접합체.

청구항 47 

제46항에 있어서, 표적화 도메인이 항원 결합 도메인을 포함하고, 접합체가 CDR 영역을 포함하고, 적어도 1개의

UAA가 CDR 영역 내에 또는 그에 근접하여 있는 것인 접합체.

청구항 48 

제47항에 있어서, UAA가 CDR 영역 내에 포함되는 것인 접합체.

청구항 49 

제46항 내지 제48항 중 어느 한 항에 있어서, 표적화 도메인이 단일 도메인 항체 (sdAb)를 포함하는 것인 접합

체.

청구항 50 

제5항 내지 제49항 중 어느 한 항에 있어서, 세포-표면 분자가 PSMA, EGFR, EGFRviii, MSLN, CEA, DLL3, FAP,

CD33, HER3, PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1, Muc16, LRP5, LRP6, endo180, LIV-1, SLAMF7, PTK7,

GPR20, CDH6, CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6, DLL1, NOTCH3 rec, NaPi2b, CD16, GCC, SSTR2, CAIX, CAXII, MC1R,

CXCR4, B1R, GRPR, STEAP1, CD70, CD46, CD166, CLL-1, ADAM9, cKIT, CD36, CD73, ITGaVb3, ITGaVb6, GPC-1,

CD38,  CD51,  FGFR3,  Ly6E,  CD44v6,  ENPP3,  CXCR3,  CXCR5,  FcRH5,  VEGF,  VEGFR2,  CD45,  CCR4,  CD25,  5T4,

ROR1,  TROP-2,  NECTIN4,  cMET,  CD19,  CD22,  CD30,  CD33,  CD123,  BCMA,  CD79b,  AXL,  RON,  B7-H3,  B7-H4,

KAAG1,  Muc1,  ADAM-9,  GPNMB,  EDB  피브로넥틴, 조직 인자, GPNMB,  FolRa,  EphA2,  ALPP,  ALPPL2,  MT1-MMP,

CLDN18.2, CLDN6, CLDN9, p카드헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM으로 이루어진 군으로부터 선택된 것인 접합체.

청구항 51 

(i) 페이로드 및 (ii) 조작된 단일 도메인 항체 (sdAb)를 포함하는 접합체로서, CDR 영역 및 CDR 영역 내에 또

는 그에 근접하여 있는 적어도 1개의 비천연 아미노산 (UAA) 잔기를 갖는 sdAb를 포함하며, 여기서 sdAb는 서열

식별번호: 1-4 또는 16-64 중 어느 하나를 포함하는 것인 접합체.

청구항 52 

제51항에 있어서, UAA 잔기가 플루오로술페이트 모이어티를 포함하는 것인 접합체.

청구항 53 

제52항에 있어서, UAA 잔기가 아릴-플루오로 술페이트 모이어티를 포함하는 것인 접합체.

청구항 54 
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제53항에 있어서, UAA 잔기가 하기 화학식 I을 포함하는 것인 접합체:

청구항 55 

제53항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

.

청구항 56 

제53항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 57 

제53항에 있어서, UAA 잔기가 하기 화학식 II를 포함하는 것인 접합체:

청구항 58 

제53항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

.

청구항 59 

제53항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 60 

제53항에 있어서, UAA 잔기가 하기 화학식 III을 포함하는 것인 접합체:

청구항 61 

제53항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:
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.

청구항 62 

제53항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 63 

제53항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 화학식 (IA)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;

L은 -(CH2)p- 또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고;

여기서 Y가 -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.

청구항 64 

제63항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IA-a)의 구조를 갖는 것인 접합체:

.

청구항 65 

제63항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IA-b)의 구조를 갖는 것인 접합체:

.

청구항 66 
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제63항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IB)의 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 67 

제63항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IC)의 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 68 

제63항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (ID)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.

청구항 69 

제62항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IE)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된
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헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.

청구항 70 

제63항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IIA)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.

청구항 71 

제63항에 있어서, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IIB)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.

청구항 72 

제51항에 있어서, UAA 잔기의 UAA가 하기 화학식 (IIV)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

고리 A는 5- 내지 6-원 아릴 또는 헤테로아릴이고;

각각의 R
A
는 독립적으로 -OH, -OR

X
, 할로겐, NHR

X
, N(R

X
)2 또는 임의로 치환된 알킬이고; 각각의 R

X
는 임의로 치

환된 알킬이고;

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.
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청구항 73 

제51항 내지 제72항 중 어느 한 항에 있어서, 조작된 sdAb가 서열식별번호: 1을 포함하고, UAA가 서열식별번호:

5, 6 및 7 중 어느 하나에 포함되는 것인 접합체.

청구항 74 

제73항에 있어서, UAA가 서열식별번호: 1에 대해 26, 28, 29, 30, 99, 102, 103, 105, 108, 110, 111, 112,

113, 114 및 115로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 위치에 존재하는 것인 접합체.

청구항 75 

제51항 내지 제72항 중 어느 한 항에 있어서, 조작된 sdAb가 서열식별번호: 2를 포함하고, UAA가 서열식별번호:

8, 9 및 10 중 어느 하나에 포함되는 것인 접합체.

청구항 76 

제75항에 있어서, UAA가 서열식별번호: 2에 대해 50, 52, 53, 54, 56, 58 및 100으로 이루어진 군으로부터 선택

된 아미노산 위치에 존재하는 것인 접합체.

청구항 77 

제51항 내지 제72항 중 어느 한 항에 있어서, 조작된 sdAb가 서열식별번호: 3을 포함하고, UAA가 서열식별번호:

11, 12 및 13 중 어느 하나에 포함되는 것인 접합체.

청구항 78 

제77항에 있어서, UAA가 서열식별번호: 3에 대해 58, 62, 101, 103 및 107로 이루어진 군으로부터 선택된 아미

노산 위치에 존재하는 것인 접합체.

청구항 79 

제51항  내지  제72항  중  어느  한  항에  있어서,  조작된  sdAb가  서열식별번호:  16을  포함하고,  UAA가

서열식별번호: 16에 대해 109의 아미노산 위치에 존재하는 것인 접합체.

청구항 80 

제51항  내지  제72항  중  어느  한  항에  있어서,  조작된  sdAb가  서열식별번호:  25를  포함하고,  UAA가

서열식별번호: 23에 대해 52, 53, 54, 55, 56, 58, 60, 62 및 64로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 위치

에 존재하는 것인 접합체.

청구항 81 

제51항  내지  제72항  중  어느  한  항에  있어서,  조작된  sdAb가  서열식별번호:  26을  포함하고,  UAA가

서열식별번호: 24에 대해 53, 55, 56, 57, 58, 60, 64 및 67로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 위치에 존

재하는 것인 접합체.

청구항 82 

제51항 내지 제81항 중 어느 한 항에 있어서, 페이로드가 UAA 측쇄를 통해 연결되지 않은 것인 접합체.

청구항 83 

제51항 내지 제82항 중 어느 한 항에 있어서, 페이로드가 영상화제, 방사성리간드 작용제 또는 세포독성제를 포

함하는 것인 접합체.

청구항 84 

제83항에 있어서, 세포독성 모이어티가 소분자 약물 또는 화학요법 약물을 포함하는 것인 접합체.

청구항 85 
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제83항에 있어서, 방사성리간드 작용제가 
35
S, 

3
H, 

111
In, 

112
In, 

14
C, 

186
Re, 

188
Re, 

32
P, 

153
Sm, 

177
Lu, 

86
Y, 

88
Y, 

90
Y,

131
I, 

123
I, 

124
I, 

125
I, 

149
Tb, 

211
At, 

212
Pb/

212
Bi, 

213
Bi, 

223
Ra, 

225
Ac, 

64
Cu, 

67
Cu 및 

227
Th로 이루어진 군으로부터 선

택된 것인 접합체.

청구항 86 

제83항 또는 제85항에 있어서, 방사성리간드 작용제가 킬레이트화제를 추가로 포함하는 것인 접합체.

청구항 87 

제83항에 있어서, 영상화제가 형광단 또는 
99m
Tc, 

131
I, 

201
Tl, 

111
In 및 

67
Ga로 이루어진 군으로부터 선택된 방사성

리간드 작용제를 포함하는 것인 접합체.

청구항 88 

제1항 내지 제87항 중 어느 한 항의 접합체를 투여하는 것을 포함하는 방법으로서, 여기서 접합체는 세포의 표

면 상의 표적에 공유 결합하는 것인 방법.

청구항 89 

제88항에 있어서, 세포가 종양 세포를 포함하는 것인 방법.

청구항 90 

제89항에 있어서, 접합체가 종양 세포를 사멸시키거나 그의 성장을 억제하는 것인 방법.

청구항 91 

제88항 내지 제90항 중 어느 한 항에 있어서, 표적이 종양 연관 항원인 방법.

청구항 92 

제88항 내지 제91항 중 어느 한 항에 있어서, 표적이 PSMA,  EGFR,  EGFRviii,  MSLN, CEA, DLL3, FAP, CD33,

HER3, PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1, Muc16, LRP5, LRP6, endo180, LIV-1, SLAMF7, PTK7, GPR20,

CDH6, CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6, DLL1, NOTCH3 rec, NaPi2b, CD16, GCC, SSTR2, CAIX, CAXII, MC1R, CXCR4,

B1R, GRPR, STEAP1, CD70, CD46, CD166, CLL-1, ADAM9, cKIT, CD36, CD73, ITGaVb3, ITGaVb6, GPC-1, CD38,

CD51,  FGFR3,  Ly6E,  CD44v6,  ENPP3,  CXCR3,  CXCR5,  FcRH5,  VEGF,  VEGFR2,  CD45,  CCR4,  CD25,  5T4,  ROR1,

TROP-2,  NECTIN4,  cMET,  CD19,  CD22,  CD30,  CD33,  CD123,  BCMA,  CD79b,  AXL,  RON,  B7-H3,  B7-H4,  KAAG1,

Muc1, ADAM-9, GPNMB, EDB 피브로넥틴, 조직 인자, GPNMB, FolRa, EphA2, ALPP, ALPPL2, MT1-MMP, CLDN18.2,

CLDN6, CLDN9, p카드헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM으로 이루어진 군으로부터 선택된 것인 방법.

청구항 93 

질환 또는 상태의 치료를 필요로 하는 대상체에게 제1항 내지 제92항 중 어느 한 항의 접합체를 투여하는 것을

포함하는, 질환 또는 상태를 치료하는 방법.

청구항 94 

제93항에  있어서,  질환이  PRAD  (전립선  선암종),  mCRPC  (전이성  거세  저항성  전립선암),  고형  종양

(신생혈관계), LUAD (폐 선암종), LUSC (폐 편평 세포 암종), HNSC (두경부 편평 세포 암종), THCA (갑상선 암

종), ESCA (식도 암종), STAD (위 선암종), GIST (위장 기질 종양), COAD (결장 선암종), READ (직장 선암종),

SARC (육종), SCLC (소세포 폐암), MESO (중피종), PAAD (췌장 선암종), B-세포 악성종양, T-세포 악성종양,

ALL (급성 림프모구성 백혈병), NHL (비-호지킨 림프종), HL (호지킨 림프종), CLL (만성 림프구성 백혈병),

AML (급성 골수성 백혈병), MDS (골수이형성 증후군), MSI-고 종양, SKCM (피부의 피부 흑색종), UVM (포도막

흑색종), DLBC (미만성 대 B-세포 림프종), 자궁내막암, CESC (자궁경부 암종), 골암, BLCA (방광 요로상피암),

BRCA (유방 침습성 암종), TNBC (삼중 음성 유방암), LIHC (간의 간세포성 암종), OV (난소 장액성 낭선암종),

UCEC (자궁체부 자궁내막 암종), NE-PCa (신경내분비 전립선암), GBM (다형성 교모세포종) 및 KIRC (신장 투명
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신세포 암종) 중 하나 이상을 포함하는 것인 방법.

청구항 95 

제1항 내지 제87항 중 어느 한 항의 접합체를 제조하는 방법으로서,

(a) 적어도 1개의 비천연 아미노산을 포함하는 표적화 도메인을 생성하는 단계; 및

(b) 표적화 도메인을 페이로드에, 임의로 링커를 통해 접합시키는 단계

를 포함하는 방법.

청구항 96 

제95항에 있어서, 적어도 1개의 비천연 아미노산을 포함하는 표적화 도메인이 생체내 합성되는 것인 방법.

청구항 97 

제96항에 있어서, 생성이 직교 tRNA 신테타제/서프레서 tRNA 쌍의 사용을 포함하는 것인 방법.

청구항 98 

제97항에 있어서, 생성이 피롤리신 tRNA 신테타제/tRNA
Pyl
로부터 유래된 직교 tRNA 신테타제/서프레서 tRNA 쌍을

포함하는 것인 방법.

청구항 99 

제97항에 있어서, 직교 tRNA 신테타제가 서열식별번호: 84, 87, 92 또는 그의 변이체를 포함하는 것인 방법.

청구항 100 

제30항 내지 제33항, 제35항 내지 제50항 및 제83항 내지 제86항 중 어느 한 항의 접합체를 투여하는 것을 포함

하는, 세포에 세포독성 페이로드를 전달하는 방법으로서, 여기서 접합체는 세포의 표면 상의 표적에 공유 결합

함으로써 세포독성 페이로드를 전달하는 것인 방법.

청구항 101 

제100항에 있어서, 세포가 종양 세포인 방법.

청구항 102 

제100항에 있어서, 세포가 종양 미세환경 내에 포함된 것인 방법.

청구항 103 

제100항에 있어서, 세포가 포유동물 대상체 내에 포함된 것인 방법.

청구항 104 

제100항에 있어서, 세포가 인간 대상체 내에 포함된 것인 방법.

청구항 105 

제100항 내지 제104항 중 어느 한 항에 있어서, 접합체가 종양 세포를 사멸시키거나 그의 성장을 억제하는 것인

방법.

청구항 106 

제100항 내지 제105항 중 어느 한 항에 있어서, 표적이 PSMA, EGFR, EGFRviii, MSLN, CEA, DLL3, FAP, CD33,

HER3, PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1, Muc16, LRP5, LRP6, endo180, LIV-1, SLAMF7, PTK7, GPR20,

CDH6, CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6, DLL1, NOTCH3 rec, NaPi2b, CD16, GCC, SSTR2, CAIX, CAXII, MC1R, CXCR4,

B1R, GRPR, STEAP1, CD70, CD46, CD166, CLL-1, ADAM9, cKIT, CD36, CD73, ITGaVb3, ITGaVb6, GPC-1, CD38,

CD51,  FGFR3,  Ly6E,  CD44v6,  ENPP3,  CXCR3,  CXCR5,  FcRH5,  VEGF,  VEGFR2,  CD45,  CCR4,  CD25,  5T4,  ROR1,
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TROP-2,  NECTIN4,  cMET,  CD19,  CD22,  CD30,  CD33,  CD123,  BCMA,  CD79b,  AXL,  RON,  B7-H3,  B7-H4,  KAAG1,

Muc1, ADAM-9, GPNMB, EDB 피브로넥틴, 조직 인자, GPNMB, FolRa, ALPP, ALPPL2, MT1-MMP, CLDN18.2, CLDN6,

CLDN9, p카드헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM으로 이루어진 군으로부터 선택된 것인 방법.

청구항 107 

제100항 내지 제106항 중 어느 한 항에 있어서, 인간 대상체가 PCa (전립선암), CRPCa (거세 저항성 전립선암),

고형 종양 (신생혈관계), NSCLC (비소세포 폐암), HNSCC (두경부 편평 세포 암종), ESCC (식도암), GC (위암),

CRC (결장직장암), SCLC (소세포 폐암), MPM (중피종), PDAC (췌장관 선암종), ALL (급성 림프모구성 백혈병),

AML (급성 골수성 백혈병), MDS (골수이형성 증후군), MSI-고 종양, 흑색종, DLBCL (미만성 대 B 세포 림프종),

자궁내막암, 자궁경부암, 방광암, BrCa  (유방암), TNBC  (삼중 음성 유방암), NE-PCa  (신경내분비 전립선암),

GBM (교모세포종) 및 RCC (신세포 암종)로 이루어진 군으로부터 선택된 질환 또는 상태를 앓고 있거나 또는 이

를 갖는 것으로 진단된 것인 방법.

청구항 108 

(i) 제1 표적화 도메인, (ii) 제2 표적화 도메인 및 임의로 (iii) 페이로드를 포함하는 접합체로서, 여기서 제1

표적화 도메인은 적어도 1개의 제1 비천연 아미노산 (UAA)을 포함하며, 이에 의해 제1 표적화 도메인은 UAA의

부위에서 제1 표적에 공유 결합할 수 있고, 제2 표적화 도메인은 제2 표적에 결합하도록 구성된 것인 접합체.

청구항 109 

제108항에 있어서, 제1 표적 및 제2 표적이 동일한 세포 상에 있는 것인 접합체.

청구항 110 

제108항 또는 제109항에 있어서, 제1 표적화 도메인이 항체, 항체 단편 또는 항원 결합 도메인을 포함하는 것인

접합체.

청구항 111 

제110항에 있어서, 제1 표적화 도메인이 단일 도메인 항체 (sdAb)를 포함하는 것인 접합체.

청구항 112 

제108항 내지 제111항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 UAA가 제1 표적과 인터페이스하는 제1 표적화 도메인의 영

역 내에 또는 그의 근접부 내에 포함되는 것인 접합체.

청구항 113 

제108항 내지 제112항 중 어느 한 항에 있어서, 제2 표적화 도메인이 항체, 항체 단편 또는 항원 결합 도메인을

포함하는 것인 접합체.

청구항 114 

제113항에 있어서, 제2 표적화 도메인이 단일 도메인 항체 (sdAb)를 포함하는 것인 접합체.

청구항 115 

제108항 내지 제114항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인이 연결되어 융합 단백

질을 형성하는 것인 접합체.

청구항 116 

제108항 내지 제114항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인이 화학적 접합에 의해

연결된 것인 접합체.

청구항 117 

제115항 또는 제116항에 있어서, 제1 표적화 도메인 및 제2 도메인이 링커에 의해 연결된 것인 접합체.
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청구항 118 

제108항 내지 제117항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인이 동일한 표적에 결합

하는 것인 접합체.

청구항 119 

제118항에 있어서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인이 동일한 표적의 상이한 에피토프에 결합하는 것인

접합체.

청구항 120 

제118항에 있어서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인이 동일한 표적의 동일한 에피토프에 결합하는 것인

접합체.

청구항 121 

제118항 내지 제120항 중 어느 한 항에 있어서, 동일한 표적이 단량체인 접합체.

청구항 122 

제118항 내지 제120항 중 어느 한 항에 있어서, 동일한 표적이 다량체 분자인 접합체.

청구항 123 

제108항 내지 제117항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인이 상이한 표적에 결합

하는 것인 접합체.

청구항 124 

제108항 내지 제123항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 표적이 제1 세포 표면 분자인 접합체.

청구항 125 

제108항 내지 제124항 중 어느 한 항에 있어서, 제2 표적이 제2 세포 표면 분자인 접합체.

청구항 126 

제108항 내지 제125항 중 어느 한 항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 플루오로 술페이트 모이어티를 포함하

는 것인 접합체.

청구항 127 

제108항 내지 제125항 중 어느 한 항에 있어서, 적어도 1개의 UAA가 아릴-플루오로 술페이트 모이어티를 포함하

는 것인 접합체.

청구항 128 

제127항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 화학식 I을 포함하는 것인 접합체:

청구항 129 

제127항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

.
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청구항 130 

제127항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 131 

제127항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 화학식 II를 포함하는 것인 접합체:

청구항 132 

제127항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

.

청구항 133 

제127항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 134 

제127항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 화학식 III을 포함하는 것인 접합체:

청구항 135 

제127항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

.

청구항 136 

제127항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 137 
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제108항 내지 제125항 중 어느 한 항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 화학식 (IA)의 구조를 갖는 것인

접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;

L은 -(CH2)p- 또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고;

여기서 Y가 -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.

청구항 138 

제137항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 화학식 (IAa)의 구조를 갖는 것인 접합체:

.

청구항 139 

제137항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 화학식 (IAb)의 구조를 갖는 것인 접합체:

.

청구항 140 

제137항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 화학식 (IB)의 구조를 갖는 것인 접합체:
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청구항 141 

제137항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 화학식 (IC)의 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 142 

제137항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 화학식 (ID)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.

청구항 143 

제137항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 화학식 (IE)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.

청구항 144 
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제137항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 화학식 (IIA)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.

청구항 145 

제137항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 화학식 (IIB)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.

청구항 146 

제108항 내지 제125항 중 어느 한 항에 있어서, 적어도 1개의 제1 UAA가 하기 화학식 (IV)의 구조를 갖는 것인

접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

고리 A는 5- 내지 6-원 아릴 또는 헤테로아릴이고;

각각의 R
A
는 독립적으로 -OH, -OR

X
, 할로겐, NHR

X
, N(R

X
)2 또는 임의로 치환된 알킬이고; p는 0, 1, 2, 3 또는 4

이고; 각각의 R
X
는 임의로 치환된 알킬이고;

L은 -(CH2)p- 또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고;

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.

청구항 147 

제124항 내지 제146항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 세포 표면 분자가 PSMA, EGFR, HER2, HER3, PD-L1, EphA4,
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피브로넥틴 ED-B, EpCAM, CCR4, CD25, VEGF, VEGFR2, endo180, LIV-1, PTK7, CDH6, CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6,

DLL1, NOTCH3 rec, NaPi2b, DLK1, Muc16, cMET, CEA, LRP5 및 LRP6으로 이루어진 군으로부터 선택된 것인 접합

체.

청구항 148 

제125항 내지 제147항 중 어느 한 항에 있어서, 제2 세포 표면 분자가 PSMA, EGFR, HER2, HER3, PD-L1, EphA4,

피브로넥틴 ED-B, EpCAM, CCR4, CD25, VEGF, VEGFR2, endo180, LIV-1, PTK7, CDH6, CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6,

DLL1, NOTCH3 rec, NaPi2b, DLK1, Muc16, cMET, CEA, LRP5 및 LRP6으로 이루어진 군으로부터 선택된 것인 접합

체.

청구항 149 

제108항 내지 제148항 중 어느 한 항에 있어서, 제2 표적화 도메인이 제2 UAA를 포함하며, 이에 의해 제2 표적

화 도메인이 제2 UAA의 부위에서 제2 표적에 공유 결합할 수 있는 것인 접합체.

청구항 150 

제149항에 있어서, 제2 UAA가 제1 표적화 도메인에 포함된 적어도 1개의 UAA와 상이한 것인 접합체.

청구항 151 

제149항에 있어서, 제2 UAA가 제1 표적화 도메인에 포함된 적어도 1개의 UAA와 동일한 것인 접합체.

청구항 152 

제149항  내지  제151항  중  어느  한  항에  있어서,  제2  UAA가  플루오로  술페이트  모이어티를  포함하는  것인

접합체.

청구항 153 

제149항 내지 제151항 중 어느 한 항에 있어서, 제2 UAA가 아릴-플루오로 술페이트 모이어티를 포함하는 것인

접합체.

청구항 154 

제153항에 있어서, 제2 UAA가 하기 화학식 I을 포함하는 것인 접합체:

청구항 155 

제153항에 있어서, 제2 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

.

청구항 156 

제153항에 있어서, 제2 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:
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청구항 157 

제153항에 있어서, 제2 UAA가 하기 화학식 II를 포함하는 것인 접합체:

청구항 158 

제153항에 있어서, 제2 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

.

청구항 159 

제153항에 있어서, 제2 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 160 

제153항에 있어서, 제2 UAA가 하기 화학식 III을 포함하는 것인 접합체:

청구항 161 

제153항에 있어서, 제2 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:

.

청구항 162 

제153항에 있어서, 제2 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체:
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청구항 163 

제149항 내지 제151항 중 어느 한 항에 있어서, 제2 UAA가 하기 화학식 (IA)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;

L은 -(CH2)p- 또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고;

여기서 Y가 -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.

청구항 164 

제163항에 있어서, 제2 UAA가 하기 화학식 (IA-a)의 구조를 갖는 것인 접합체:

.

청구항 165 

제163항에 있어서, 제2 UAA가 하기 화학식 (IA-b)의 구조를 갖는 것인 접합체:

.

청구항 166 

제163항에 있어서, 제2 UAA가 하기 화학식 (IB)의 구조를 갖는 것인 접합체:
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청구항 167 

제163항에 있어서, 제2 UAA가 하기 화학식 (IC)의 구조를 갖는 것인 접합체:

청구항 168 

제163항에 있어서, 제2 UAA가 하기 화학식 (ID)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.

청구항 169 

제163항에 있어서, 제2 UAA가 하기 화학식 (IE)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.

청구항 170 
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제163항에 있어서, 제2 UAA가 하기 화학식 (IIA)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.

청구항 171 

제163항에 있어서, 제2 UAA가 하기 화학식 (IIB)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.

청구항 172 

제149항 내지 제151항 중 어느 한 항에 있어서, 제2 UAA가 하기 화학식 (IV)의 구조를 갖는 것인 접합체:

여기서

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

고리 A는 5- 내지 6-원 아릴 또는 헤테로아릴이고;

각각의 R
A
는 독립적으로 -OH, -OR

X
, 할로겐, NHR

X
, N(R

X
)2 또는 임의로 치환된 알킬이고; p는 0, 1, 2, 3 또는 4

이고; 각각의 R
X
는 임의로 치환된 알킬이고;

L은 -(CH2)p- 또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고;

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.

청구항 173 

제108항 내지 제172항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 표적화 도메인이 서열식별번호: 1-4 또는 16-64 중 어느 하

나를 포함하는 것인 접합체.
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청구항 174 

제108항 내지 제172항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 표적화 도메인이 서열식별번호: 1-4 또는 16-64 중 어느 하

나에 대해 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 서열을 포함하는 것인 접합체.

청구항 175 

제108항 내지 제173항 중 어느 한 항에 있어서, 제2 표적화 도메인이 서열식별번호: 1-4, 16-64 중 어느 하나를

포함하는 것인 접합체.

청구항 176 

제108항 내지 제173항 중 어느 한 항에 있어서, 제2 표적화 도메인이 서열식별번호: 1-4, 16-64 중 어느 하나에

대해 적어도 70% 동일성을 갖는 서열을 포함하는 것인 접합체.

청구항 177 

제1항 내지 제87항 및 제108항 내지 제172항 중 어느 한 항에 있어서, 서열식별번호: 65-72를 포함하는 접합체.

청구항 178 

제1항 내지 제87항 및 제108항 내지 제172항 중 어느 한 항에 있어서, 서열식별번호: 65-72에 대해 적어도 70%

서열 동일성을 갖는 서열을 포함하는 접합체.

청구항 179 

제1항 내지 제87항 및 제108항 내지 제172항 중 어느 한 항에 있어서, 서열식별번호: 1-4, 16-64 중 어느 하나

를 포함하는 접합체.

청구항 180 

제1항 내지 제87항 및 제108항 내지 제172항 중 어느 한 항에 있어서, 서열식별번호: 1-4, 16-64 중 어느 하나

에 대해 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 서열을 포함하는 접합체.

청구항 181 

제1항 내지 제87항 및 제108항 내지 제172항 중 어느 한 항에 있어서, 서열식별번호: 65-72에 대해 적어도 80%

서열 동일성을 갖는 서열을 포함하는 접합체.

청구항 182 

제108항 내지 제172항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인 중 적어도 하나가 서

열식별번호: 1을 포함하는 것인 접합체.

청구항 183 

제182항에 있어서, UAA가 서열식별번호: 1에 대해 26, 28, 29, 30, 99, 102, 103, 105, 108, 110, 111, 112,

113, 114 및 115로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 위치에 존재하는 것인 접합체.

청구항 184 

제108항 내지 제172항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인 중 적어도 하나가 서

열식별번호: 2를 포함하는 것인 접합체.

청구항 185 

제184항에 있어서, UAA가 서열식별번호: 2에 대해 50, 52, 53, 54, 56, 58 및 100으로 이루어진 군으로부터 선

택된 아미노산 위치에 존재하는 것인 접합체.

청구항 186 
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제108항 내지 제172항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인 중 적어도 하나가 서

열식별번호: 3을 포함하는 것인 접합체.

청구항 187 

제186항에 있어서, UAA가 서열식별번호: 3에 대해 58, 62, 101, 103 및 107로 이루어진 군으로부터 선택된 아미

노산 위치에 존재하는 것인 접합체.

청구항 188 

제108항 내지 제172항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인 중 적어도 하나가 서

열식별번호: 16을 포함하는 것인 접합체.

청구항 189 

제188항에 있어서, 서열식별번호: 16을 포함하는 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인 중 적어도 하나가 서

열식별번호: 16에 대해 위치 109에 비천연 아미노산을 추가로 포함하는 것인 접합체.

청구항 190 

제108항 내지 제172항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인 중 적어도 하나가 서

열식별번호: 18을 포함하는 것인 접합체.

청구항 191 

제108항 내지 제190항 중 어느 한 항에 있어서, 페이로드가 영상화제, 방사성리간드 작용제 또는 세포독성제를

포함하는 것인 접합체.

청구항 192 

제191항에 있어서, 세포독성 모이어티가 소분자 약물 또는 화학요법 약물을 포함하는 것인 접합체.

청구항 193 

제191항에 있어서, 방사성리간드 작용제가 
35
S,  

3
H,  

111
In, 

112
In, 

14
C, 

186
Re, 

188
Re, 

32
P, 

153
Sm, 

177
Lu, 

86
Y, 

88
Y,

90
Y, 

131
I, 

123
I, 

124
I, 

125
I, 

149
Tb, 

211
At, 

212
Pb/

212
Bi, 

213
Bi, 

223
Ra, 

225
Ac, 

64
Cu, 

67
Cu 및 

227
Th로 이루어진 군으로부터

선택된 것인 접합체.

청구항 194 

제192항 또는 제193항에 있어서, 방사성리간드 작용제가 킬레이트화제를 추가로 포함하는 것인 접합체.

청구항 195 

제192항에 있어서, 방사성리간드 작용제가 
99m
Tc, 

131
I, 

201
Tl, 

111
In 및 

67
Ga로 이루어진 군으로부터 선택된 것인

접합체.

청구항 196 

제108항 내지 제195항 중 어느 한 항에 있어서, 페이로드가 링커에 의해 접합체에 부착된 것인 접합체.

청구항 197 

제108항 내지 제196항 중 어느 한 항의 접합체를 투여하는 것을 포함하는 방법으로서, 여기서 접합체는 제1 세

포의 표면 상의 제1 표적에 공유 결합하는 것인 방법.

청구항 198 

제197항에 있어서, 접합체가 제1 세포의 표면 상의 제2 표적에 결합하는 것인 방법.
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청구항 199 

제197항 또는 제198항에 있어서, 제1  표적화 도메인 및 제2  표적화 도메인이 동일한 표적에 결합하는 것인

방법.

청구항 200 

제199항에 있어서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인이 동일한 표적의 동일한 에피토프에 결합하는 것인

방법.

청구항 201 

제199항에 있어서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인이 동일한 표적의 상이한 에피토프에 결합하는 것인

방법.

청구항 202 

제197항 또는 제198항에 있어서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인이 제1 세포의 표면 상의 상이한 표적

에 결합하는 것인 방법.

청구항 203 

제197항 내지 제202항 중 어느 한 항에 있어서, 제2 도메인이 제2 UAA를 포함하고, 제2 UAA가 제2 표적에 공유

결합하는 것인 방법.

청구항 204 

제197항 내지 제203항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 세포가 종양 세포인 방법.

청구항 205 

제204항에 있어서, 접합체가 제1 표적에 결합되는 경우에 종양 세포를 사멸시키거나 그의 성장을 억제하는 것인

방법.

청구항 206 

제204항에 있어서, 접합체가 제2 표적에 결합되는 경우에 종양 세포를 사멸시키거나 그의 성장을 억제하는 것인

방법.

청구항 207 

제204항에 있어서, 접합체가 제1 표적 및 제2 표적에 결합되는 경우에 종양 세포를 사멸시키거나 그의 성장을

억제하는 것인 방법.

청구항 208 

제197항 내지 제207항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 표적이 PSMA,  EGFR,  EGFRviii,  MSLN,  CEA, DLL3, FAP,

CD33, HER3, PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1, Muc16, LRP5, LRP6, endo180, LIV-1, SLAMF7, PTK7,

GPR20, CDH6, CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6, DLL1, NOTCH3 rec, NaPi2b, CD16, GCC, SSTR2, CAIX, CAXII, MC1R,

CXCR4, B1R, GRPR, STEAP1, CD70, CD46, CD166, CLL-1, ADAM9, cKIT, CD36, CD73, ITGaVb3, ITGaVb6, GPC-1,

CD38,  CD51,  FGFR3,  Ly6E,  CD44v6,  ENPP3,  CXCR3,  CXCR5,  FcRH5,  VEGF,  VEGFR2,  CD45,  CCR4,  CD25,  5T4,

ROR1,  TROP-2,  NECTIN4,  cMET,  CD19,  CD22,  CD30,  CD33,  CD123,  BCMA,  CD79b,  AXL,  RON,  B7-H3,  B7-H4,

KAAG1,  Muc1,  ADAM-9,  GPNMB,  EDB  피브로넥틴, 조직 인자, GPNMB,  FolRa,  EphA2,  ALPP,  ALPPL2,  MT1-MMP,

CLDN18.2, CLDN6, CLDN9, p카드헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM으로 이루어진 군으로부터 선택된 것인 방법.

청구항 209 

제197항 내지 제208항 중 어느 한 항에 있어서, 제2 표적이 PSMA,  EGFR,  EGFRviii,  MSLN,  CEA, DLL3, FAP,

CD33, HER3, PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1, Muc16, LRP5, LRP6, endo180, LIV-1, SLAMF7, PTK7,

GPR20, CDH6, CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6, DLL1, NOTCH3 rec, NaPi2b, CD16, GCC, SSTR2, CAIX, CAXII, MC1R,
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CXCR4, B1R, GRPR, STEAP1, CD70, CD46, CD166, CLL-1, ADAM9, cKIT, CD36, CD73, ITGaVb3, ITGaVb6, GPC-1,

CD38,  CD51,  FGFR3,  Ly6E,  CD44v6,  ENPP3,  CXCR3,  CXCR5,  FcRH5,  VEGF,  VEGFR2,  CD45,  CCR4,  CD25,  5T4,

ROR1,  TROP-2,  NECTIN4,  cMET,  CD19,  CD22,  CD30,  CD33,  CD123,  BCMA,  CD79b,  AXL,  RON,  B7-H3,  B7-H4,

KAAG1,  Muc1,  ADAM-9,  GPNMB,  EDB  피브로넥틴, 조직 인자, GPNMB,  FolRa,  EphA2,  ALPP,  ALPPL2,  MT1-MMP,

CLDN18.2, CLDN6, CLDN9, p카드헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM으로 이루어진 군으로부터 선택된 것인 방법.

청구항 210 

제197항 내지 제209항 중 어느 한 항에 있어서, 페이로드가 방사성표지 작용제 또는 세포독성제인 방법.

청구항 211 

제198항 내지 제209항 중 어느 한 항에 있어서, 페이로드가 영상화제인 방법.

청구항 212 

제211항에 있어서, 접합체가 제1 세포 상의 제1 표적 및 제2 표적에 결합되는 경우에 제1 세포를 영상화하거나

확인하는 방법.

청구항 213 

제108항 내지 제196항 중 어느 한 항의 접합체를 제조하는 방법으로서,

(a) 적어도 1개의 비천연 아미노산을 포함하는 제1 표적화 도메인을 생체내 합성하는 단계; 및

(b) 페이로드를 제1 표적화 도메인 또는 제2 표적화 도메인에, 임의로 링커를 통해 접합시키는 단계

를 포함하는 방법.

청구항 214 

제213항에 있어서, 제2 표적화 도메인을 제1 표적화 도메인에 대한 융합 단백질로서 생체내 합성하는 단계를 추

가로 포함하는 방법.

청구항 215 

제213항 또는 제214항에 있어서, 합성이 직교 tRNA 신테타제/서프레서 tRNA 쌍의 사용을 포함하는 것인 방법.

청구항 216 

제215항에 있어서, 합성이 피롤리신 tRNA 신테타제/tRNA
Pyl
로부터 유래된 직교 tRNA 신테타제/서프레서 tRNA 쌍

을 포함하는 것인 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

상호-참조[0001]

본 출원은 2021년 12월 22일에 출원된 미국 특허 가출원 번호 63/293,025; 2022년 5월 27일에 출원된 미국 특허[0002]

가출원 번호 63/346,799; 및 2022년 7월 11일에 출원된 미국 특허 가출원 번호 63/388,072를 우선권 주장하며,

이들 각각은 그 전문이 참조로 포함된다.

배 경 기 술

단백질은 주로 단백질 내에서 또는 단백질 사이에서 비-공유 상호작용을 사용하는데, 이는 단백질의 아미노산[0003]

측쇄가 통상적으로 가역적인 비교적 약한 디술피드 결합을 생성하는 시스테인을 제외하고는 서로 공유 결합을

형성할 수 없기 때문이다.  따라서, 표적 단백질 상의 다중 천연 아미노산 잔기와 특이적으로 반응할 수 있는

잠재성 생물반응성 비천연 아미노산 (UAA)은 생체내 공유 결합에 적용가능한 단백질의 다양성에 따라 확장될 것

이며, 이는 신규 공유 연결의 활용을 통해 기존 단백질 특성을 증진시키거나 새로운 기능을 진화시키는 것을 가

능하게 할 수 있다.  추가로, 단백질 사이의 공유 연결은 생체내 단백질-단백질 상호작용의 비가역적 포획을 가
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능하게 할 것이며, 이는 단백질 확인, 약물 발견, 비가역적 길항제 및 페이로드 전달에 유용할 수 있다.

발명의 내용

표적화 도메인 및 페이로드를 포함하는 접합체로서, 여기서 표적화 도메인은 적어도 1개의 비천연 아미노산[0004]

(UAA) 잔기를 포함하고, 여기서 표적화 도메인은 표적에 결합하도록 구성되고, 여기서 UAA 잔기는 표적화 도메

인이 결합되는 경우에 표적과 공유 결합을 형성하기에 충분히 근접하여 있는 것인 접합체가 본원에 제공된다.

추가로, 페이로드가 UAA 잔기로부터 위치 n+x에서의 아미노산에 부착되며, 여기서 n은 아미노산의 위치이고, x

는 적어도 1인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 페이로드가 UAA 잔기로부터 위치 n-x에서의 아미노산에 부

착되며, 여기서 n은 아미노산의 위치이고, x는 적어도 1인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 표적화 도메인

이 표적에 결합되는 경우에, UAA 잔기가 표적으로부터 5-20 옹스트롬 이내에 있는 것인 접합체가 본원에 제공된

다.  추가로, 표적화 도메인이 세포 표면 분자에 결합하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, UAA 잔기

가 표적의 히스티딘, 리신 또는 티로신 잔기와 공유 결합을 형성하도록 구성된 것인 접합체가 본원에 제공된다.

추가로, UAA 잔기가 플루오로 술페이트 모이어티를 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, UAA 잔

기가 아릴-플루오로 술페이트 모이어티를 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, UAA 잔기가 하기

화학식 I을 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다:   추가로, UAA 잔기의 UAA가

하기 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다: .  추가로, UAA 잔기의 UAA가 하기

구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다:   추가로, UAA 잔기가 하기 화학식

II를 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다:   추가로, UAA 잔기의

UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다: .  추가로, UAA 잔기의

UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다:   추가로, UAA

잔기가 하기 화학식 III을 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다:   추가로,

UAA 잔기의 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다: .  추가로, UAA

잔기의 UAA가 하기 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다: 
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추가로, UAA 잔기의 UAA가 하기 화학식 (IA)의 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다:[0005]

[0006]

여기서[0007]

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0008]

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;[0009]

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;[0010]

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알[0011]

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;[0012]

L은 -(CH2)p- 또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고;[0013]

여기서 Y가 -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.[0014]

추가로,  화학식  (IA)의  UAA가  하기  화학식  (IA-a)의  구조를  갖는  것인  접합체가  본원에  제공된다:[0015]

.  추가로, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IA-b)의 구조를 갖는 것인 접합

체가 본원에 제공된다: .  추가로, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IB)의 구

조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다:   추가로, 화학식 (IA)의 UAA가 하

기 화학식 (IC)의 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다: 

추가로, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (ID)의 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다:[0016]

[0017]

여기서[0018]

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0019]

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;[0020]
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A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;[0021]

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알[0022]

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;[0023]

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.[0024]

추가로, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IE)의 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다:[0025]

[0026]

여기서[0027]

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0028]

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;[0029]

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;[0030]

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알[0031]

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;[0032]

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.[0033]

추가로, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IIA)의 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다:[0034]

[0035]

여기서[0036]

X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0037]

R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된[0038]

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.

추가로, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IIB)의 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다:[0039]

[0040]

여기서[0041]

X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0042]

R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된[0043]

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.
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추가로, UAA 잔기의 UAA가 하기 화학식 (IV)의 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다:[0044]

[0045]

여기서[0046]

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0047]

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;[0048]

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;[0049]

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알[0050]

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

고리 A는 5- 내지 6-원 아릴 또는 헤테로아릴이고;[0051]

각각의 R
A
는 독립적으로 -OH, -OR

X
, 할로겐, NHR

X
, N(R

X
)2 또는 임의로 치환된 알킬이고; 각각의 R

X
는 임의로 치[0052]

환된 알킬이고;

L은 -(CH2)p- 또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고;[0053]

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.[0054]

추가로, 페이로드가 영상화제, 방사성리간드 작용제 또는 세포독성제를 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된[0055]

다.   추가로,  세포독성  모이어티가  소분자  약물  또는  화학요법  약물을  포함하는  것인  접합체가  본원에

제공된다.  추가로, 방사성리간드 작용제가 
153
Sm, 

177
Lu, 

90
Y, 

131
I, 

149
Tb, 

211
At, 

212
Pb/

212
Bi, 

213
Bi, 

223
Ra, 

225
Ac 및

227
Th로 이루어진 군으로부터 선택된 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 방사성리간드 작용제가 킬레이트

화제를 추가로 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 방사성리간드 작용제가 
99m
Tc,  

131
I,  

201
Tl,

111
In 및 

67
Ga로 이루어진 군으로부터 선택된 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 페이로드가 링커에 의해

접합체에 부착된 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 링커가 중합체를 포함하는 것인 접합체가 본원에 제

공된다.  추가로, 링커가 절단가능한 또는 비-절단가능한 링커인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 링커가

0.01kDa 내지 2.5kDa인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 링커가 0.01kDa 내지 2.5kDa인 접합체가 본원에 제

공된다.  추가로, 링커가 선형, 분지형, 다량체 또는 덴드리머인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 링커가

이관능성 또는 다관능성 링커 또는 이관능성 또는 다관능성 중합체인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 링커

가 수용성 중합체를 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 수용성 중합체가 폴리에틸렌 글리콜

(PEG)인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, PEG가 0.1kDa 내지 2.5kDa의 분자량을 갖는 것인 접합체가 본원에

제공된다.  추가로, PEG가 1-8개의 단량체를 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 표적화 도메인

이 항체, 항체 단편 또는 항원 결합 도메인을 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 표적화 도메

인이 항원 결합 도메인을 포함하고, 접합체가 CDR 영역을 포함하고, 적어도 1개의 UAA 잔기가 CDR 영역 내에 또

는 그에 근접하여 있는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, UAA 잔기가 CDR 영역 내에 포함되는 것인 접

합체가 본원에 제공된다.  추가로, 표적화 도메인이 단일 도메인 항체 (sdAb)를 포함하는 것인 접합체가 본원에

제공된다.  추가로, 세포-표면 분자가 PSMA,  EGFR,  EGFRviii,  MSLN,  CEA,  DLL3,  FAP,  CD33,  HER3,  PD-L1,

EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1, Muc16, LRP5, LRP6, endo180, LIV-1, SLAMF7, PTK7, GPR20, CDH6, CSP-1,

CD71,  PRLR,  SEZ6,  DLL1,  NOTCH3  rec,  NaPi2b,  CD16,  GCC,  SSTR2,  CAIX,  CAXII,  MC1R,  CXCR4,  B1R,  GRPR,

STEAP1, CD70, CD46, CD166, CLL-1, ADAM9, cKIT, CD36, CD73, ITGaVb3, ITGaVb6, GPC-1, CD38, CD51, FGFR3,

Ly6E, CD44v6, ENPP3, CXCR3, CXCR5, FcRH5, VEGF, VEGFR2, CD45, CCR4, CD25, 5T4, ROR1, TROP-2, NECTIN4,

cMET, CD19, CD22, CD30, CD33, CD123, BCMA, CD79b, AXL, RON, B7-H3, B7-H4, KAAG1, Muc1, ADAM-9, GPNMB,

EDB  피브로넥틴,  조직  인자,  GPNMB,  FolRa,  ALPP,  ALPPL2,  MT1-MMP,  CLDN18.2,  CLDN6,  CLDN9,  p카드헤린,

CEACAM6, CD47 및 EpCAM으로 이루어진 군으로부터 선택된 것인 접합체가 본원에 제공된다.
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또한, (i) 페이로드 및 (ii) 조작된 단일 도메인 항체 (sdAb)를 포함하는 접합체로서, CDR 영역 및 CDR 영역 내[0056]

에 또는 그에 근접하여 있는 적어도 1개의 비천연 아미노산 (UAA) 잔기를 갖는 sdAb를 포함하며, 여기서 sdAb는

서열식별번호(SEQ ID NO): 1-4 또는 16-64 중 어느 하나를 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로,

UAA 잔기가 플루오로술페이트 모이어티를 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, UAA 잔기가 아릴-

플루오로 술페이트 모이어티를 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, UAA 잔기가 하기 화학식 I을

포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다:   추가로, UAA 잔기의 UAA가 하기 구조

를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다: .  추가로, UAA 잔기의 UAA가 하기 구조를 갖

는 것인 접합체가 본원에 제공된다:   추가로, UAA 잔기가 하기 화학식 II를 포함

하는 것인 접합체가 본원에 제공된다:   추가로, UAA 잔기의 UAA가 하

기 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다: .  추가로, UAA가 하기 구조를

갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다:   추가로, UAA  잔기가 하기 화학식

III을 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다:   추가로, UAA 잔기의 UAA가 하

기 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다: .  추가로, UAA 잔기의 UAA가 하기 구

조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다: 

추가로, UAA 잔기의 UAA가 하기 화학식 (IA)의 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다:[0057]

[0058]

여기서[0059]

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0060]

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;[0061]

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;[0062]

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알[0063]
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킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;[0064]

L은 -(CH2)p- 또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고;[0065]

여기서 Y가 -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.[0066]

추가로,  화학식  (IA)의  UAA가  하기  화학식  (IA-a)의  구조를  갖는  것인  접합체가  본원에  제공된다:[0067]

.  추가로, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IA-b)의 구조를 갖는 것인 접합

체가 본원에 제공된다: .  추가로, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IB)의 구

조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다:   추가로, 화학식 (IA)의 UAA가 하기

화학식 (IC)의 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다: 

추가로, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (ID)의 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다:[0068]

[0069]

여기서[0070]

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0071]

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;[0072]

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;[0073]

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알[0074]

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;[0075]

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.[0076]
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추가로, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IE)의 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다:[0077]

[0078]

여기서[0079]

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0080]

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;[0081]

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;[0082]

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알[0083]

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;[0084]

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.[0085]

추가로, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IIA)의 구조를 갖는 것인 조작된 sdAb가 본원에 제공된다:[0086]

[0087]

여기서[0088]

X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0089]

R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된[0090]

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.

추가로, 화학식 (IA)의 UAA가 하기 화학식 (IIB)의 구조를 갖는 것인 조작된 sdAb가 본원에 제공된다:[0091]

[0092]

여기서[0093]

X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0094]

R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된[0095]

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.

추가로, UAA 잔기의 UAA가 하기 화학식 (IV)의 구조를 갖는 것인 접합체가 본원에 제공된다:[0096]

[0097]

여기서[0098]

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0099]

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;[0100]
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A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;[0101]

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알[0102]

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

고리 A는 5- 내지 6-원 아릴 또는 헤테로아릴이고;[0103]

각각의 R
A
는 독립적으로 -OH, -OR

X
, 할로겐, NHR

X
, N(R

X
)2 또는 임의로 치환된 알킬이고; 각각의 R

X
는 임의로 치[0104]

환된 알킬이고;

L은 -(CH2)p- 또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고;[0105]

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.[0106]

추가로, 조작된 sdAb가 서열식별번호: 1을 포함하고, UAA 잔기가 서열식별번호: 5, 6 및 7 중 어느 하나에 포함[0107]

되는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, UAA 잔기가 서열식별번호: 1에 대해 26, 28, 29, 30, 99, 102,

103, 105, 108, 110, 111, 112, 113, 114 및 115로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 위치에 존재하는 것

인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 조작된 sdAb가 서열식별번호: 2를 포함하고, UAA 잔기가 서열식별번호:

8, 9 및 10 중 어느 하나에 포함되는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, UAA 잔기가 서열식별번호: 2에

대해 50, 52, 53, 54, 56, 58 및 100으로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 위치에 존재하는 것인 접합체가

본원에 제공된다.  추가로, 조작된 sdAb가 서열식별번호: 3을 포함하고, UAA 잔기가 서열식별번호: 11, 12 및

13 중 어느 하나에 포함되는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, UAA 잔기가 서열식별번호: 3에 대해 58,

62, 101, 103 및 107로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 위치에 존재하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.

추가로, 조작된 sdAb가 서열식별번호: 16을 포함하고, UAA가 서열식별번호: 16에 대해 109의 아미노산 위치에

존재하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 조작된 sdAb가 서열식별번호: 23을 포함하고, UAA가 서열식

별번호: 23에 대해 52, 53, 54, 55, 56, 58, 60, 62 및 64로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 위치에 존

재하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 조작된 sdAb가 서열식별번호: 24를 포함하고, UAA가 서열식별

번호: 24에 대해 53, 55, 56, 57, 58, 60, 64 및 67로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 위치에 존재하는

것인 접합체가 본원에 제공된다.

추가로, 페이로드가 UAA 잔기 측쇄를 통해 연결되지 않은 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 페이로드가[0108]

영상화제, 방사성리간드 작용제 또는 세포독성제를 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 세포독

성 모이어티가 소분자 약물 또는 화학요법 약물을 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 방사성리

간드 작용제가 
153
Sm, 

177
Lu, 

90
Y, 

131
I, 

149
Tb, 

211
At, 

212
Pb/

212
Bi, 

213
Bi, 

223
Ra, 

225
Ac 및 

227
Th로 이루어진 군으로부터

선택된 것인 접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 방사성리간드 작용제가 킬레이트화제를 추가로 포함하는 것인

접합체가 본원에 제공된다.  추가로, 영상화제가 형광단 또는 
99m
Tc, 

131
I, 

201
Tl, 

111
In 및 

67
Ga로 이루어진 군으로

부터 선택된 방사성리간드 작용제를 포함하는 것인 접합체가 본원에 제공된다.

본원에 기재된 접합체를 투여하는 것을 포함하는 방법으로서, 여기서 접합체는 세포의 표면 상의 표적에 공유[0109]

결합하는 것인 방법이 본원에 제공된다.  추가로, 세포가 종양 세포를 포함하는 것인 방법이 본원에 제공된다.

추가로, 접합체가 종양 세포를 사멸시키거나 그의 성장을 억제하는 것인 방법이 본원에 제공된다.  추가로, 표

적이 PSMA, EGFR, EGFRviii, MSLN, CEA, DLL3, FAP, CD33, HER3, PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1,

Muc16, LRP5, LRP6, endo180, LIV-1, SLAMF7, PTK7, GPR20, CDH6, CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6, DLL1, NOTCH3

rec, NaPi2b, CD16, GCC, SSTR2, CAIX, CAXII, MC1R, CXCR4, B1R, GRPR, STEAP1, CD70, CD46, CD166, CLL-1,

ADAM9,  cKIT,  CD36,  CD73,  ITGaVb3,  ITGaVb6,  GPC-1,  CD38,  CD51,  FGFR3,  Ly6E,  CD44v6,  ENPP3,  CXCR3,

CXCR5,  FcRH5,  VEGF,  VEGFR2,  CD45,  CCR4,  CD25,  5T4,  ROR1,  TROP-2,  NECTIN4,  cMET,  CD19,  CD22,  CD30,

CD33, CD123, BCMA, CD79b, AXL, RON, B7-H3, B7-H4, KAAG1, Muc1, ADAM-9, GPNMB, EDB 피브로넥틴, 조직 인

자, GPNMB, FolRa, ALPP, ALPPL2, MT1-MMP, CLDN18.2, CLDN6, CLDN9, p카드헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM으로

이루어진 군으로부터 선택된 것인 방법이 본원에 제공된다.  본원에 기재된 접합체를 투여하는 것을 포함하는,

질환 또는 상태를 치료하는 방법이 본원에 제공된다.  추가로, 질환이 PCa (전립선암), CRPCa (거세 저항성 전

립선암), 고형 종양 (신생혈관계), NSCLC (비소세포 폐암), HNSCC (두경부 편평 세포 암종), ESCC (식도암), GC

(위암), CRC (결장직장암), SCLC (소세포 폐암), MPM (중피종), PDAC (췌장관 선암종), ALL (급성 림프모구성
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백혈병), AML (급성 골수성 백혈병), MDS (골수이형성 증후군), MSI-고 종양, 흑색종, DLBCL (미만성 대 B 세포

림프종), 자궁내막암, 자궁경부암, 방광암, BrCa (유방암), TNBC (삼중 음성 유방암), NE-PCa (신경내분비 전립

선암), GBM (교모세포종) 및 RCC (신세포 암종) 중 하나 이상을 포함하는 것인 방법이 본원에 제공된다.

본원에 기재된 접합체를 제조하는 방법으로서, 적어도 1개의 비천연 아미노산을 포함하는 표적화 도메인을 생성[0110]

하는 단계; 및 표적화 도메인을 페이로드에, 임의로 링커를 통해 접합시키는 단계를 포함하는 방법이 본원에 제

공된다.  추가로, 적어도 1개의 비천연 아미노산을 포함하는 표적화 도메인이 생체내 합성되는 것인 방법이 본

원에 제공된다.  추가로, 생성이 직교 tRNA 신테타제/서프레서 tRNA 쌍의 사용을 포함하는 것인 방법이 본원에

제공된다.  추가로, 생성이 피롤리신 tRNA 신테타제/tRNA
Pyl
로부터 유래된 직교 tRNA 신테타제/서프레서 tRNA 쌍

을 포함하는 것인 방법이 본원에 제공된다.  추가로, 직교 tRNA 신테타제가 서열식별번호: 84, 87, 92 또는 그

의 변이체를 포함하는 것인 방법이 본원에 제공된다.

본원에 기재된 접합체를 투여하는 것을 포함하는, 세포에 세포독성 페이로드를 전달하는 방법으로서, 여기서 접[0111]

합체는 세포의 표면 상의 표적에 공유 결합함으로써 세포독성 페이로드를 전달하는 것인 방법이 본원에 제공된

다.  추가로, 세포가 종양 세포인 방법이 본원에 제공된다.  추가로, 세포가 종양 미세환경 내에 포함된 것인

방법이  본원에  제공된다.   추가로,  세포가  포유동물  대상체  내에  포함된  것인  방법이  본원에  제공된다.

추가로, 세포가 인간 대상체 내에 포함된 것인 방법이 본원에 제공된다.  추가로, 접합체가 종양 세포를 사멸시

키거나 그의 성장을 억제하는 것인 방법이 본원에 제공된다.  추가로, 표적이 PSMA,  EGFR,  EGFRviii,  MSLN,

CEA, DLL3, FAP, CD33, HER3, PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1, Muc16, LRP5, LRP6, endo180, LIV-1,

SLAMF7, PTK7, GPR20, CDH6, CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6, DLL1, NOTCH3 rec, NaPi2b, CD16, GCC, SSTR2, CAIX,

CAXII,  MC1R,  CXCR4,  B1R,  GRPR,  STEAP1,  CD70,  CD46,  CD166,  CLL-1,  ADAM9,  cKIT,  CD36,  CD73,  ITGaVb3,

ITGaVb6, GPC-1, CD38, CD51, FGFR3, Ly6E, CD44v6, ENPP3, CXCR3, CXCR5, FcRH5, VEGF, VEGFR2, CD45, CCR4,

CD25, 5T4, ROR1, TROP-2, NECTIN4, cMET, CD19, CD22, CD30, CD33, CD123, BCMA, CD79b, AXL, RON, B7-H3,

B7-H4,  KAAG1,  Muc1,  ADAM-9,  GPNMB,  EDB  피브로넥틴, 조직 인자, GPNMB,  FolRa,  ALPP,  ALPPL2,  MT1-MMP,

CLDN18.2, CLDN6, CLDN9, p카드헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM으로 이루어진 군으로부터 선택된 것인 방법이 본

원에 제공된다.  추가로, 인간 대상체가 PCa (전립선암), CRPCa (거세 저항성 전립선암), 고형 종양 (신생혈관

계), NSCLC (비소세포 폐암), HNSCC (두경부 편평 세포 암종), ESCC (식도암), GC (위암), CRC (결장직장암),

SCLC (소세포 폐암), MPM (중피종), PDAC (췌장관 선암종), ALL (급성 림프모구성 백혈병), AML (급성 골수성

백혈병), MDS (골수이형성 증후군), MSI-고 종양, 흑색종, DLBCL (미만성 대 B 세포 림프종), 자궁내막암, 자궁

경부암, 방광암, BrCa (유방암), TNBC (삼중 음성 유방암), NE-PCa (신경내분비 전립선암), GBM (교모세포종)

및 RCC (신세포 암종)로 이루어진 군으로부터 선택된 질환 또는 상태를 앓고 있거나 또는 이를 갖는 것으로 진

단된 것인 방법이 본원에 제공된다.

(i) 제1 표적화 도메인, (ii) 제2 표적화 도메인 및 (iii) 페이로드를 포함하는 접합체로서, 여기서 제1 표적화[0112]

도메인은 적어도 1개의 제1 비천연 아미노산 (UAA)을 포함하며, 이에 의해 제1 표적화 도메인은 UAA의 부위에서

제1 표적에 공유 결합할 수 있고, 제2 표적화 도메인은 제2 표적에 결합하도록 구성된 것인 접합체가 본원에 제

공된다.  일부 실시양태에서, 제1 표적 및 제2 표적은 동일한 세포 상에 있다.  일부 실시양태에서, 제1 표적화

도메인은 항체, 항체 단편 또는 항원 결합 도메인을 포함한다.  일부 실시양태에서, 제1 표적화 도메인은 단일

도메인 항체 (sdAb)를 포함한다.  일부 실시양태에서, 제1 UAA는 제1 표적과 인터페이스하는 제1 표적화 도메인

의 영역 내에 또는 그의 근접부 내에 포함된다.  일부 실시양태에서, 제2 표적화 도메인은 항체, 항체 단편 또

는 항원 결합 도메인을 포함한다.  일부 실시양태에서, 제2 표적화 도메인은 단일 도메인 항체 (sdAb)를 포함한

다.  일부 실시양태에서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인은 연결되어 융합 단백질을 형성한다.  일부

실시양태에서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인은 화학적 접합에 의해 연결된다.  일부 실시양태에서,

제1 표적화 도메인 및 제2 도메인은 링커에 의해 연결된다.  일부 실시양태에서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표

적화 도메인은 동일한 표적에 결합한다.  일부 실시양태에서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인은 동일

한 표적의 상이한 에피토프에 결합한다.  일부 실시양태에서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인은 동일

한 표적의 동일한 에피토프에 결합한다.  일부 실시양태에서, 동일한 표적은 단량체이다.  일부 실시양태에서,

동일한 표적은 다량체 분자이다.  일부 실시양태에서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인은 상이한 표적

에 결합한다.  일부 실시양태에서, 제1 표적은 제1 세포 표면 분자이다.  일부 실시양태에서, 제2 표적은 제2

세포 표면 분자이다.  일부 실시양태에서, 적어도 1개의 제1 UAA는 플루오로 술페이트 모이어티를 포함한다.

일부 실시양태에서, 적어도 1개의 UAA는 아릴-플루오로 술페이트 모이어티를 포함한다.  일부 실시양태에서, 적
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어도 1개의 제1 UAA는 하기 화학식 I을 포함한다:   일부 실시양태에서, 적어도 1

개의 제1 UAA는 하기 구조를 갖는다: .  일부 실시양태에서, 적어도 1개의 제1 UAA는 하

기 구조를 갖는다:   일부 실시양태에서, 적어도 1개의 제1 UAA는 하기 화학식 II

를 포함한다:   일부 실시양태에서, 적어도 1개의 제1 UAA는 하기 구조

를 갖는다: .  일부 실시양태에서, 적어도 1개의 제1 UAA는 하기 구조를 갖는다:

  일부  실시양태에서,  적어도  1개의  제1  UAA는  하기  화학식  III을

포함한다:   일부 실시양태에서, 적어도 1개의 제1 UAA는 하기 구조를 갖는다:

.   일부  실시양태에서,  적어도  1개의  제1  UAA는  하기  구조를  갖는다:

  일부  실시양태에서,  적어도  1개의  제1  UAA는  하기  화학식  (IA)의  구조를

갖는다:  여기서 각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고; Y는 결합, -O-,

-NR- 또는 -N=이고; A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고; 각각의 R 및

R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또

는 비치환된 아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이고; R
1
은 수소,

플루오로 또는 아이오도이고; R
2
는 수소 또는 메틸이고; L은 -(CH2)p- 또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6

의 정수이고; Y가 -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.  일부 실시양태에서, 적

어도 1개의 제1 UAA는 하기 화학식 (IA-a)의 구조를 갖는다: .  일부 실시양태
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에서, 적어도 1개의 제1 UAA는 하기 화학식 (IA-b)의 구조를 갖는다: .  일부

실시양태에서, 적어도 1개의 제1 UAA는 하기 화학식 (IB)의 구조를 갖는다:   일

부 실시양태에서, 적어도 1개의 제1 UAA는 하기 화학식 (IC)의 구조를 갖는다: 

일부  실시양태에서,  적어도  1개의  제1  UAA는  하기  화학식  (ID)의  구조를  갖는다:

 여기서 각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고; Y는 결합, -O-, -NR- 또는

-N=이고; A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고; 각각의 R 및 R'는, 존재하

는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이고; R
1
은 수소, 플루오로 또

는 아이오도이고; R
2
는 수소 또는 메틸이고; Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에,

m은  2이다.   일부  실시양태에서,  적어도  1개의  제1  UAA는  하기  화학식  (IE)의  구조를  갖는다:

 여기서 각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고; Y는 결합, -O-,

-NR- 또는 -N=이고; A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고; 각각의 R 및

R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또

는 비치환된 아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이고; R
1
은 수소,

플루오로 또는 아이오도이고; R
2
는 수소 또는 메틸이고; Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가

-N=인 경우에, m은 2이다.  일부 실시양태에서, 적어도 1개의 제1 UAA는 하기 화학식 (IIA)의 구조를 갖는다:

 여기서 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고; R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또

는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된 아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴,

또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.  일부 실시양태에서, 적어도 1개의 제1 UAA는 하기 화학식

(IIB)의 구조를 갖는다:  여기서 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고; R'

는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된 아

릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.  일부 실시양태에서, 적

어도 1개의 제1 UAA는 하기 화학식 (IV)의 구조를 갖는다:  여기서
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각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고; Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고; A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은

1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고; 각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비

치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된 아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는

치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이고; 고리 A는 5- 내지 6-원 아릴 또는 헤테로아릴이고; 각각의 R
A
는 독

립적으로 -OH, -OR
X
, 할로겐, NHR

X
, N(R

X
)2 또는 임의로 치환된 알킬이고; p는 0, 1, 2, 3 또는 4이고; 각각의

R
X
는 임의로 치환된 알킬이고; L은 -(CH2)p-  또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고; Y가 결합,

-O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.  일부 실시양태에서, 제1 세포 표면 분자는

PSMA, EGFR, EGFRviii, MSLN, CEA, DLL3, FAP, CD33, HER3, PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1, Muc16,

LRP5,  LRP6,  endo180,  LIV-1,  SLAMF7,  PTK7,  GPR20,  CDH6,  CSP-1,  CD71,  PRLR,  SEZ6,  DLL1,  NOTCH3  rec,

NaPi2b,  CD16,  GCC,  SSTR2,  CAIX,  CAXII,  MC1R,  CXCR4,  B1R,  GRPR,  STEAP1,  CD70,  CD46,  CD166,  CLL-1,

ADAM9,  cKIT,  CD36,  CD73,  ITGaVb3,  ITGaVb6,  GPC-1,  CD38,  CD51,  FGFR3,  Ly6E,  CD44v6,  ENPP3,  CXCR3,

CXCR5,  FcRH5,  VEGF,  VEGFR2,  CD45,  CCR4,  CD25,  5T4,  ROR1,  TROP-2,  NECTIN4,  cMET,  CD19,  CD22,  CD30,

CD33, CD123, BCMA, CD79b, AXL, RON, B7-H3, B7-H4, KAAG1, Muc1, ADAM-9, GPNMB, EDB 피브로넥틴, 조직 인

자, GPNMB, FolRa, ALPP, ALPPL2, MT1-MMP, CLDN18.2, CLDN6, CLDN9, p카드헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM으로

이루어진 군으로부터 선택된다.  일부 실시양태에서, 제2 세포 표면 분자는 PSMA, EGFR, EGFRviii, MSLN, CEA,

DLL3,  FAP,  CD33,  HER3,  PD-L1,  EphA2,  EphA4,  HER2,  SIRPa,  DLK1,  Muc16,  LRP5,  LRP6,  endo180,  LIV-1,

SLAMF7, PTK7, GPR20, CDH6, CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6, DLL1, NOTCH3 rec, NaPi2b, CD16, GCC, SSTR2, CAIX,

CAXII,  MC1R,  CXCR4,  B1R,  GRPR,  STEAP1,  CD70,  CD46,  CD166,  CLL-1,  ADAM9,  cKIT,  CD36,  CD73,  ITGaVb3,

ITGaVb6, GPC-1, CD38, CD51, FGFR3, Ly6E, CD44v6, ENPP3, CXCR3, CXCR5, FcRH5, VEGF, VEGFR2, CD45, CCR4,

CD25, 5T4, ROR1, TROP-2, NECTIN4, cMET, CD19, CD22, CD30, CD33, CD123, BCMA, CD79b, AXL, RON, B7-H3,

B7-H4,  KAAG1,  Muc1,  ADAM-9,  GPNMB,  EDB  피브로넥틴, 조직 인자, GPNMB,  FolRa,  ALPP,  ALPPL2,  MT1-MMP,

CLDN18.2, CLDN6, CLDN9, p카드헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM으로 이루어진 군으로부터 선택된다.  일부 실시

양태에서, 제2 도메인은 제2 UAA를 포함하며, 이에 의해 제2 도메인은 제2 UAA의 부위에서 제2 표적에 공유 결

합할 수 있다.  일부 실시양태에서, 제2 UAA는 제1 표적화 도메인에 포함된 적어도 1개의 UAA와 상이하다.  일

부 실시양태에서, 제2 UAA는 제1 표적화 도메인에 포함된 적어도 1개의 UAA와 동일하다.  일부 실시양태에서,

제2 UAA는 플루오로 술페이트 모이어티를 포함한다.  일부 실시양태에서, 제2 UAA는 아릴-플루오로 술페이트 모

이어티를 포함한다.  일부 실시양태에서, 제2 UAA는 하기 화학식 I을 포함한다: 

일부 실시양태에서, 제2 UAA는 하기 구조를 갖는다: .  일부 실시양태에서, 제2 UAA는

하기  구조를  갖는다:    일부  실시양태에서,  제2  UAA는  하기  화학식  II를

포함한다:    일부  실시양태에서,  제2  UAA는  하기  구조를  갖는다:

.   일부  실시양태에서,  제2  UAA는  하기  구조를  갖는다:

  일부  실시양태에서,  제2  UAA는  하기  화학식  III을  포함한다:
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  일부 실시양태에서, 제2 UAA는 하기 구조를 갖는다: .

일부 실시양태에서, 제2 UAA는 하기 구조를 갖는다:   일부 실시양태에서, 제2

UAA는 하기 화학식 (IA)의 구조를 갖는다:  여기서 각각의 X는 독립적으로

O 또는 NR'이고; Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고; A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내

지 4의 정수이고; 각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는

비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된 아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤

테로시클로알킬이고;  R
1
은 수소,  플루오로 또는 아이오도이고;  R

2
는 수소 또는 메틸이고; L은 -(CH2)p-  또는

-C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고; Y가 -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m

은  2이다.   일부  실시양태에서,  제2  UAA는  하기  화학식  (IA-a)의  구조를  갖는다:

.   일부  실시양태에서,  제2  UAA는  하기  화학식  (IA-b)의  구조를  갖는다:

.   일부  실시양태에서,  제2  UAA는  하기  화학식  (IB)의  구조를  갖는다:

  일부  실시양태에서,  제2  UAA는  하기  화학식  (IC)의  구조를  갖는다:

  일부  실시양태에서,  제2  UAA는  하기  화학식  (ID)의  구조를  갖는다:

 여기서 각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고; Y는 결합, -O-, -NR- 또

는 -N=이고; A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고; 각각의 R 및 R'는, 존

재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환

된 아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이고; R
1
은 수소, 플루오로

또는 아이오도이고; R
2
는 수소 또는 메틸이고; Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우

에,  m은  2이다.   일부  실시양태에서,  제2  UAA는  하기  화학식  (IE)의  구조를  갖는다:

 여기서 각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고; Y는 결합, -O-,
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-NR- 또는 -N=이고; A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고; 각각의 R 및

R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또

는 비치환된 아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이고; R
1
은 수소,

플루오로 또는 아이오도이고; R
2
는 수소 또는 메틸이고; Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가

-N=인  경우에,  m은  2이다.   일부  실시양태에서,  제2  UAA는  하기  화학식  (IIA)의  구조를  갖는다:

 여기서 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고; R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또

는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된 아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴,

또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.  일부 실시양태에서, 제2 UAA는 하기 화학식 (IIB)의 구조를

갖는다:  여기서 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고; R'는, 존재하는 경

우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된 아릴, 치환 또는

비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.  일부 실시양태에서, 제2 UAA는 하기 화

학식 (IV)의 구조를 갖는다:  여기서 각각의 X는 독립적으로 O 또는

NR'이고; Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고; A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의

정수이고; 각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환

된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된 아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시

클로알킬이고; 고리 A는 5- 내지 6-원 아릴 또는 헤테로아릴이고; 각각의 R
A
는 독립적으로 -OH, -OR

X
, 할로겐,

NHR
X
, N(R

X
)2 또는 임의로 치환된 알킬이고; p는 0, 1, 2, 3 또는 4이고; 각각의 R

X
는 임의로 치환된 알킬이고;

L은 -(CH2)p- 또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고; Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이

고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.  일부 실시양태에서, 제1 표적화 도메인은 서열식별번호: 1-4 또는 16-64 중

어느 하나를 포함한다.  일부 실시양태에서, 제1 표적화 도메인은 서열식별번호: 1-4 또는 16-64 중 어느 하나

에 대해 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 제2 표적화 도메인은 서열식별

번호: 1-4 또는 16-64 중 어느 하나를 포함한다.  일부 실시양태에서, 제2 표적화 도메인은 서열식별번호: 1-4

또는 16-64 중 어느 하나에 대해 적어도 70% 동일성을 갖는 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 접합체는 서

열식별번호: 66-72를 포함한다.  일부 실시양태에서, 접합체는 서열식별번호: 66-72에 대해 적어도 70% 서열 동

일성을 갖는 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 접합체는 서열식별번호: 1-4 또는 16-64 중 어느 하나를 포

함한다.  일부 실시양태에서, 접합체는 서열식별번호: 1-4 또는 16-64 중 어느 하나에 대해 적어도 70% 서열 동

일성을 갖는 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 접합체는 서열식별번호: 66-72에 대해 적어도 70% 서열 동

일성을 갖는 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인 중 적어도 하나는

서열식별번호: 1을 포함한다.  일부 실시양태에서, UAA는 서열식별번호: 1에 대해 26, 28, 29, 30, 99, 102,

103, 105, 108, 110, 111, 112, 113, 114 및 115로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 위치에 존재한다.

일부 실시양태에서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인 중 적어도 하나는 서열식별번호: 2를 포함한다.

일부 실시양태에서, UAA는 서열식별번호: 2에 대해 50, 52, 53, 54, 56, 58 및 100으로 이루어진 군으로부터 선

택된 아미노산 위치에 존재한다.  일부 실시양태에서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인 중 적어도 하나

는 서열식별번호: 3을 포함한다.  일부 실시양태에서, UAA는 서열식별번호: 3에 대해 58, 62, 101, 103 및 107

로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 위치에 존재한다.  일부 실시양태에서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표

적화 도메인 중 적어도 하나는 서열식별번호: 16을 포함한다.  일부 실시양태에서, 서열식별번호: 16을 포함하

는 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인 중 적어도 하나는 서열식별번호: 16에 대해 위치 109에 비천연 아

미노산을 추가로 포함한다.  일부 실시양태에서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인 중 적어도 하나는 서

열식별번호: 18을 포함한다.  일부 실시양태에서, 페이로드는 영상화제, 방사성리간드 작용제 또는 세포독성제

를 포함한다.  일부 실시양태에서, 세포독성 모이어티는 소분자 약물 또는 화학요법 약물을 포함한다.  일부 실
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시양태에서, 방사성리간드 작용제는 
153
Sm, 

177
Lu, 

90
Y, 

131
I, 

149
Tb, 

211
At, 

212
Pb/

212
Bi, 

213
Bi, 

223
Ra, 

225
Ac 및 

227
Th로

이루어진 군으로부터 선택된다.  일부 실시양태에서, 방사성리간드 작용제는 킬레이트화제를 추가로 포함한다.

일부 실시양태에서, 방사성리간드 작용제는 
99m
Tc,  

131
I,  

201
Tl,  

111
In  및 

67
Ga로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일부 실시양태에서, 페이로드는 링커에 의해 접합체에 부착된다.  또 다른 측면에서, 본원에 제공된 접합체를

투여하는 것을 포함하는 방법으로서, 여기서 접합체는 제1 세포의 표면 상의 제1 표적에 공유 결합하는 것인 방

법이 본원에 제공된다.  일부 실시양태에서, 접합체는 제1 세포의 표면 상의 제2 표적에 결합한다.  일부 실시

양태에서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인은 동일한 표적에 결합한다.  일부 실시양태에서, 제1 표적

화 도메인 및 제2 표적화 도메인은 동일한 표적의 동일한 에피토프에 결합한다.  일부 실시양태에서, 제1 표적

화 도메인 및 제2 표적화 도메인은 동일한 표적의 상이한 에피토프에 결합한다.  일부 실시양태에서, 제1 표적

화 도메인 및 제2 표적화 도메인은 제1 세포의 표면 상의 상이한 표적에 결합한다.  일부 실시양태에서, 제2 도

메인은 제2 UAA를 포함하고, 여기서 제2 UAA는 제2 표적에 공유 결합한다.  일부 실시양태에서, 제1 세포는 종

양 세포이다.  일부 실시양태에서, 접합체는 제1 표적에 결합되는 경우에 종양 세포를 사멸시키거나 그의 성장

을 억제한다.  일부 실시양태에서, 접합체는 제2 표적에 결합되는 경우에 종양 세포를 사멸시키거나 그의 성장

을 억제한다.  일부 실시양태에서, 접합체는 제1 표적 및 제2 표적에 결합되는 경우에 종양 세포를 사멸시키거

나 그의 성장을 억제한다.  일부 실시양태에서, 제1 표적은 PSMA,  EGFR,  EGFRviii,  MSLN,  CEA,  DLL3,  FAP,

CD33, HER3, PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1, Muc16, LRP5, LRP6, endo180, LIV-1, SLAMF7, PTK7,

GPR20, CDH6, CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6, DLL1, NOTCH3 rec, NaPi2b, CD16, GCC, SSTR2, CAIX, CAXII, MC1R,

CXCR4, B1R, GRPR, STEAP1, CD70, CD46, CD166, CLL-1, ADAM9, cKIT, CD36, CD73, ITGaVb3, ITGaVb6, GPC-1,

CD38,  CD51,  FGFR3,  Ly6E,  CD44v6,  ENPP3,  CXCR3,  CXCR5,  FcRH5,  VEGF,  VEGFR2,  CD45,  CCR4,  CD25,  5T4,

ROR1,  TROP-2,  NECTIN4,  cMET,  CD19,  CD22,  CD30,  CD33,  CD123,  BCMA,  CD79b,  AXL,  RON,  B7-H3,  B7-H4,

KAAG1, Muc1, ADAM-9, GPNMB, EDB 피브로넥틴, 조직 인자, GPNMB, FolRa, ALPP, ALPPL2, MT1-MMP, CLDN18.2,

CLDN6, CLDN9, p카드헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM으로 이루어진 군으로부터 선택된다.  일부 실시양태에서,

제2 표적은 PSMA, EGFR, EGFRviii, MSLN, CEA, DLL3, FAP, CD33, HER3, PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa,

DLK1,  Muc16,  LRP5,  LRP6,  endo180,  LIV-1,  SLAMF7,  PTK7,  GPR20,  CDH6,  CSP-1,  CD71,  PRLR,  SEZ6,  DLL1,

NOTCH3 rec, NaPi2b, CD16, GCC, SSTR2, CAIX, CAXII, MC1R, CXCR4, B1R, GRPR, STEAP1, CD70, CD46, CD166,

CLL-1,  ADAM9,  cKIT,  CD36,  CD73,  ITGaVb3,  ITGaVb6,  GPC-1,  CD38,  CD51,  FGFR3,  Ly6E,  CD44v6,  ENPP3,

CXCR3,  CXCR5,  FcRH5,  VEGF,  VEGFR2,  CD45,  CCR4,  CD25,  5T4,  ROR1,  TROP-2,  NECTIN4,  cMET,  CD19,  CD22,

CD30, CD33, CD123, BCMA, CD79b, AXL, RON, B7-H3, B7-H4, KAAG1, Muc1, ADAM-9, GPNMB, EDB 피브로넥틴, 조

직  인자,  GPNMB,  FolRa,  ALPP,  ALPPL2,  MT1-MMP,  CLDN18.2,  CLDN6,  CLDN9,  p카드헤린,  CEACAM6,  CD47  및

EpCAM으로 이루어진 군으로부터 선택된다.  일부 실시양태에서, 페이로드는 방사성표지 작용제 또는 세포독성제

이다.  일부 실시양태에서, 페이로드는 영상화제이다.  일부 실시양태에서, 방법은 접합체가 제1 세포 상의 제1

표적 및 제2 표적에 결합되는 경우에 제1 세포를 영상화하거나 확인한다.  또 다른 측면에서, (a) 적어도 1개의

비천연 아미노산을 포함하는 제1 표적화 도메인을 생체내 합성하는 단계; 및 (b) 페이로드를 제1 표적화 도메인

또는 제2 표적화 도메인에, 임의로 링커를 통해 접합시키는 단계를 포함하는, 본원에 제공된 접합체를 제조하는

방법이 본원에 제공된다.  일부 실시양태에서, 방법은 제2 표적화 도메인을 제1 표적화 도메인에 대한 융합 단

백질로서 생체내 합성하는 단계를 추가로 포함한다.  일부 실시양태에서, 합성은 직교 tRNA 신테타제/서프레서

tRNA  쌍의 사용을 포함한다.  일부 실시양태에서, 합성은 피롤리신 tRNA  신테타제/tRNA
Pyl
로부터 유래된 직교

tRNA 신테타제/서프레서 tRNA 쌍을 포함한다.

참조로 포함됨[0113]

본 명세서에서 언급된 모든 공개 문헌, 특허 및 특허 출원은 각각의 개별 공개 문헌, 특허 또는 특허 출원이 참[0114]

조로 포함되는 것으로 구체적으로 및 개별적으로 나타내어진 것과 동일한 정도로 본원에 참조로 포함된다.

도면의 간단한 설명

본 발명의 신규 특색은 첨부된 청구범위에 구체적으로 제시된다.  본 발명의 특색 및 이점의 보다 나은 이해는[0115]

본 발명의 원리가 이용된 예시적 실시양태를 제시하는 하기 상세한 설명 및 첨부된 도면을 참조하여 얻어질 것

이다:

도 1a-1e는 37℃에서 상이한 위치에 FSY를 갖는 FSY-변형된 sdAb와 PSMA (PSMA 최종 농도는 0.125 mg/mL, 1.25

uM이었음) (대략 7:1 sdAb 대 PSMA의 몰비) 사이의 가교의 다양한 SDS-PAGE 분석을 보여준다.  도 1a는 표적
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PSMA의 존재 또는 부재 하에 FSY를 포함하는 C1 구축물을 보여주는 겔을 도시한다.  PSMA-C1-FSY 가교, PSMA 및

C1-FSY가 라벨링되어 있다.  도 1b는 표적 PSMA의 존재 또는 부재 하에 FSY를 포함하는 C1 구축물을 보여주는

겔을 도시한다.  PSMA-C1-FSY 가교, PSMA 및 C1-FSY가 라벨링되어 있다.  도 1c는 표적 PSMA의 존재 또는 부재

하에 FSY를 포함하는 C1 구축물을 보여주는 겔을 도시한다.  PSMA-C1-FSY 가교, PSMA 및 C1-FSY가 라벨링되어

있다.  도 1d는 표적 PSMA의 존재 또는 부재 하에 FSY를 포함하는 C1 구축물을 보여주는 겔을 도시한다.  PSMA-

C1-FSY 가교, PSMA 및 C1-FSY가 라벨링되어 있다.  도 1e는 표적 PSMA의 존재 또는 부재 하에 FSY를 포함하는

C1 구축물을 보여주는 겔을 도시한다.  PSMA-C1-FSY 가교, PSMA 및 C1-FSY가 라벨링되어 있다.

도 2a-2c는 37℃에서 C2 (PSMA-특이적 sdAb)와 PSMA (8:1 sdAb:PSMA의 몰비)사이의 가교의 다양한 SDS-PAGE 분

석을 보여준다.  도 2a는 표적 PSMA의 존재 하에 위치 50-61에 FSY를 포함하는 C2 구축물, 뿐만 아니라 PSMA 및

야생형 C2--CDR2  풀 대조군을 보여주는 겔을 도시한다.  두꺼운 화살표는 가교된 생성물의 존재를 나타낸다.

PSMA 및 C2는 얇은 화살표로 라벨링되어 있다.  도 2b는 표적 PSMA의 존재 하에 FSY를 포함하는 C2 구축물을 보

여주는 겔을 도시한다.  도 2c는 표적 PSMA의 존재 하에 FSY를 포함하는 C2 구축물, 뿐만 아니라 야생형 C2--

CDR3 풀 대조군을 보여주는 겔을 도시한다.  두꺼운 화살표는 가교된 생성물의 존재를 나타낸다.  PSMA 및 C2-

FSY는 얇은 화살표로 라벨링되어 있다.

도 3a는 37℃에서 180분에 걸쳐 FSY-변형된 sdAb (C1의 위치 28 또는 102에 FSY)와 PSMA (5:1 sdAb 대 PSMA의

몰비) (PSMA 최종 농도는 0.125 mg/mL, 1.25 uM이었음) 사이의 가교 동역학의 SDS-PAGE 분석을 보여준다.

도 3b는 FSY-변형된 sdAb와 PSMA 사이의 가교 실험에 대한 PSMA 가교 백분율 대 시간의 동역학적 플롯을 보여준

다.  y-축은 가교된 PSMA의 % (10 단위 간격으로 0에서 60)로 라벨링되어 있고, x-축은 시간 (분, 30분 간격으

로 0에서 180)으로 라벨링되어 있다.  시험된 구축물은 C1-28FSY  (원형); C1-102FSY  (정사각형); C1-112FSY

(삼각형); C1-113FSY (역삼각형)였다.

도 4는 단량체 C1-관련 sdAb 구축물의 다이어그램을 보여준다.  C1 (2개의 시스테인 디술피드 연결을 포함하는

야생형 서열); C39 (C1-C101A/C104A, 1개의 시스테인 디술피드 연결이 2개의 알라닌으로 대체되고, 디술피드 연

결은 제거됨);  C1-102FSY  (히스티딘 102가 비천연 아미노산 FSY로 대체된 구축물 C1);  및 C39-102FSY  (C1-

C101A/C104A/H102(FSY), C101 및 C104 시스테인 둘 다가 알라닌으로 대체되고, 히스티딘 102가 FSY로 대체됨).

도 5a는 37℃에서 180분에 걸쳐 이중파라토프 구축물 C40-102FSY (C39-102FSY 서열을 FSY 부재 C39의 카피와

연결함으로써 생성됨) 또는 단일파라토프 구축물 C39-102FSY와 PSMA 사이의 가교 동역학의 SDS-PAGE 분석을 보

여준다.  C39-102FSY, C40-102FSY, 수용체 및 가교 종에 상응하는 밴드가 라벨링되어 있다.  커플링 속도는 단

일파라토프 구축물과 비교하여 이중파라토프 구축물에 대해 증가된다.

도 5b는 이중파라토프 구축물 C40-102FSY  또는 단일파라토프 구축물 C39-102FSY와 PSMA  사이의 가교에 대한

PSMA 가교 대 시간의 동역학적 플롯을 보여준다.

도 6a 및 6b는 다양한 FSY-변형된 C3 구축물 사이의 가교의 SDS-PAGE 분석을 보여준다.  도 6a는 위치 26-35 및

50-60에 FSY를 갖는 C3 구축물의 결과를 보여주며; 구축물 C3-58FSY에 대한 가교된 생성물은 별표로 표시되어

있다.  도 6b는 위치 61-66 및 99-113에 FSY를 갖는 C3 구축물의 결과를 보여주며; 가교된 생성물은 적어도 구

축물 C3-62FSY, C3-101FSY, C3-103FSY, C3-107FSY에 대해 관찰되었다.

도 7a는 다양한 풀링된 FSK-변형된 C8 구축물과 FAP 수용체 사이의 가교의 SDS-PAGE 분석을 보여준다.  도 7b는

다양한 개별 FSK-변형된 C8 구축물과 FAP 수용체 사이의 가교의 SDS-PAGE 분석을 보여준다.  도 7c는 다양한

FSK 변형된 C8 구축물과 FAP 수용체 사이의 가교 동역학의 SDS-PAGE 분석을 보여준다.

도 8a-8d는 다양한 FSY-변형된 C9 구축물과 Her3 수용체 사이의 가교의 SDS-PAGE 분석을 보여준다.  도 8a는 다

양한 위치에 FSY를 갖는 C9 구축물의 풀 및 Her3 수용체의 결과를 보여준다.  도 8b는 위치 52-68에 FSY를 갖는

C9 구축물 및 Her3 수용체의 결과를 보여준다.  도 8c는 위치 53, 55, 56, 57, 58, 60, 64 또는 67에 FSY를 갖

는 C9 구축물 및 Her3 수용체의 결과를 보여준다.  도 8d는 FSY 변형된 C9 구축물 (C9-55FSY)과 Her3 수용체

사이의 가교 동역학의 SDS-PAGE 분석을 보여준다.

도 9는 유동 세포측정법을 사용한 인간 전립선 종양 세포주 LNCaP (PSMA+) 및 PC3 (PSMA-)에 대한 C2-54FSY 및

C2-54TYR sdAb의 결합 검정의 결과를 보여준다.

도 10a 및 10b는 세포에 대한 FSY 변형된 sdAb 가교의 SDS-PAGE 분석을 보여준다.  도 10a는 상이한 농도 및 시

점에서 인큐베이션된 LNCaP 세포 및 C2-54 FSY를 사용한 웨스턴 블롯을 보여준다.  블롯은 항-PSMA 항체 (상부
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패널), 항-sdAb 항체 (중간 패널) 및 로딩 대조군으로서의 항-GAPDH (하부 패널)를 사용하여 분석하였다.  도

10b는 LNCaP 세포 및 C2-54TYR을 사용한 웨스턴 블롯을 보여주며, 이는 PSMA와의 가교를 나타내지 않았다.  최

우측 레인은 9시간 동안 LNCaP 세포와 함께 1uM에서 인큐베이션된 C2-54FSY의 샘플을 보여주는 대조군이다.  도

10c는 상이한 시점에서 C2-54FSY의 다양한 농도에서의 가교 동역학의 그래프를 보여준다.

도 11a는 상이한 시간 동안 LNCaP 세포에서 PSMA를 사용한 1uM 및 24nM의 C2-54FSY 및 C3-101FSY의 가교 동역

학의 웨스턴 블롯 분석을 보여준다.  상부 패널은 항-PSMA 항체를 사용한 블롯을 보여주며, 하부 패널은 항-

GAPDH 대조군을 보여준다.  도 11b는 LNCaP 세포 상의 PSMA에 대한 C2-54FSY 및 C3-101FSY의 가교 동역학의 그

래프를 보여준다.

도 12a 및 12b는 생체내 가교 검정의 연구 설계 및 결과를 보여준다.  도 12a는 C2-54 TYR 및 C2-54 FSY를 투

여한 마우스로부터의 LNCaP 및 PC3 종양 조직 샘플의 연구 설계 및 웨스턴 블롯을 보여준다.  상부 패널은 항-

VHH 항체로 블롯팅된 겔의 PSMA 영역을 보여주고, 중간 패널은 항-VHH 항체로 블롯팅된 겔의 유리 VHH 영역을

보여주고, 하부 패널은 항-GAPDH 블롯을 보여준다.  좌측 패널은 LNCaP 종양 보유 동물로부터의 샘플을 보여주

며, 우측 패널은 PC3 샘플을 보여준다.  가교는 단지 LNCaP (PSMA+) 종양에서 및 C2-54FSY의 존재 하에서만 관

찰된다.  도 12b는 투여 후 C2-54 TYR 및 C2-54 FSY의 혈장 농도의 그래프를 보여준다.

도  13은  C8-54FSY,  C8-55FSY  및  C8-56FSY에  대한  가교  동역학의  SDS-PAGE  분석을  보여준다  (좌측에서

우측으로).  가교 및 C8-FSY를 나타내는 밴드 위치가 라벨링되어 있다.  각각의 구축물에 대해, 레인은 (좌측에

서 우측으로) 0, 15, 30, 60, 120, 180분 및 래더를 나타낸다.

도 14는 다양한 C15-FSY 함유 구축물에 대한 가교의 SDS-PAGE 분석을 보여준다.  좌측 겔: 레인 (좌측에서 우측

으로)은 위치 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 33, 34, 35에서 FSY 치환을 갖는 구축물, 래더 및 Her2를 나

타낸다.  우측 겔: 레인 (좌측에서 우측으로)은 위치: 36, 37, 66, 67, 68, 69에서 FSY 치환을 갖는 구축물,

wt 래더 및 Her2를 나타낸다.  가교 및 FSY 포함 구축물을 나타내는 밴드 위치가 라벨링되어 있다.

도 15는 이중파라토프 구축물 C38-FSY와 Her2-Fc에 대한 가교의 SDS-PAGE 분석을 보여준다.  레인 (좌측에서 우

측으로)은 0, 0.5, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5, 5.5의 시간 (hr), Her2 및 래더이다.  가교, Her2-Fc 및 C38-FSY를 나

타내는 밴드 위치가 라벨링되어 있다.

도 16은 A431 및 Colo320DM 세포에서 구축물에 대한 유동 세포측정법을 통한 결합 연구로부터 유래된 형광 대

농도의 플롯을 도시한다: A431-C23-TYR, 채워진 정사각형; A431-C23-FSY, 채워진 삼각형; Colo320DM-C23-TYR,

"x"-기호; 및 Colo320DM-C23-FSY, 빈 원형.  y-축은 40,000 단위 간격으로 0에서 200,000까지의 AF680-기하평

균으로 라벨링되어 있다.  x-축은 로그 베이스 10 스케일로 10
-11
에서 10

-5
까지의 농도 (M)로 라벨링되어 있다.

도 17은 A431 (EGFR+) 및 COLO320DM (EGFR-) 종양에서 종양내 유리- 및 EGFR-가교된 AF680-표지된 화합물 C23-

TYR 및 C23-FSY를 시간-의존성 방식으로 보여준다.  유리 AF-680 표지된 C23-TYR 및 C23-FSY는 ~15kD 영역에서

검출되었고 (하부 패널), EGFR 가교된 sdAb 밴드는 ~175kD 영역에서 검출되었다 (상부 패널).  EGFR+ A431 종양

에서 C23-FSY로는 EGFR의 시간-의존성 가교가 관찰되었지만 C23-TYR로는 관찰되지 않았다.  EGFR- COLO320DM

종양에서는 유리-sdAb 체류도 가교도 관찰되지 않았다.

도 18a는 C23-TYR 또는 C23-FSY 시험 물품을 투여한 동물로부터 유래된 A431 종양으로부터의 삼중 생물학적 복

제물에 걸친 광자/s/g 조직의 플롯을 도시한다.  개별 동물로부터의 값이 제시되고, 중심 막대는 평균 강도를

나타내고, 오차 막대는 SEM을 나타낸다 (대응표본 t 검정에 의해 *는 p= 0.024를 나타내고, **는 p= 0.002를 나

타냄).  C23-FSY는 8 및 24시간 시점 둘 다에서 비-FSY 함유 C23-TYR 단백질과 비교하여 A431 종양에서 유의하

게 더 높은 수준으로 존재하였다.  y-축은 0.5x10
10
개 간격으로 0에서 1.5x10

10
개까지의 광자/s/g 조직으로 라벨

링되어 있다.  x-축은 8 및 24 hr 시간에서의 투여 후 시간 (hr)으로 라벨링되어 있다.  별표는 대응표본 t 검

정 (양측)을 통해 통계적 유의성을 나타냈다 (*= p ≤0.05, **= p ≤0.005).

도 18b는 투여 8 및 24시간 후에 C23-FSY를 투여한 동물로부터의 A431 및 COLO320DM 종양의 정량적 생체외 형광

강도의 플롯을 도시한다.  플롯은 삼중 생물학적 복제물에 걸친 광자/s/g 조직을 보여준다.  개별 동물로부터의

값이 제시되고, 중심 막대는 평균 강도를 나타내고, 오차 막대는 SEM을 나타낸다.  C23-FSY는 8 및 24시간 시점

둘 다에서 EGFR- COLO320DM 종양에 존재하는 양과 비교하여 A431 종양에 유의하게 더 높은 수준으로 존재하였으

며, 이는 C23-FSY 단백질의 종양 고정의 특이성을 입증한다.  y-축은 0.5x10
10
개 간격으로 0에서 1x10

10
개까지의

광자/s/g 조직으로 라벨링되어 있다.  x-축은 각각의 막대 세트에 대해 8 및 24 hr 시간에서의 투여 후 시간
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(hr)으로 라벨링되어 있다.  좌측 세트는 A431 모델 종양이고, 우측 세트는 Colo320DM 모델 종양이다.

도 19는 종양 연관 유리 sdAb 및 PSMA-가교된 sdAb를 시간-의존성 방식으로 보여주는 SDS PAGE 겔의 형광 영상

을 보여준다.  LNCaP 종양을 보유하는 마우스에게 C30-TYR 또는 C30-FSY를 삼중으로 투여하였다.  처리 후 지정

된 시점에서, 종양을 수거하고, 겔 전기영동을 위해 처리하여 형광단-접합된 sdAb 시험 물품을 검출하였다.  유

리  (비-가교된) sdAb-AF680은  ~20kD  영역에서 검출되었고 (하부  패널),  C30-FSY에  대한  PSMA-가교된 sdAb-

AF680 종은 100kD 영역에서 이동하였다 (상부 패널).  *로 표시된 레인은 비히클 샘플을 나타낸다.

도 20은 종양 연관 유리 및 PSMA-가교된 시험 물품 C30-TYR 및 C30-FSY의 정량적 분석을 보여준다.  상기 겔로

부터의 유리 및 PSMA-가교된 종 밴드의 형광 밴드 강도를 밀도측정법 및 표준 곡선과의 비교를 통해 정량화하였

다.  총 종양내 시험 물품 농도 (유리 및 PSMA-가교됨, pg/mg 종양 조직)가 시간 (h)에 대해 플롯팅되어 있다.

*로 나타낸 데이터 포인트는 검출 및 정량화 한계 미만인 샘플을 나타낸다.  C30-FSY의 종양 노출은 비-공유

C30-TYR에 비해 대략 3x 증가하였다.

도 21a는 MMAE에 접합된 sdAb에 대한 농도 대 세포 생존율 곡선을 보여주는, PC3PIP (PSMA 양성) 및 PC3flu

(PSMA 음성) 세포주에서의 C26-54TYR 및 C26-54FSY 시험 물품의 세포독성의 비교 플롯을 도시한다.  y-축은 20

단위 간격으로 0에서 120까지의 % 생존율로 라벨링되어 있다.  x-축은 로그 베이스 10 간격으로 10
-11
에서 10

-6
까

지의 시험 물품 농도 (M)로 라벨링되어 있다.

도 21b는 MMAE에 접합된 sdAb에 대한 농도 대 세포 생존율 곡선을 보여주는, PC3PIP (PSMA 양성) 및 PC3flu

(PSMA 음성) 세포주에서의 C28-101TYR 및 C28-101FSY 시험 물품의 세포독성의 비교 플롯을 도시한다.  y-축은

20 단위 간격으로 0에서 120까지의 % 생존율로 라벨링되어 있다.  x-축은 로그 베이스 10 간격으로 10
-11
에서

10
-6
까지의 시험 물품 농도 (M)로 라벨링되어 있다.

도 22는 FSY 가교 동역학의 SDS-PAGE 분석을 도시하며, 여기서 C17의 52FSY 및 54FSY 변이체를 Her2 수용체와

함께 인큐베이션하고, 가교 효율에 대해 검사하였다.  레인 1-5는 0, 30, 60, 120 및 180분에서의 C17-52FSY를

나타내고; 레인 6-10은 0, 30, 60, 120 및 180분에서의 C17-54FSY를 나타내고; 레인 11 및 12는 각각 FcHer2

및 래더이다.  C17-FSY, 수용체 및 가교 생성물에 상응하는 밴드 위치가 라벨링되어 있다.

도 23a는 BT474 세포에서 MMAE에 접합된 sdAb에 대한 농도 대 세포 생존율 곡선을 보여주는, C33-52TYR, C33-

52FSY, C33-54TYR 및 C33-54FSY 시험 물품의 5시간 휴약을 사용한 세포독성의 비교 플롯을 도시한다.  y-축은

20 단위 간격으로 -20에서 120까지의 % 생존율로 라벨링되어 있다.  x-축은 로그 베이스 10 간격으로 10
-3
에서

10
3
까지의 시험 물품 농도 (nM)로 라벨링되어 있다.

도 23b는 BT474 세포에서 MMAE에 접합된 sdAb에 대한 농도 대 세포 생존율 곡선을 보여주는, C33 시험 물품의

연속 6일 노출을 사용한 세포독성의 비교 플롯을 도시한다.  y-축은 20 단위 간격으로 -20에서 120까지의 % 생

존율로 라벨링되어 있다.  x-축은 로그 베이스 10 간격으로 10
-2
에서 10

2
까지의 시험 물품 농도 (nM)로 라벨링되

어 있다.

도 24a는 단일파라토프 및 이중파라토프 구축물 (C3-101FSY, 정사각형; C34-FSY, 삼각형; C36-FSY, 원형)에 대

한 PSMA 가교의 플롯을 도시한다.  y-축은 20 단위 간격으로 0에서 100까지의 가교된 PSMA (총 %)로 라벨링되어

있다.  x-축은 베이스 10 간격으로 0.01에서 1000까지의 시험 물품 농도 (nM)로 라벨링되어 있다.  플롯은 1시

간에서의 가교에 상응한다.

도 24b는 단일파라토프 및 이중파라토프 구축물 (C3-101FSY, 정사각형; C34-FSY, 삼각형; C36-FSY, 원형)에 대

한 PSMA 가교의 플롯을 도시한다.  y-축은 20 단위 간격으로 0에서 100까지의 가교된 PSMA (총 %)로 라벨링되어

있다.  x-축은 베이스 10 간격으로 0.01에서 1000까지의 시험 물품 농도 (nM)로 라벨링되어 있다.  플롯은 6시

간에서의 가교에 상응한다.

도 25a는 1시간 및 6시간 시점에서 다양한 농도의 C3-101FSY 및 C34-FSY 구축물에서의 FSY 가교 동역학의 웨스

턴 블롯 분석을 도시한다.  레인 1-6은 1시간에서의 C3-101FSY를 나타내고; 레인 7-12는 1시간에서의 C34-FSY를

나타내고; 레인 13-18은 6시간에서의 C3-101FSY를 나타내고, 레인 19-24는 6시간에서의 C34-FSY를 나타낸다.  6

개의 레인의 각각의 군은 증가하는 구축물 농도를 도시한다 (좌측에서 우측으로): UTC, 0.1, 1, 10, 100, 1000

nM.  블롯의 상부 세트는 a-PSMA를 도시하고, 블롯의 하부 세트는 a-GAPDH를 도시한다.  GAPDH, PSMA, 가교-단

공개특허 10-2024-0139054

- 49 -



량체 및 가교 이량체에 대한 밴드 위치가 라벨링되어 있다.

도 25b는 1시간 및 6시간 시점에서 다양한 농도의 C3-101FSY 및 C36-FSY 구축물에서의 FSY 가교 동역학의 웨스

턴 블롯 분석을 도시한다.  레인 1-6은 1시간에서의 C3-101FSY를 나타내고; 레인 7-12는 1시간에서의 C36-FSY를

나타내고; 레인 13-18은 6시간에서의 C3-101FSY를 나타내고, 레인 19-24는 6시간에서의 C36-FSY를 나타낸다.  6

개의 레인의 각각의 군은 증가하는 구축물 농도를 도시한다 (좌측에서 우측으로): UTC, 0.1, 1, 10, 100, 1000

nM.  블롯의 상부 세트는 a-PSMA를 도시하고, 블롯의 하부 세트는 a-GAPDH를 도시한다.  GAPDH, PSMA, 가교-단

량체 및 가교 이량체에 대한 밴드 위치가 라벨링되어 있다.

도 26a는 EGFR과 단일파라토프 구축물 C4-109FSY 사이의 가교 동역학의 SDS-PAGE 분석을 도시한다.  t 반수-최

대는 대략 120분이었다.  가교된 생성물, EGFR 및 sdAb 단량체에 상응하는 밴드가 라벨링되어 있다.  단량체

FSY-함유 sdAb와 결속된 수용체의 카툰이 우측에 제시된다.

도 26b는 EGFR과 이중파라토프 구축물 C37-FSY 사이의 가교 동역학의 SDS-PAGE 분석을 도시한다.  가교된 생성

물, EGFR 및 sdAb 이량체에 상응하는 밴드가 라벨링되어 있다.  이중파라토프 FSY-함유 sdAb 구축물과 결속된

수용체를 도시하는 카툰이 우측에 제시된다.

도 27은 단일파라토프 구축물 C4-109FSY (정사각형) 또는 이중파라토프 구축물 C37-FSY (원형)에 대한 EGFR 가

교 동역학의 플롯을 도시한다.  y-축은 0에서 100%까지의 EGFR 가교 %로 라벨링되어 있다.  x-축은 100분 간격

으로 0에서 400까지의 시간 (분)으로 라벨링되어 있다.

도 28a-c는 제1 표적화 도메인 (예를 들어, 구축물 C1-C4) 및 제2 표적화 도메인 (예를 들어, 구축물 C1-C4)을

포함하는 본원에 기재된 예시적인 접합체를 도시하며, 여기서 접합체는 비천연 아미노산 (예를 들어, FSY)을 포

함한다.  하나의 예시적인 접합체는 또한 페이로드를 포함한다.  예시적인 접합체는 제1 표적화 도메인, 제2 표

적화 도메인 또는 둘 다의 표적화 도메인 상에 비천연 아미노산을 포함할 수 있다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

항체, 항체 단편 및 항체-관련 구축물, 예컨대 항체-약물 접합체 (ADC)는 연구 및 임상 적용을 위한 유용한 도[0116]

구일 수 있다.  그러나, 일부 경우에, 이들 분자의 사용은 표적에 대한 온/오프 속도뿐만 아니라 안정성에 의해

제한된다.  표적에 대한 접합체의 특이적 및 공유 결합을 위한 조성물 및 방법이 본원에 제공된다.  일부 경우

에, 접합체는 적어도 1개의 비천연 아미노산 (UAA) 잔기를 갖는 적어도 1개의 표적화 도메인을 포함하며, 상기

잔기는 표적과 표적화 도메인 사이의 인터페이스에 근접하여 있어, 표적화 도메인과 표적이 결합되는 경우에,

표적과 UAA 잔기 사이에 공유 결합이 형성된다.  일부 경우에, 접합체는 적어도 1개의 표적화 도메인 및 적어도

1개의 페이로드를 포함한다.  일부 경우에, 표적화 도메인은 표적과 표적화 도메인 사이의 인터페이스에 근접하

여 있는 적어도 1개의 비천연 아미노산 (UAA) 잔기를 포함하여, 표적화 도메인과 표적이 결합되는 경우에, 표적

과 UAA 잔기 사이에 공유 결합이 형성된다.  일부 경우에, 접합체가 그의 표적화 세포/종양에 도달하면, 페이로

드는 이제 표적화 도메인을 통해 표적에 공유 결합된다.  일부 경우에, 공유 상호작용은 표적에 결합하는 접합

체의 오프 속도를 제거하거나 감소시켜, 부착된 페이로드와의 접촉을 증가시킨다.

일부 경우에, 접합체는 (i) 제1 표적화 도메인 및 (ii) 제2 표적화 도메인을 포함하며, 여기서 제1 또는 제2 표[0117]

적화 도메인은 적어도 1개의 비천연 아미노산 (UAA)을 포함한다.  일부 경우에, 제1 또는 제2 표적화 도메인은

표적과 제1 또는 제2 표적화 도메인 사이의 인터페이스에 근접하여 존재하는 적어도 1개의 UAA를 포함하고, 제1

또는 제2 표적화 도메인과 표적이 결합되는 경우에, 표적과 적어도 1개의 UAA 사이에 공유 결합이 형성된다.

일부 경우에, 접합체는 페이로드를 추가로 포함한다.  일부 경우에, 접합체가 그의 표적화 세포, 예컨대 종양

또는 종양 미세환경 내의 세포에 도달하는 경우에, 페이로드는 이제 표적화 도메인 중 하나 (예를 들어, 제1 또

는 제2 표적 도메인)를 통해 표적에 공유 결합된다.

일부 경우에, 공유 상호작용은 표적에 결합하는 접합체의 오프 속도를 제거하거나 감소시키거나, 또는 달리 표[0118]

적에 대한 접촉을 안정화시킨다.  추가 경우에, 본원에 제공된 접합체 내의 제1 및 제2 표적화 도메인은 동일하

거나 상이한 표적을 표적화한다.  일부 경우에, 제1 표적화 도메인이 아닌 제2 표적화 도메인만이 UAA를 포함한

다.  일부 경우에, 제2 표적화 도메인이 아닌 제1 표적화 도메인만이 UAA를 포함한다.  일부 경우에, 제1 표적

화 도메인 및 제2 표적화 도메인 둘 다는 UAA를 포함한다.  일부 경우에, 페이로드는 제1 표적화 도메인 또는

제2 표적화 도메인에 부착될 수 있다.  일부 경우에, 페이로드는 제1 표적화 도메인에 부착된다.  일부 경우에,

페이로드는 제2 표적화 도메인에 부착된다.
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접합체[0119]

접합체는 표적화 도메인 및 페이로드를 포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, 페이로드는 링커에 의해 접합체에[0120]

부착된다.  일부 경우에, 접합체는 적어도 1개의 비천연 아미노산을 포함한다.  일부 경우에, 표적화 도메인은

표적에 결합하도록 구성되고, 표적화 도메인 내의 비천연 아미노산 중 1개는 표적과 공유 결합을 형성한다.

본원에 제공된 접합체는 (i) 제1 표적화 도메인 및 (ii) 제2 표적화 도메인을 포함할 수 있다.  본원에 제공된[0121]

접합체는 (i) 제1 표적화 도메인, (ii) 제2 표적화 도메인 및 (iii) 페이로드를 포함할 수 있다.  본원의 접합

체는 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인을 포함할 수 있으며, 여기서 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화

도메인은 동일한 세포에 결합하도록 구성된다.  일부 경우에, 접합체는 제1 표적화 도메인, 제2 표적화 도메인

에 포함된 적어도 1개의 비천연 아미노산 (UAA)을 포함하거나 또는 각각의 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도

메인은 적어도 1개의 UAA를 포함한다.  일부 경우에, 표적화 도메인은 표적에 결합하도록 구성되고, 표적화 도

메인 (예를 들어, 제1 및/또는 제2 표적화 도메인) 내의 UAA 중 1개는 표적과 공유 결합을 형성한다.  일부 경

우에, 제1 표적화 도메인은 UAA를 포함하고, 제1 표적과 공유 결합을 형성하도록 구성되어, 적어도 1개의 UAA가

제1 표적화 도메인에 제1 표적과 제1 표적화 도메인 사이의 인터페이스에 근접하여 존재한다.  일부 경우에, 제

1 표적 및 제1 표적화 도메인이 결합되고, 제1 표적과 접합체의 제1 표적화 도메인 내의 UAA 사이에 공유 결합

이 형성된다.  일부 경우에, 제2 표적화 도메인은 UAA를 포함하고, 제2 표적과 공유 결합을 형성하도록 구성되

어, 적어도 1개의 UAA가 제2 표적화 도메인에 제2 표적과 제2 표적화 도메인 사이의 인터페이스에 근접하여 존

재한다.  일부 경우에, 제2 표적 및 제2 표적화 도메인이 결합되고, 제2 표적과 접합체의 제2 표적화 도메인 내

의 UAA 사이에 공유 결합이 형성된다.  일부 경우에, 제1 표적은 제2 표적과 동일하다.  일부 경우에, 제1 표적

및 제2 표적은 동일한 세포의 표면 상에 있다.

일부 실시양태에서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인은, 예컨대 세포의 표면 상의 동일한 표적에 결합[0122]

하고, 표적화 도메인 중 하나의 결속은 다른 표적화 도메인을 그의 상응하는 표적에 근접하게 가져온다.  일부

경우에, 제1 표적화 도메인은 제1 표적에 결합되고, 제2 표적화 도메인은 제2 표적에 결합되고, 제1 및 제2 표

적화 도메인 중 적어도 하나는 UAA를 포함하고, UAA는 상응하는 표적과 공유 결합을 형성한다.  일부 경우에,

한 표적화 도메인은 그의 상응하는 표적과 공유 결합을 형성하고, 다른 표적화 도메인은 그의 상응하는 표적에

비공유 결합된다.  일부 경우에, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인 둘 다는 각각 그의 상응하는 표적에

공유 결합된다.

본원에 제공된 접합체는 1개 초과의 표적에 결합하도록 구성될 수 있다.  일부 경우에, 제2 표적화 도메인은 제[0123]

1 표적화 도메인과 상이한 표적에 결합할 수 있다.  일부 경우에, 접합체는 적어도 2, 3, 4, 5, 6 또는 7개 초

과의 표적화 도메인을 포함한다.  일부 경우에, 표적화 도메인 (예를 들어, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화

도메인)은 링커 (예를 들어, 화학적 링커, 융합 단백질 또는 본원에 제공된 다른 링커)를 통해 서로 부착된다.

본원에 제공된 접합체 내의 다중 표적화 도메인 (예를 들어, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인)은 일부

경우에 단일파라토프 또는 이중파라토프 구축물을 제공할 수 있다.  일부 경우에, 제1 표적화 도메인 및 제2 표

적화 도메인은 동일한 표적에 결합한다.  일부 경우에, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인은 동일한 표적

의 상이한 에피토프에 결합한다.  일부 경우에, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인은 상이한 표적에 결합

한다.  일부 경우에, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인은 연결되어 융합 단백질을 형성한다.

표적화 도메인 (예를 들어, 제1 표적화 도메인 또는 제2 표적화 도메인)은 접합체에 부착된 페이로드를 표적에[0124]

안내할 수 있다.  일부 경우에, 표적화 도메인은 항체 또는 그의 단편을 포함한다.  일부 경우에, 표적화 도메

인은 단일특이적 Fab2, 이중특이적 Fab2, 삼중특이적 Fab3, 1가 IgG, scFv, 이중특이적 디아바디, 삼중특이적

트리아바디, scFv-Fc, 나노바디 (즉, 단일 도메인 항체, sdAb), 미니바디, IgNAR, V-NAR, hcIgG, VhH 또는 펩

티바디, DARPin, 모노바디/FN3, VNAR, 레페바디, DARPin을 포함한다.  일부 경우에, 표적화 도메인은 나노바디

를 포함한다.  일부 실시양태에서, 표적화 도메인은 단일 도메인 항체 (sdAb)를 포함한다.  일부 경우에, 표적

화 도메인은 1개 이상의 CDR 영역을 포함한다.  일부 실시양태에서, 표적화 도메인은 세포 표면 분자에 결합한

다.  일부 경우에, 접합체는 이중파라토프이다.  일부 실시양태에서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인

은 각각 항체 또는 항원 결합 단편을 포함하고, 이러한 항체 또는 항원 결합 단편의 구조는 동일하거나 상이할

수 있다.  일부 경우에, 제1 표적화 도메인은 단일 쇄 (예를 들어, Fv) 항체 단편일 수 있고, 제2 표적화 도메

인은 sdAb일 수 있거나, 또는 다른 경우에, 제1 표적화 도메인은 sdAb일 수 있고, 제2 표적화 도메인은 sdAb일

수 있다.

일부 경우에, 표적화 도메인 (예를 들어, 제1 표적화 도메인 및/또는 제2 표적화 도메인)은 항체 모방체, 예컨[0125]
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대 아피바디, DARPin 또는 미니 결합제이다.

일부 경우에, 표적은 세포 표면 단백질을 포함한다.  일부 경우에, 표적은 PSMA를 포함한다.  일부 경우에, 표[0126]

적화 도메인 (예를 들어, 제1 표적화 도메인 및/또는 제2 표적화 도메인)은 서열식별번호: 1-4 또는 16-64 중

어느 하나를 포함한다.  일부 경우에, 표적화 도메인은 서열식별번호: 1-4 또는 16-64 중 어느 하나와 적어도

99%, 98%, 97%, 95%, 90%, 85%, 80%, 70% 또는 적어도 65% 동일성을 갖는 서열을 포함한다.  일부 경우에, 표

적화 도메인은 서열식별번호: 1-4 또는 16-64 중 어느 하나와 적어도 99%, 98%, 97%, 95%, 90%, 85%, 80%, 70%

또는 적어도 65% 동일성을 갖는 서열 및 적어도 1개의 비천연 아미노산을 포함한다.

비천연 아미노산은 접합체 내의 임의의 위치에 위치할 수 있다.  일부 경우에, 제1 또는 제2 표적화 도메인 (예[0127]

를 들어, 제1 표적화 도메인 또는 제2 표적화 도메인) 중 하나 또는 둘 다는 비천연 아미노산을 포함한다.  일

부 경우에, 표적화 도메인은 1개 이상의 상보성 결정 영역 (CDR)을 포함하는 항체 또는 항원 결합 단편이다.

일부 경우에, 1개 이상의 비천연 아미노산은 표적화 도메인 중 단지 하나 또는 둘 다에서 CDR 내에 또는 그의

근접부 내에 포함된다.  일부 경우에, 표적화 도메인은 비천연 아미노산을 포함한다.  일부 경우에, 표적화 도

메인은 C1, C2 또는 C3을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 CDR1, CDR2 또는 CDR3에 비천연 아미노산을 갖는

C1을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 위치 26, 28, 29, 30, 99, 102, 103, 105, 108, 110, 111, 112, 113,

114 및 115 중 어느 하나에 비천연 아미노산을 갖는 C1을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 위치 28, 102, 112

및 113 중 어느 하나에 비천연 아미노산을 갖는 C1을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 CDR1, CDR2 또는 CDR3

에 비천연 아미노산을 갖는 C2를 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 위치 50, 52, 53, 54, 56, 58 또는 100 중

어느 하나에 비천연 아미노산을 갖는 C2를 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 CDR1, CDR2 또는 CDR3에 비천연

아미노산을 갖는 C4를 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 위치 109에 비천연 아미노산을 갖는 C4를 포함한다.

일부 경우에, 접합체는 CDR1, CDR2 또는 CDR3에 비천연 아미노산을 갖는 C3을 포함한다.  일부 경우에, 접합체

는 위치 58, 62, 101, 103 또는 107 중 어느 하나에 비천연 아미노산을 갖는 C3을 포함한다.  일부 경우에, 접

합체는 위치 52, 53, 54, 55, 56, 58, 60, 62, 64 중 어느 하나에 비천연 아미노산을 갖는 C8을 포함한다.  일

부 경우에, 접합체는 위치 53, 55, 56, 57, 58, 60, 64, 67 중 어느 하나에 비천연 아미노산을 갖는 C9를 포함

한다.  일부 경우에, 접합체는 CDR 영역 및 CDR 영역 내에 또는 그에 근접하여 있는 적어도 1개의 비천연 아미

노산 (UAA) 잔기를 갖는 단일 도메인 항체 (sdAb)를 포함하며, 여기서 sdAb는 서열식별번호: 1-4 또는 16-64 중

어느 하나를 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 CDR 영역 및 CDR 영역 내에 또는 그에 근접하여 있는 적어도 1

개의 비천연 아미노산 (UAA) 잔기를 갖는 단일 도메인 항체 (sdAb)를 포함하며, 여기서 sdAb는 서열식별번호:

1-4 또는 16-64 중 어느 하나와 99%, 98%, 97%, 95%, 90%, 85%, 80%, 70% 또는 적어도 65% 동일성을 갖는 서열

을  포함한다.   일부  실시양태에서,  CDR  영역은  1개  이상의  서열식별번호:  5-13을  포함한다.   일부

실시양태에서, CDR 영역은 1개 이상의 서열식별번호: 5-13과 적어도 99%, 98%, 97%, 95%, 90%, 85%, 80%, 70%

또는 적어도 65% 동일성을 갖는 서열을 포함한다.

일부 경우에, 접합체는, 예컨대 정제를 위한 태그 (예를 들어, His6 태그)를 포함한다.  일부 경우에, 접합체는[0128]

태그를 포함하지 않거나, 또는 태그는 투여 전에 제거된다.  일부 경우에, 접합체는, 예컨대 발현 또는 분비를

위한 리더 서열을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 리더 서열을 포함하지 않거나, 또는 리더 서열은 접합체의

형성 전에, 페이로드의 부착 전에 또는 접합체의 투여 전에 제1 표적화 도메인 또는 제2 표적화 도메인으로부터

제거된다.

일부 경우에, 접합체는 신호 서열을 포함한다.  신호 서열은 박테리아 세포에서 접합체의 발현, 폴딩 또는 산화[0129]

를 가능하게 할 수 있다.  일부 경우에, 신호 서열은 박테리아 세포에서 발현된 접합체가 접합체의 폴딩 또는

기능을 촉진하기 위해 또 다른 위치 또는 환경으로 수송되도록 할 수 있다.  일부 경우에, 신호 서열은 PelB 서

열일 수 있다.  일부 경우에, 신호 서열은 박테리아 세포의 주변세포질로의 접합체의 수송을 가능하게 할 수 있

다.  일부 경우에, 환경은 디술피드의 형성 또는 디술피드의 환원을 가능하게 하도록 산화 또는 환원될 수

있다.

표적[0130]

본원에 제공된 접합체는 1개 이상의 표적에 결합하도록 구성될 수 있다.  일부 경우에, 접합체는 UAA를 포함하[0131]

는 단일 표적화 도메인으로 구성되고, 접합체는 표적에 결합한다.  일부 경우에, 접합체는 2개 (또는 적어도 2

개)의 표적화 도메인으로 구성되고, 제1 및 제2 표적화 도메인은 1개 이상의 표적에 결합한다.  일부 경우에,

제1 표적화 도메인은 제1 표적에 결합하고, 제2 표적화 도메인은 제2 표적에 결합한다.  일부 경우에, 표적화

도메인 (예를 들어, 단일 표적화 도메인 또는 제1 표적화 도메인 또는 제2 표적화 도메인)에 포함된 UAA는 표적
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화 도메인 (예를 들어, 단일 표적화 도메인 또는 제1 표적화 도메인 또는 제2 표적화 도메인)과 표적 (표적화

도메인(들)에 대한 상응하는 표적, 예를 들어 제1 또는 제2 표적) 사이에 공유 결합을 형성한다.  일부 경우에,

접합체는 제1 UAA를 포함하는 제1 표적화 도메인 및 제2 UAA를 포함하는 제2 표적화 도메인을 포함한다.  이러

한 UAA는 일부 경우에 동일하거나 또는 다른 경우에 상이하다.  일부 경우에, 표적은 세포 표면 분자이다 (즉,

세포의 외부 표면 상에 전체적으로 또는 부분적으로 존재함).  일부 경우에, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화

도메인은 동일한 표적, 예컨대 동일한 세포 표면 분자에 결합한다.  일부 경우에, 제1 표적화 도메인 및 제2 표

적화 도메인은 각각 상이한 표적에 결합하고, 예컨대 상이한 세포 표면 분자에 결합한다.  상이한 세포 표면 분

자는 동일한 세포 상에 존재할 수 있다.

일부 경우에, 표적은 종양 세포 상에 존재하는 세포 표면 분자이다.  표적은 일부 경우에 단량체이다.  일부 경[0132]

우에, 표적은 동종 또는 이종 단위의 다량체 구조에 포함된다.  일부 경우에, 표적은 PSMA, EGFR, EGFRviii,

MSLN, CEA, DLL3, FAP, CD33, HER3, PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1, Muc16, LRP5, LRP6, endo180,

LIV-1, SLAMF7, PTK7, GPR20, CDH6, CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6, DLL1, NOTCH3 rec, NaPi2b, CD16, GCC, SSTR2,

CAIX,  CAXII,  MC1R,  CXCR4,  B1R,  GRPR,  STEAP1,  CD70,  CD46,  CD166,  CLL-1,  ADAM9,  cKIT,  CD36,  CD73,

ITGaVb3,  ITGaVb6,  GPC-1,  CD38,  CD51,  FGFR3,  Ly6E, CD44v6, ENPP3, CXCR3, CXCR5, FcRH5, VEGF, VEGFR2,

CD45, CCR4, CD25, 5T4, ROR1, TROP-2, NECTIN4, cMET, CD19, CD22, CD30, CD33, CD123, BCMA, CD79b, AXL,

RON, B7-H3, B7-H4, KAAG1, Muc1, ADAM-9, GPNMB, EDB 피브로넥틴, 조직 인자, GPNMB, FolRa, ALPP, ALPPL2,

MT1-MMP, CLDN18.2, CLDN6, CLDN9, p카드헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM으로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일부 경우에, 접합체는 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인을 포함하고, 둘 다의 표적화 도메인은 동일한[0133]

표적에 결합하며, 여기서 표적은 종양 세포 상의 세포 표면 분자이다.  예를 들어, 표적화 도메인 둘 다는

PSMA, EGFR, EGFRviii, MSLN, CEA, DLL3, FAP, CD33, HER3, PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1, Muc16,

LRP5,  LRP6,  endo180,  LIV-1,  SLAMF7,  PTK7,  GPR20,  CDH6,  CSP-1,  CD71,  PRLR,  SEZ6,  DLL1,  NOTCH3  rec,

NaPi2b,  CD16,  GCC,  SSTR2,  CAIX,  CAXII,  MC1R,  CXCR4,  B1R,  GRPR,  STEAP1,  CD70,  CD46,  CD166,  CLL-1,

ADAM9,  cKIT,  CD36,  CD73,  ITGaVb3,  ITGaVb6,  GPC-1,  CD38,  CD51,  FGFR3,  Ly6E,  CD44v6,  ENPP3,  CXCR3,

CXCR5,  FcRH5,  VEGF,  VEGFR2,  CD45,  CCR4,  CD25,  5T4,  ROR1,  TROP-2,  NECTIN4,  cMET,  CD19,  CD22,  CD30,

CD33, CD123, BCMA, CD79b, AXL, RON, B7-H3, B7-H4, KAAG1, Muc1, ADAM-9, GPNMB, EDB 피브로넥틴, 조직 인

자, GPNMB, FolRa, ALPP, ALPPL2, MT1-MMP, CLDN18.2, CLDN6, CLDN9, p카드헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM으로

이루어진 군으로부터 선택된 표적에 결합한다.  일부 경우에, 접합체는 제1 표적화 도메인을 포함하고, 제2 표

적화  도메인은  상이한  표적에  결합하며,  여기서  상이한  표적  중  1개  이상은  종양  세포  상의  세포  표면

분자이다.  예를 들어, 제1 및 제2 표적화 도메인은 각각 PSMA, EGFR, EGFRviii, MSLN, CEA, DLL3, FAP, CD33,

HER3, PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1, Muc16, LRP5, LRP6, endo180, LIV-1, SLAMF7, PTK7, GPR20,

CDH6, CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6, DLL1, NOTCH3 rec, NaPi2b, CD16, GCC, SSTR2, CAIX, CAXII, MC1R, CXCR4,

B1R, GRPR, STEAP1, CD70, CD46, CD166, CLL-1, ADAM9, cKIT, CD36, CD73, ITGaVb3, ITGaVb6, GPC-1, CD38,

CD51,  FGFR3,  Ly6E,  CD44v6,  ENPP3,  CXCR3,  CXCR5,  FcRH5,  VEGF,  VEGFR2,  CD45,  CCR4,  CD25,  5T4,  ROR1,

TROP-2,  NECTIN4,  cMET,  CD19,  CD22,  CD30,  CD33,  CD123,  BCMA,  CD79b,  AXL,  RON,  B7-H3,  B7-H4,  KAAG1,

Muc1, ADAM-9, GPNMB, EDB 피브로넥틴, 조직 인자, GPNMB, FolRa, ALPP, ALPPL2, MT1-MMP, CLDN18.2, CLDN6,

CLDN9, p카드헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM으로 이루어진 군으로부터 선택된 상이한 표적에 결합한다.  일부 경

우에, 접합체는 제1 또는 제2 표적 (또는 둘 다)이 결합되는 경우에 세포 표면에 페이로드를 운반한다.  일부

경우에, 접합체는 페이로드를 갖지 않고, 접합체는 제1 표적, 제2 표적 또는 제1 및 제2 표적 둘 다에 공유 결

합되는 경우에 차단제 또는 길항제로서 작용한다.

일부 경우에, 접합체는 단일 표적화 도메인을 포함하고, 표적화 도메인은 표적에 결합하며, 여기서 표적은 종양[0134]

세포 상의 세포 표면 분자이다.  예를 들어, 표적화 도메인은 PSMA, EGFR, EGFRviii, MSLN, CEA, DLL3, FAP,

CD33, HER3, PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1, Muc16, LRP5, LRP6, endo180, LIV-1, SLAMF7, PTK7,

GPR20, CDH6, CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6, DLL1, NOTCH3 rec, NaPi2b, CD16, GCC, SSTR2, CAIX, CAXII, MC1R,

CXCR4, B1R, GRPR, STEAP1, CD70, CD46, CD166, CLL-1, ADAM9, cKIT, CD36, CD73, ITGaVb3, ITGaVb6, GPC-1,

CD38,  CD51,  FGFR3,  Ly6E,  CD44v6,  ENPP3,  CXCR3,  CXCR5,  FcRH5,  VEGF,  VEGFR2,  CD45,  CCR4,  CD25,  5T4,

ROR1,  TROP-2,  NECTIN4,  cMET,  CD19,  CD22,  CD30,  CD33,  CD123,  BCMA,  CD79b,  AXL,  RON,  B7-H3,  B7-H4,

KAAG1, Muc1, ADAM-9, GPNMB, EDB 피브로넥틴, 조직 인자, GPNMB, FolRa, ALPP, ALPPL2, MT1-MMP, CLDN18.2,

CLDN6, CLDN9, p카드헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM으로 이루어진 군으로부터 선택된 표적에 결합한다.  일부

경우에, 단일 표적화 도메인은 표적에 페이로드를 운반한다.  일부 경우에, 단일 표적화 도메인은 페이로드를
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갖지 않고, 접합체는 표적에 공유 결합되는 경우에 차단제 또는 길항제로서 작용한다.

표적화 도메인에 의해 결속되는 표적은 다양한 구조를 포함할 수 있다.  일부 경우에, 표적은 표적화 도메인에[0135]

의해 결속될 수 있는 1개 이상의 에피토프를 포함한다.  일부 경우에, 표적은 다중 에피토프를 포함하고, 다중

표적화 도메인에 의해, 예를 들어, 예컨대 제1 에피토프에 결합하는 제1 표적화 도메인 및 제2 에피토프에 결합

하는 제2 표적화 도메인에 의해 결속될 수 있다.  일부 경우에, 표적은 단량체를 포함한다.  일부 경우에, 표적

은 단일 쇄 펩티드를 포함한다.  일부 경우에, 표적은 다량체 분자를 포함한다.  일부 경우에, 다량체 분자는 2

개 이상의 서브유닛을 포함한다.  일부 경우에, 서브유닛은 동일한 구조를 갖는다.  일부 경우에, 서브유닛은

상이한 구조이거나 또는 동일한 구조와 상이한 구조의 조합이다.  일부 경우에, 다량체 분자는 복합체 내에 2개

이상의 분자를 포함한다.  일부 경우에, 다량체 분자는 서로 복합체를 형성하거나 상호작용하는 2개의 단백질을

포함한다.

예시적인 표적화 도메인 및 예시적인 접합체[0136]

본원에 제공된 접합체는 표적과 결속하는 분자로부터 조립될 수 있는 표적화 도메인을 포함한다.  일부 경우에,[0137]

표적화 도메인 (단일 표적화 도메인 또는 제1 표적화 도메인 및/또는 제2 표적화 도메인)은 항원-결합 영역을

포함하며, 여기서 항원 결합 영역은 특이적 표적과 결속한다.  이러한 항원 결합 영역은 CDR, 예컨대 항체의 중

쇄 또는 경쇄에서 일반적으로 발견되는 3개의 CDR을 포함할 수 있다.  일부 경우에, 표적화 도메인은 CDR을 포

함하는 항원 결합 단편, 예컨대 VHH (나노바디 또는 단일 도메인 항체로도 불림)를 포함한다.  일부 경우에, 단

일 도메인 항체는 1개 이상의 UAA를 포함한다.  일부 경우에, 단일 표적화 도메인 또는 다중 표적화 도메인을

갖는 접합체의 경우, 표적화 도메인 중 하나 (예를 들어, 제1 표적화 도메인 또는 제2 표적화 도메인)는 표 1의

단일 도메인 항체, 예컨대 C1, C2, C3, C4 또는 C5로부터 선택된다.  일부 경우에, 1개 초과의 표적화 도메인를

갖는 접합체의 경우, 각각의 표적화 도메인 (예를 들어, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인)은 표 1의 단

일 도메인 항체, 예컨대 C1, C2, C3, C4 또는 C5 중 임의의 것으로부터 독립적으로 선택되고, 1개 이상의 UAA는

단일 도메인 항체의 CDR 내에 또는 CDR에 근접하여 존재한다.  일부 경우에, 제1 표적화 도메인은 표 1의 단일

도메인 항체, 예컨대 C1, C2, C3, C4 또는 C5 중 임의의 것으로부터 선택된다.  일부 경우에, 제2 표적화 도메

인은 표 1의 단일 도메인 항체, 예컨대 C1, C2, C3, C4 또는 C5 중 임의의 것으로부터 선택된다.

일부 경우에, 구축물 C1을 포함하는 접합체는 단일 표적화 도메인, 제1 표적화 도메인, 제2 표적화 도메인 또는[0138]

둘 다의 표적화 도메인을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 CDR1, CDR2 또는 CDR3에 비천연 아미노산을 갖는

구축물 C1을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 서열식별번호: 1, 4, 19 또는 73 내의 위치 26, 28, 29, 30,

99, 102, 103, 105, 108, 110, 111, 112, 113, 114 및 115 중 어느 하나에 비천연 아미노산을 갖는 구축물 C1

을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 서열식별번호: 1, 4, 19 또는 73 내의 위치 28, 102, 112 및 113 중 어느

하나에 비천연 아미노산을 갖는 구축물 C1을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 단일 도메인 항체 (sdAb) 및

sdAb 내의 CDR 영역 내에 또는 그에 근접하여 있는 적어도 1개의 비천연 아미노산 (UAA)을 포함한다.  일부 경

우에, 이러한 sdAb는 서열식별번호: 1을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 단일 도메인 항체 (sdAb) 및 sdAb

내의 CDR 영역 내에 또는 그에 근접하여 있는 적어도 1개의 비천연 아미노산 (UAA)을 포함하며, 여기서 sdAb는

서열식별번호: 1에 대해 적어도 99%, 98%, 97%, 95%, 90%, 85%, 80%, 70% 또는 적어도 65% 서열 동일성을 갖는

서열을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 서열식별번호: 1에 대해 적어도 99%,  98%,  97%,  95%,  90%,  85%,

80%, 70% 또는 적어도 65% 동일성을 갖는 단일 표적화 도메인, 제1 표적화 도메인 또는 제2 표적화 도메인 또는

둘 다를 포함한다.

일부 경우에, 구축물 C2를 포함하는 접합체는 단일 표적화 도메인, 제1 표적화 도메인, 제2 표적화 도메인 또는[0139]

두 표적화 도메인을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 CDR1, CDR2 또는 CDR3에 비천연 아미노산을 갖는 구축물

C2를 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 서열식별번호: 2 또는 22의 위치 50, 52, 53, 54, 56, 58 또는 100 중

어느 하나에 비천연 아미노산을 갖는 구축물 C2를 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 단일 도메인 항체 (sdAb)

를 포함하고, sdAb 및 sdAb 내의 CDR 영역 내에 또는 그에 근접하여 있는 적어도 1개의 비천연 아미노산 (UAA)

을 포함하며, 여기서 sdAb는 서열식별번호: 2를 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 단일 도메인 항체 (sdAb) 및

sdAb 내의 CDR 영역 내에 또는 그에 근접하여 있는 적어도 1개의 비천연 아미노산 (UAA)을 포함하며, 여기서

sdAb는 서열식별번호: 2에 대해 적어도 99%, 98%, 97%, 95%, 90%, 85%, 80%, 70% 또는 적어도 65% 서열 동일성

을 갖는 서열을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 서열식별번호: 2에 대해 적어도 99%, 98%, 97%, 95%, 90%,

85%, 80%, 70% 또는 적어도 65% 서열 동일성을 갖는 단일 표적화 도메인, 제1 표적화 도메인 또는 제2 표적화

도메인 또는 둘 다를 포함한다.
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일부 경우에, 구축물 C3을 포함하는 접합체는 단일 표적화 도메인, 제1 표적화 도메인, 제2 표적화 도메인 또는[0140]

둘 다의 표적화 도메인을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 CDR1, CDR2 또는 CDR3에 비천연 아미노산을 갖는

구축물 C3을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 서열식별번호: 3의 위치 58, 62, 101, 103 또는 107 중 어느 하

나에 비천연 아미노산을 갖는 구축물 C3을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 C3의 CDR1, CDR2 또는 CDR3에 비

천연 아미노산을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 위치 109에 비천연 아미노산을 포함한다.  일부 경우에, 접

합체는 단일 도메인 항체 (sdAb) 및 sdAb 내의 CDR 영역 내에 또는 그에 근접하여 있는 적어도 1개의 비천연 아

미노산 (UAA)을 포함하며, 여기서 sdAb는 서열식별번호: 3을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 단일 도메인 항

체 (sdAb) 및 sdAb 내의 CDR 영역 내에 또는 그에 근접하여 있는 적어도 1개의 비천연 아미노산 (UAA)을 포함하

며, 여기서 sdAb는 서열식별번호: 3에 대해 적어도 99%, 98%, 97%, 95%, 90%, 85%, 80%, 70% 또는 적어도 65%

서열 동일성을 갖는 서열을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 서열식별번호: 3에 대해 적어도 99%, 98%, 97%,

95%, 90%, 85%, 80%, 70% 또는 적어도 65% 서열 동일성을 갖는 단일 표적화 도메인, 제1 표적화 도메인 또는 제

2 표적화 도메인 또는 둘 다를 포함한다.

일부 경우에, 구축물 C4를 포함하는 접합체는 단일 표적화 도메인, 제1 표적화 도메인, 제2 표적화 도메인 또는[0141]

둘 다의 표적화 도메인을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 CDR1, CDR2 또는 CDR3에 비천연 아미노산을 갖는

구축물 C4를 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 단일 도메인 항체 (sdAb) 및 sdAb 내의 CDR 영역 내에 또는 그

에 근접하여 있는 적어도 1개의 비천연 아미노산 (UAA)을 포함하며, 여기서 sdAb는 서열식별번호: 16을 포함한

다.  일부 경우에, 접합체는 단일 도메인 항체 (sdAb) 및 sdAb 내의 CDR 영역 내에 또는 그에 근접하여 있는 적

어도 1개의 비천연 아미노산 (UAA)을 포함하며, 여기서 sdAb는 서열식별번호: 16에 대해 적어도 99%, 98%, 97%,

95%, 90%, 85%, 80%, 70% 또는 적어도 65% 서열 동일성을 갖는 서열을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 서열

식별번호: 16에 대해 적어도 99%, 98%, 97%, 95%, 90%, 85%, 80%, 70% 또는 적어도 65% 서열 동일성을 갖는 단

일 표적화 도메인, 제1 표적화 도메인 또는 제2 표적화 도메인 또는 둘 다를 포함한다.

일부 경우에, 구축물 C5를 포함하는 접합체는 단일 표적화 도메인, 제1 표적화 도메인, 제2 표적화 도메인 또는[0142]

둘 다의 표적화 도메인을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 CDR1, CDR2 또는 CDR3에 비천연 아미노산을 갖는

구축물 C5를 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 단일 도메인 항체 (sdAb) 및 sdAb 내의 CDR 영역 내에 또는 그

에 근접하여 있는 적어도 1개의 비천연 아미노산 (UAA)을 포함하며, 여기서 sdAb는 서열식별번호: 18을 포함한

다.  일부 경우에, 접합체는 단일 도메인 항체 (sdAb) 및 sdAb 내의 CDR 영역 내에 또는 그에 근접하여 있는 적

어도 1개의 비천연 아미노산 (UAA)을 포함하며, 여기서 sdAb는 서열식별번호: 18에 대해 적어도 99%, 98%, 97%,

95%, 90%, 85%, 80%, 70% 또는 적어도 65% 서열 동일성을 갖는 서열을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 서열

식별번호: 18에 대해 적어도 99%, 98%, 97%, 95%, 90%, 85%, 80%, 70% 또는 적어도 65% 서열 동일성을 갖는 단

일 표적화 도메인, 제1 표적화 도메인 또는 제2 표적화 도메인 또는 둘 다를 포함한다.

본원에 기재된 접합체는 2개 이상의 표적화 도메인을 포함할 수 있다.  일부 경우에, 2개 이상의 표적화 도메인[0143]

(예를 들어, 제1 표적화 도메인 또는 제2 표적화 도메인)은 링커를 통해 서로 부착된다.  일부 경우에, 접합체

는 융합 단백질이다.  일부 경우에, 링커는 링커 L1 (서열식별번호: 14)을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는

서열식별번호: 65-72 중 어느 하나를 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 서열식별번호: 65-72 중 어느 하나에

대해 적어도 99%, 98%, 97%, 95%, 90%, 85%, 80%, 70% 또는 적어도 65% 서열 동일성을 갖는다.

일부 경우에, 제1 표적화 도메인은 서열식별번호: 1-4 또는 16-64 중 어느 하나를 포함한다.  일부 경우에, 제1[0144]

표적화 도메인은 서열식별번호: 1-4 또는 16-64 중 어느 하나에 대해 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 서열을 포

함한다.  일부 경우에, 제2 표적화 도메인은 서열식별번호: 1-4 또는 16-64 중 어느 하나를 포함한다.  일부 경

우에, 제2 표적화 도메인은 서열식별번호: 1-4 또는 16-64 중 어느 하나에 대해 적어도 70% 서열 동일성을 갖는

서열을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 단일 표적화 도메인으로 구성되고, 단일 표적화 도메인은 서열식별번

호: 1-4 또는 16-64 중 어느 하나를 포함한다.  일부 경우에, 단일 표적화 도메인은 서열식별번호: 1-4 또는

16-64 중 어느 하나에 대해 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 서열을 포함한다.

일부 경우에, 접합체는 서열식별번호: 65-72를 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 서열식별번호: 65-72 중 어느[0145]

하나에 대해 적어도 70% 서열 동일성을 갖는 서열을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 서열식별번호: 1-4 또는

16-64 중 어느 하나를 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 서열식별번호: 1-4 또는 16-64 중 어느 하나에 대해

적어도 70% 서열 동일성을 갖는 서열을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 서열식별번호: 65-72에 대해 적어도

70% 서열 동일성을 갖는 서열을 포함한다.

일부 경우에, 본원에 기재된 접합체와 연관된 아미노산 서열은 표 1A에 있다.[0146]
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표 1A: 아미노산 서열[0147]

[0148]
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[0149]
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[0150]
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[0151]
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[0152]
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[0153]
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[0154]

[0155]

X는 FSY 혼입 부위의 위치를 나타낸다.  His6 정제 태그 및/또는 PelB 리더 서열을 갖는 표의 서열이 또한 본원[0156]

에서 구현된다.
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일부 경우에, 본원에 기재된 접합체와 연관된 DNA 서열은 표 2에 있다.[0157]

표 2: DNA 서열[0158]

[0159]
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[0160]
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[0161]
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[0162]
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[0163]
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[0164]
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[0166]
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[0167]

페이로드[0168]

접합체는 페이로드를 포함할 수 있다.  일부 경우에, 접합체에 포함된 표적화 도메인 (예를 들어, 단일 표적화[0169]

도메인  또는  제1  표적화  도메인  또는  제2  표적화  도메인)은  페이로드를  표적으로  안내할  수  있다.   일부

경우에, 표적화 도메인 (예를 들어, 단일 표적화 도메인 또는 제1 표적화 도메인 또는 제2 표적화 도메인)은 페

이로드를 세포, 예컨대 종양 세포로 안내하는 항체 또는 그의 단편을 포함한다.  일부 실시양태에서, 페이로드

는 영상화제, 방사성리간드 작용제 또는 세포독성제를 포함한다.  일부 실시양태에서, 세포독성 모이어티는 소

분자 약물, 펩티드, 단백질 또는 화학요법 약물을 포함한다.  일부 실시양태에서, 페이로드는 방사성리간드 작

용제를 포함한다.   일부 실시양태에서,  방사성리간드 작용제는 
35
S,  

3
H,  

111
In,  

112
In,  

14
C,  

186
Re,  

188
Re,  

32
P,

153
Sm, 

177
Lu, 

86
Y, 

88
Y, 

90
Y, 

131
I, 

123
I, 

124
I, 

125
I, 

149
Tb, 

211
At, 

212
Pb/

212
Bi, 

213
Bi, 

223
Ra, 

225
Ac, 

64
Cu, 

67
Cu 및 

227
Th

로 이루어진 군으로부터 선택된다.  일부 실시양태에서, 방사성리간드 작용제는 킬레이트화제를 추가로 포함한

다.  킬레이트화제의 예는 DOTA, DOTAGA, NOTA, MACROPA, THP 및 TRAP를 포함한다.  일부 실시양태에서, 방사

성리간드 작용제는 
99m
Tc, 

131
I, 

201
Tl, 

111
In 및 

67
Ga로 이루어진 군으로부터 선택된다.  일부 경우에, 영상화제는

염료를 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 2개 이상의 페이로드를 포함한다.  예를 들어, 접합체는 조직 침투를

가시화하기 위한 페이로드 염료 및 종양을 사멸시키기 위한 페이로드 화학요법제를 포함한다.

페이로드는 접합체에 부착될 수 있다.  페이로드는 접합체에 공유 부착될 수 있다.  일부 경우에, 페이로드는[0170]

비천연 아미노산 (UAA) 잔기를 통해 접합체에 부착되지 않는다.  일부 실시양태에서, 페이로드는 UAA 잔기로부

터 아미노산 n+x (C-말단 쪽으로)에 부착된다.  일부 실시양태에서, 부착 부위는 비천연 아미노산 위치 n으로부

터 x개 아미노산 떨어진 위치로서 정의된다.  일부 실시양태에서, 페이로드는 UAA 잔기로부터 아미노산 n-x (N-

말단 쪽으로)에 부착된다.  일부 실시양태에서, UAA 잔기는 표적과 인터페이스하는 표적화 도메인 (예를 들어,

단일 표적화 도메인 또는 제1 또는 제2 표적화 도메인)의 영역 내에 또는 그의 근접부 내에 포함된다.  일부 경

우에, 페이로드는 접합체 내의 비천연 아미노산으로부터 적어도 2, 5, 10, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80,

90, 100 또는 적어도 125개 아미노산 떨어져 부착된다.

비천연 아미노산 (UAA)[0171]

비천연 아미노산 (UAA)은 본원에 기재된 접합체 내로 혼입될 수 있다.  일부 경우에, UAA 잔기는 접합체의 표적[0172]

화 도메인에 존재한다.  일부 경우에, UAA는 표적에 공유 결합하도록 구성된다.  일부 경우에, UAA는 표적에 존

재하는 아미노산에 공유 결합하도록 구성된다.  일부 경우에, 접합체는 1, 2, 3, 4개 또는 그 초과의 UAA를 포

함한다.  일부 경우에, 접합체는 제1 UAA를 포함하는 제1 표적화 도메인 및 제2 UAA를 포함하는 제2 표적화 도

메인을 포함한다.  일부 경우에, UAA는 표적화 도메인 (예를 들어, 제1 표적화 도메인 또는 제2 표적화 도메인)

내에서 표적화 도메인이 표적에 결속하는 경우에 표적에 존재하는 아미노산에 공유 결합하도록 구성된다.  일부

경우에, 이러한 아미노산은 친핵성 아미노산을 포함한다.  일부 경우에, UAA 잔기는 리신, 히스티딘 또는 티로

신과 공유 결합을 형성한다.  일부 경우에, UAA 잔기는 표적-결합 도메인에 위치한다.  일부 경우에, UAA는 접

합체 내로 혼입될 때 표적화 도메인, 예컨대 항체 또는 항원 결합 단편을 포함하는 표적화 도메인, 예를 들어

단일 도메인 항체의 CDR에 위치한다.  일부 실시양태에서, UAA 잔기는 아릴-플루오로 술페이트 모이어티를 포함
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한다.  일부 경우에, UAA 잔기는 본원에 기재된 접합체 내로 유전자 코딩된다.  일부 경우에, UAA 잔기는 티로

신 또는 리신의 변이체를 포함한다.  일부 실시양태에서, 비천연 아미노산 잔기는 하기 화학식 I의 구조를 포함

한다:   일부 실시양태에서, 비천연 아미노산 잔기는 하기 화학식 II의 구조를 포

함한다:   일부 실시양태에서, UAA 잔기는 본원에 기재된 UAA의 혼입으

로부터의 것이다.  일부 실시양태에서, 비천연 아미노산은 2-아미노-3-(4-((플루오로술포닐)옥시)페닐)프로판산

이다:  .   일부  실시양태에서,  비천연  아미노산은  플루오로술포닐티로신  (FSY)이다:

.  일부 실시양태에서, 비천연 아미노산은 N6-(4-((플루오로술포닐)옥시)벤조일)리신이

다: .  일부 실시양태에서, 비천연 아미노산은 플루오로술포닐옥시벤조일-L-리신

(FSK)이다: .  일부 실시양태에서, 비천연 아미노산 잔기는 하기 화학식 III의 구

조를  포함한다:  .   일부  실시양태에서,  비천연  아미노산은  하기이다:

.  일부 실시양태에서, 비천연 아미노산은 하기이다: 

일부 실시양태에서, UAA 잔기의 비천연 아미노산 (UAA)은 화학식 (IA)의 구조를 갖는다:[0173]

(IA),[0174]

여기서[0175]

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0176]

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;[0177]

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;[0178]

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알[0179]

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;[0180]

L은 -(CH2)p- 또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고;[0181]

여기서 Y가 -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.[0182]

일부  실시양태에서,  화학식  (IA)의  UAA는  하기  화학식  (IA-a)의  구조를  갖는다:[0183]
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.  일부 실시양태에서, 화학식 (IA)의 UAA는 하기 화학식 (IA-b)의 구조를 갖는

다: .

일부 실시양태에서, 화학식 (IA)의 UAA는 하기 화학식 (IB)의 구조를 갖는다:[0184]

[0185]

일부 실시양태에서, 화학식 (IB)의 UAA는 하기 화학식 (IB-a)의 구조를 갖는다: .[0186]

일부 실시양태에서, 화학식 (IB)의 UAA는 하기 화학식 (IB-b)의 구조를 갖는다: .

일부 실시양태에서, 화학식 (IA)의 UAA는 하기 화학식 (IC)의 구조를 갖는다:[0187]

[0188]

일부 실시양태에서, 화학식 (IC)의 UAA는 하기 화학식 (IC-a)의 구조를 갖는다: .[0189]

일부 실시양태에서, 화학식 (IB)의 UAA는 하기 화학식 (IB-b)의 구조를 갖는다: .

일부 바람직한 실시양태에서, R은 수소이다.

일부 실시양태에서, 화학식 (IA)의 UAA는 하기 화학식 (ID)의 구조를 갖는다:[0190]

[0191]

여기서 각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0192]

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;[0193]
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A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;[0194]

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알[0195]

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;[0196]

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.[0197]

일부  실시양태에서,  화학식  (ID)의  UAA는  하기  화학식  (ID-a)의  구조를  갖는다:[0198]

.  일부 실시양태에서, 화학식 (ID)의 UAA는 하기 화학식 (ID-b)의 구조를 갖는

다: .

일부 실시양태에서, 화학식 (IA)의 UAA는 하기 화학식 (IE)의 구조를 갖는다:[0199]

[0200]

여기서 각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0201]

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;[0202]

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;[0203]

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알[0204]

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;

R
1
은 수소, 플루오로 또는 아이오도이고; R

2
는 수소 또는 메틸이고;[0205]

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.[0206]

일부  실시양태에서,  화학식  (IE)의  UAA는  하기  화학식  (IE-a)의  구조를  갖는다:[0207]

.   일부 실시양태에서, 화학식 (IE)의 UAA는 하기 화학식 (IE-b)의

구조를 갖는다: .

특정 실시양태에서, Y는 결합, -O- 또는 -NR-이고, m은 1이다.  다른 실시양태에서, Y는 -N=이고, m은 2이다.[0208]

특정의 바람직한 실시양태에서, Y는 -O-이고, m은 1이다.  다른 실시양태에서, Y는 -NR-이고, m은 1이다.  다른

실시양태에서, Y는 결합이고, m은 1이다.  다른 실시양태에서, Y는 O- 또는 -NR-이고, m은 1이다.
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일부 실시양태에서, 화학식 (IA)의 UAA는 하기 화학식 (IIA)의 구조를 갖는다:[0209]

[0210]

여기서[0211]

X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0212]

R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된[0213]

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.

일부 실시양태에서, 화학식 (IIA)의 UAA는 하기 화학식 (IIA-a)의 구조를 갖는다: .[0214]

일부 실시양태에서, 화학식 (IIA)의 UAA는 하기 화학식 (IIA-b)의 구조를 갖는다: .

일부 실시양태에서, 화학식 (IA)의 UAA는 하기 화학식 (IIB)의 구조를 갖는다:[0215]

[0216]

여기서[0217]

X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0218]

R'는, 존재하는 경우에, 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된[0219]

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.

일부  실시양태에서,  화학식  (IIB)의  UAA는  하기  화학식  (IIB-a)의  구조를  갖는다:[0220]

.  일부 실시양태에서, 화학식 (IIB)의 UAA는 하기 화학식 (IIB-b)의 구조

를 갖는다: .

일부 실시양태에서, 비천연 아미노산 (UAA)은 하기 화학식 (IV)의 구조를 갖는다:[0221]

[0222]

여기서[0223]

각각의 X는 독립적으로 O 또는 NR'이고;[0224]

Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이고;[0225]

A는 결합 또는 -(CH2)n-이고; m은 1 또는 2이고; n은 1 내지 4의 정수이고;[0226]

각각의 R 및 R'는, 존재하는 경우에, 독립적으로 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알[0227]

킬,  치환  또는  비치환된  아릴,  치환  또는  비치환된  헤테로아릴,  또는  치환  또는  비치환된

헤테로시클로알킬이고;
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고리 A는 5- 내지 6-원 아릴 또는 헤테로아릴이고;[0228]

각각의 R
A
는 독립적으로 -OH, -OR

X
, 할로겐, NHR

X
, N(R

X
)2 또는 임의로 치환된 알킬이고; 각각의 R

X
는 임의로 치[0229]

환된 알킬이고;

L은 -(CH2)p- 또는 -C(O)NH-(CH2)p-이고; p는 1 내지 6의 정수이고;[0230]

여기서 Y가 결합, -O- 또는 -NR-인 경우에, m은 1이고; Y가 -N=인 경우에, m은 2이다.[0231]

일부 실시양태에서, A는 결합이다.  다른 실시양태에서, A는 -(CH2)n-이다.  일부 실시양태에서, n은 1, 2, 3[0232]

또는 4이다.  한 실시양태에서, n은 1이다.  또 다른 실시양태에서, n은 2이다.  또 다른 실시양태에서, n은 3

이다.  또 다른 실시양태에서, n은 4이다.

일부 실시양태에서, 고리 A는 5-원 고리이다.  일부 실시양태에서, 고리 A는 6-원 고리이다.  일부 실시양태에[0233]

서, 고리 A는 아릴이다.  일부 실시양태에서, 고리 A는 헤테로아릴이다.  일부 실시양태에서, 고리 A는 6-원 아

릴이다.  일부 실시양태에서, 고리 A는 6-원 헤테로아릴이다.  하나의 바람직한 실시양태에서, 고리 A는 페닐이

다.

일부 실시양태에서, p는 0이다.  일부 실시양태에서, p는 1 내지 4의 정수이다.  일부 실시양태에서, p는 1 내[0234]

지 3의 정수이다.  한 실시양태에서, p는 1이다.  또 다른 실시양태에서, p는 2이다.  또 다른 실시양태에서, p

는 3이다.  또 다른 실시양태에서, p는 4이다.

일부 실시양태에서, 각각의 R
A
는 독립적으로 -OH, -OR

X
, 할로겐, NHR

X
, N(R

X
)2 또는 임의로 치환된 알킬이고; 각[0235]

각의 R
X
는 임의로 치환된 알킬이다.  일부 실시양태에서, 각각의 R

A
는 독립적으로 -OH, 할로 또는 임의로 치환된

알킬이다.   일부  실시양태에서,  각각의  R
A
는  독립적으로  할로  또는  임의로  치환된  알킬이다.   일부

실시양태에서, 각각의 R
A
는 독립적으로 -OH 또는 임의로 치환된 알킬이다.  일부 실시양태에서, 각각의 R

A
는 독

립적으로 임의로 치환된 알킬이다.  일부 실시양태에서, 각각의 R
A
는 독립적으로 치환된 알킬이다.  일부 실시양

태에서, 각각의 R
A
는 독립적으로 비치환된 알킬이다.  한 실시양태에서, 각각의 R

A
는 아이오도이다.  또 다른 실

시양태에서, 각각의 R
A
는 메틸이다.  하나의 구체적 실시양태에서, p가 1인 경우에, R

A
는 아이오도이다.  또 다

른 구체적 실시양태에서, p가 2인 경우에, 각각의 R
A
는 메틸이다.

일부 실시양태에서, Y는 결합, -O-, -NR- 또는 -N=이다.  일부 실시양태에서, Y는 -O-, -NR- 또는 -N=이다.[0236]

일부 실시양태에서, Y는 결합, -O- 또는 -NR-이다.  일부 실시양태에서, Y는 결합, -O- 또는 -N=이다.  일부 실

시양태에서, Y는 결합, -NR- 또는 -N=이다.  일부 실시양태에서, Y는 -O- 또는 -NR-이다.  일부 실시양태에서,

Y는 -O- 또는 -N=이다.  일부 실시양태에서, Y는 -NR- 또는 -N=이다.  한 실시양태에서, Y는 결합이다.  또 다

른 실시양태에서, Y는 -O-이다.  또 다른 실시양태에서, Y는 -NR-이다.  또 다른 실시양태에서, Y는 -N=이다.

일부 실시양태에서, L은 -(CH2)p-이다.  다른 실시양태에서, L은 -C(O)NH-(CH2)p-이다.  일부 실시양태에서, p는[0237]

1 내지 6, 1 내지 5, 1 내지 4, 1 내지 3 또는 1 내지 2의 정수이다.  한 실시양태에서, p는 1 내지 4이다.  또

다른 실시양태에서, p는 1 또는 2이다.  또 다른 실시양태에서, p는 1 또는 4이다.  하나의 바람직한 실시양태

에서, L은 -CH2-이다.  또 다른 바람직한 실시양태에서, L은 -C(O)NH-(CH2)4-이다.

일부 실시양태에서, R은 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된[0238]

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.  일부 실시양태에서, R

은 수소 또는 치환 또는 비치환된 알킬이다.  하나의 바람직한 실시양태에서, R은 수소이다.  또 다른 실시양태

에서, R은 치환 또는 비치환된 C1-6 알킬이다.  또 다른 실시양태에서, R은 비치환된 C1-6 알킬이다.  한 실시양

태에서, R은 메틸이다.  또 다른 바람직한 실시양태에서, R은 수소 또는 메틸이다.

일부 실시양태에서, R'는 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된[0239]

아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.  일부 실시양태에서,

R'는 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된 헤테로알킬, 치환 또는 비치환된 아릴, 또는 치환 또

는 비치환된 헤테로아릴이다.  일부 실시양태에서, R'는 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 치환 또는 비치환된
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아릴, 치환 또는 비치환된 헤테로아릴, 또는 치환 또는 비치환된 헤테로시클로알킬이다.  일부 실시양태에서,

R'는 수소, 치환 또는 비치환된 알킬, 또는 치환 또는 비치환된 아릴이다.  실시양태에서, R'는 수소이다.  또

다른 실시양태에서, R'는 치환 또는 비치환된다.  또 다른 실시양태에서, R'는 치환 또는 비치환된 아릴이다.

일부 실시양태에서, R
1
은 수소이다.  일부 실시양태에서, R

1
은 플루오로이다.  일부 실시양태에서, R

1
은 아이오[0240]

도이다.  일부 실시양태에서, R
2
는 수소이다.  다른 실시양태에서, R

2
는 메틸이다.  일부 실시양태에서, R

1
은 수

소이고, R
2
는 수소이다.  일부 실시양태에서, R

1
은 플루오로이고, R

2
는 수소이다.  일부 실시양태에서, R

1
은 수

소이고, R
2
는 메틸이다.  일부 실시양태에서, R

1
은 아이오도이고, R

2
는 수소이다.

링커[0241]

일부 실시양태에서, 본원에 제공된 접합체는 1개 초과의 링커를 포함한다.  일부 실시양태에서, 표적화 도메인[0242]

(예를 들어, 제1 및 제2 표적 도메인)은 제1 링커를 통해 연결된다.  제1 링커 및 제2 링커는 본원에 기재된 임

의의 링커일 수 있다.  일부 실시양태에서, 페이로드는 제2 링커를 통해 표적 도메인 (제1 또는 제2 표적 도메

인) 중 하나에 연결된다.  하나의 바람직한 실시양태에서, 제1 링커는 펩티드 링커이다.  또 다른 바람직한 실

시양태에서, 제2 링커는 화학적 접합을 통해 형성된다.  일부 실시양태에서, 제2 링커는 화학적 접합을 위한 이

관능성 링커이다.  또 다른 바람직한 실시양태에서, 제2 링커는 비-펩티드 링커이다.

일부 실시양태에서, 표적화 도메인을 본원에 기재된 페이로드에 접합 또는 결합시키기 위한 유용한 기능적 반응[0243]

성 기는, 예를 들어 0차 또는 보다 고차의 링커를 포함한다.  일부 경우에, 접합 모이어티는 본원에 기재된 링

커 (임의로 페이로드, 표적화 도메인 또는 접합체의 다른 부분에 사전-부착됨)와 반응하는 기능적 반응성 기를

포함한다.  일부 실시양태에서, 링커는 본원에 기재된 페이로드 또는 표적화 도메인 내의 천연 아미노산과 반응

하는 반응성 기를 포함한다.  표적화 도메인 (예를 들어, 제1 표적 도메인 및 제2 표적화 도메인) 또는 표적화

도메인 중 하나 (예를 들어, 제1 표적 도메인 또는 제2 표적화 도메인) 및 페이로드는 제1 표적화 도메인 상의

친핵성 반응성 모이어티를 제2 표적화 도메인 상의 친전자성 반응성 모이어티와 반응시킴으로써 또는 표적화 도

메인 상의 친핵성 반응성 모이어티를 페이로드 상의 친전자성 반응성 모이어티와 반응시킴으로써 함께 접합될

수 있다.  대안적 실시양태에서, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인 또는 표적화 도메인 (예를 들어, 제1

표적 도메인 또는 제2 표적화 도메인) 및 페이로드는 제1 표적화 도메인 상의 친전자성 반응성 모이어티를 제2

표적화 도메인 상의 친핵성 모이어티와 반응시킴으로써 또는 표적화 도메인 상의 친전자성 반응성 모이어티를

페이로드 상의 친핵성 모이어티와 반응시킴으로써 함께 접합된다.  일부 실시양태에서, 아미드 결합은 표적화

도메인 상의 아민 (예를 들어, 리신 잔기의 ε-아민)과 또 다른 표적화 도메인 상의 카르복실 기의 반응 시 또

는 표적화 도메인 상의 아민과 페이로드 상의 카르복실 기의 반응 시 형성될 수 있다.  대안적 실시양태에서,

표적화 도메인 및/또는 페이로드는 접합 전에 유도체화제로 유도체화된다.

일부 경우에, 고차 링커는 이관능성 링커, 예컨대 동종이관능성 링커 또는 이종이관능성 링커를 포함한다.  예[0244]

시적인 동종이관능성 링커는 로만트 시약 디티오비스(숙신이미딜프로피오네이트) DSP, 3'3'-디티오비스(술포숙

신이미딜 프로프리오네이트 (DTSSP),  디숙신이미딜 수베레이트 (DSS),  비스(술포숙신이미딜)수베레이트 (BS),

디숙신이미딜 타르트레이트 (DST), 디술포숙신이미딜 타르트레이트 (술포 DST), 에틸렌 글리코비스(숙신이미딜

숙시네이트) (EGS), 디숙신이미딜 글루타레이트 (DSG), N,N'-디숙신이미딜 카르보네이트 (DSC), 디메틸 아디프

이미데이트 (DMA), 디메틸 피멜리미데이트 (DMP), 디메틸 수베르이미데이트 (DMS), 디메틸-3,3'-디티오비스프로

피온이미데이트 (DTBP), 1,4-디-3'-(2'-피리딜디티오)프로피온아미도)부탄 (DPDPB), 비스말레이미도헥산 (BMH),

아릴 할라이드-함유 화합물 (DFDNB), 예컨대, 예를 들어 1,5-디플루오로-2,4-디니트로벤젠 또는 1,3-디플루오로

-4,6-디니트로벤젠,  4,4'-디플루오로-3,3'-디니트로페닐술폰 (DFDNPS),  비스-[β-(4-아지도살리실아미도)에틸]

디술피드 (BASED), 포름알데히드, 글루타르알데히드, 1,4-부탄디올 디글리시딜 에테르, 아디프산 디히드라지드,

카르보히드라지드, o-톨루이딘, 3,3'-디메틸벤지딘, 벤지딘, α,α'-p-디아미노디페닐, 디아이오도-p-크실렌 술

폰산,  N,N'-에틸렌-비스(아이오도아세트아미드) 또는 N,N'-헥사메틸렌-비스(아이오도아세트아미드)를 포함하나

이에 제한되지는 않는다.

일부 실시양태에서, 이관능성 링커는 이종이관능성 링커를 포함한다.  예시적인 이종이관능성 링커는 아민-반응[0245]

성 및 술프히드릴 가교제, 예컨대 N-숙신이미딜 3-(2-피리딜디티오)프로피오네이트 (sPDP), 장쇄 N-숙신이미딜

3-(2-피리딜디티오)프로피오네이트 (LC-sPDP),  수용성-장쇄 N-숙신이미딜  3-(2-피리딜디티오)  프로피오네이트

(술포-LC-sPDP), 숙신이미딜옥시카르보닐-α-메틸-α-(2-피리딜디티오)톨루엔 (sMPT), 술포숙신이미딜-6-[α-메

틸-α-(2-피리딜디티오)톨루아미도]헥사노에이트 (술포-LC-sMPT), 숙신이미딜-4-(N-말레이미도메틸)시클로헥산-
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1-카르복실레이트 (sMCC),  술포숙신이미딜-4-(N-말레이미도메틸)시클로헥산-1-카르복실레이트 (술포-sMCC),  m-

말레이미도벤조일-N-히드록시숙신이미드 에스테르 (MBs), m-말레이미도벤조일-N-히드록시술포숙신이미드 에스테

르 (술포-MBs), N-숙신이미딜(4-아이오도아세틸)아미노벤조에이트 (sIAB), 술포숙신이미딜(4-아이오도아세틸)아

미노벤조에이트 (술포-sIAB), 숙신이미딜-4-(p-말레이미도페닐)부티레이트 (sMPB), 술포숙신이미딜-4-(p-말레이

미도페닐)부티레이트 (술포-sMPB), N-(γ-말레이미도부티릴옥시)숙신이미드 에스테르 (GMBs), N-(γ-말레이미도

부티릴옥시)술포숙신이미드  에스테르  (술포-GMBs),  숙신이미딜  6-((아이오도아세틸)아미노)헥사노에이트

(sIAX),  숙신이미딜  6-[6-(((아이오도아세틸)아미노)헥사노일)아미노]헥사노에이트  (sIAXX),  숙신이미딜  4-

(((아이오도아세틸)아미노)메틸)시클로헥산-1-카르복실레이트 (sIAC), 숙신이미딜 6-((((4-아이오도아세틸)아미

노)메틸)시클로헥산-1-카르보닐)아미노) 헥사노에이트 (sIACX), p-니트로페닐 아이오도아세테이트 (NPIA), 카르

보닐-반응성  및  술프히드릴-반응성  가교제,  예컨대  4-(4-N-말레이미도페닐)부티르산  히드라지드  (MPBH),  4-

(N-말레이미도메틸)시클로헥산-1-카르복실-히드라지드-8  (M2C2H),  3-(2-피리딜디티오)프로피오닐  히드라지드

(PDPH), 아민-반응성 및 광반응성 가교제, 예컨대 N-히드록시숙신이미딜-4-아지도살리실산 (NHs-AsA), N-히드록

시술포숙신이미딜-4-아지도살리실산  (술포-NHs-AsA),  술포숙신이미딜-(4-아지도살리실아미도)헥사노에이트 (술

포-NHs-LC-AsA),  술포숙신이미딜-2-(ρ-아지도살리실아미도)에틸-1,3'-디티오프로피오네이트 (sAsD),  N-히드록

시숙신이미딜-4-아지도벤조에이트 (HsAB),  N-히드록시술포숙신이미딜-4-아지도벤조에이트 (술포-HsAB),  N-숙신

이미딜-6-(4'-아지도-2'-니트로페닐아미노)헥사노에이트 (sANPAH), 술포숙신이미딜-6-(4'-아지도-2'-니트로페닐

아미노)헥사노에이트 (술포-sANPAH),  N-5-아지도-2-니트로벤조일옥시숙신이미드 (ANB-NOs),  술포숙신이미딜-2-

(m-아지도-o-니트로벤즈아미도)-에틸-1,3'-디티오프로피오네이트 (sAND), N-숙신이미딜-4(4-아지도페닐)1,3'-디

티오프로피오네이트 (sADP),  N-술포숙신이미딜(4-아지도페닐)-1,3'-디티오프로피오네이트 (술포-sADP),  술포숙

신이미딜  4-(ρ-아지도페닐)부티레이트  (술포-sAPB),  술포숙신이미딜

2-(7-아지도-4-메틸쿠마린-3-아세트아미드)에틸-1,3'-디티오프로피오네이트 (sAED),  술포숙신이미딜  7-아지도-

4-메틸쿠마린-3-아세테이트 (술포-sAMCA), ρ-니트로페닐 디아조피루베이트 (ρNPDP), ρ-니트로페닐-2-디아조-

3,3,3-트리플루오로프로피오네이트 (PNP-DTP), 술프히드릴-반응성 및 광반응성 가교제, 예컨대 1-(ρ-아지도살

리실아미도)-4-(아이오도아세트아미도)부탄  (AsIB),  N-[4-(ρ-아지도살리실아미도)부틸]-3'-(2'-피리딜디티오)

프로피온아미드 (APDP),  벤조페논-4-아이오도아세트아미드, 벤조페논-4-말레이미드 카르보닐-반응성 및 광반응

성 가교제, 예컨대 ρ-아지도벤조일 히드라지드 (ABH), 카르복실레이트-반응성 및 광반응성 가교제, 예컨대 4-

(ρ-아지도살리실아미도)부틸아민 (AsBA) 및 아르기닌-반응성 및 광반응성 가교제, 예컨대 ρ-아지도페닐 글리

옥살 (APG)을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.

일부 경우에, 반응성 관능기는 결합 모이어티 상에 (예를 들어, 페이로드 모이어티 상에 또는 표적화 도메인 상[0246]

에) 존재하는 친전자성 기에 대해 반응성인 친핵성 기를 포함한다.  예시적인 친전자성 기는 카르보닐 기-예컨

대 알데히드, 케톤, 카르복실산, 에스테르, 아미드, 에논, 아실 할라이드 또는 산 무수물을 포함한다.  일부 실

시양태에서, 반응성 관능기는 알데히드이다.  예시적인 친핵성 기는 히드라지드, 옥심, 아미노, 히드라진, 티오

세미카르바존, 히드라진 카르복실레이트 및 아릴히드라지드를 포함한다.  일부 실시양태에서, 본원에 기재된 접

합체 내로 혼입된 비천연 아미노산은 친전자성 기를 포함한다.

일부 실시양태에서, 링커는 절단가능한 링커이다.  일부 실시양태에서, 절단가능한 링커는 디펩티드 링커이다.[0247]

일부 실시양태에서, 디펩티드 링커는 발린-시트룰린 (Val-Cit), 페닐알라닌-리신 (Phe-Lys), 발린-알라닌 (Val-

Ala) 및 발린-리신 (Val-Lys)이다.  일부 실시양태에서, 디펩티드 링커는 발린-시트룰린이다.  링커는 절단가능

한 서열 또는 프로테아제에 의해 인식되는 서열을 포함할 수 있다.

다양한 실시양태에서, 표적화 도메인 (예를 들어, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인)은 폴리펩티드 링커[0248]

서열을 포함한다.  링커는 표적화 도메인에 대해 C-말단일 수 있다.  링커는 재조합 기술을 통해 발현될 수 있

고, 표적화 도메인의 발현과 함께 핵산 서열을 사용하여 코딩될 수 있다.  링커는 표적화 도메인을 연결하여 융

합 단백질을 형성할 수 있다.  접합체 내의 링커의 존재는 표적화 도메인이 다른 표적화 도메인으로부터의 입체

간섭 없이 적절하게 기능하도록 할 수 있다.  링커는 표적화 도메인을 태그, 예컨대 발현 태그 또는 정제 태그

에 연결할 수 있다.  링커는 가요성 링커일 수 있다.  링커의 가요성은 표적화 도메인이 다른 표적화 도메인으

로부터의 최소 간섭으로 독립적인 입체형태를 채택하도록 할 수 있다.  일부 실시양태에서, 링커는, 예를 들어

적어도 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50개 또는 그 초과의 아미노산을

포함하는 펩티드 링커이다.  일부 경우에, 펩티드 링커는 최대 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 20,

25, 30, 35, 40, 45, 50개 이하의 아미노산을 포함한다.  추가의 경우에, 펩티드 링커는 약 2, 3, 4, 5, 6, 7,

8, 9, 10, 11, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 또는 50개의 아미노산을 포함한다.  추가의 경우에, 폴리펩티
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드 링커는 약 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 또는 50개의 아미노산을 포함

한다.  일부 경우에, 폴리펩티드 링커는 (GGGGSGGGS)x (서열식별번호: 14) (여기서, x는 1-10임)를 포함한다.

일부 실시양태에서, 링커는 1, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-8, 1-9, 1-10, 1-11, 1-12개의 아미노산 길이

및  더  긴  길이의  폴리펩티드  링커이다.   링커는  SPSTPPTPSPSTPP를  포함할  수  있다.   폴리펩티드  링커는

(GGGGS)x, (GGGS)x의 반복일 수 있다.  링커는 글리신, 세린, 트레오닌 또는 프롤린을 포함할 수 있다.  일부

실시양태에서, 한 표적화 도메인의 N-말단은 링커 폴리펩티드의 C-말단에 융합되고, 링커 폴리펩티드의 N-말단

은 또 다른 표적화 도메인의 N-말단에 융합된다.

다양한 실시양태에서, 표적화 도메인 (예를 들어, 제1 표적화 도메인 및 제2 표적화 도메인)은 링커에 의해 연[0249]

결 또는 분리된다.  링커는 폴리펩티드 링커일 수 있다.  링커는 재조합 기술을 통해 발현될 수 있고, 표적화

도메인의 발현과 함께 핵산 서열을 사용하여 코딩될 수 있다.  링커는 표적화 도메인을 연결하여 융합 단백질을

형성할 수 있다.  접합체 내의 링커의 존재는 표적화 도메인이 다른 표적화 도메인으로부터의 입체 간섭 없이

적절하게 기능하도록 할 수 있다.  링커는 가요성 링커일 수 있다.  링커의 가요성은 표적화 도메인이 다른 표

적화 도메인으로부터의 최소 간섭으로 독립적인 입체형태를 채택하도록 할 수 있다.  일부 실시양태에서, 링커

는, 예를 들어 적어도 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50개 또는 그 초과

의 아미노산을 포함하는 펩티드 링커이다.  일부 경우에, 펩티드 링커는 최대 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50개 이하의 아미노산을 포함한다.  추가의 경우에, 펩티드 링커는 약 2, 3,

4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 또는 50개의 아미노산을 포함한다.  추가의 경우

에, 폴리펩티드 링커는 약 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 또는 50개의 아

미노산을 포함한다.  일부 경우에, 폴리펩티드 링커는 (GGGGSGGGS)x (서열식별번호: 14) (여기서, x는 1-10임)

를 포함한다.  일부 실시양태에서, 링커는 1, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-8, 1-9, 1-10, 1-11, 1-12개의

아미노산 길이 및 더 긴 길이의 폴리펩티드 링커이다.  링커는 SPSTPPTPSPSTPP를 포함할 수 있다.  폴리펩티드

링커는 (GGGGS)x, (GGGS)x의 반복일 수 있다.  링커는 글리신, 세린, 트레오닌 또는 프롤린을 포함할 수 있다.

일부 실시양태에서, 한 표적화 도메인의 N-말단은 링커 폴리펩티드의 C-말단에 융합되고, 링커 폴리펩티드의 N-

말단은 또 다른 표적화 도메인의 N-말단에 융합된다.

일부 실시양태에서, 링커는 자기-희생적 링커 모이어티를 포함한다.  일부 실시양태에서, 자기-희생적 링커 모[0250]

이어티는 p-아미노벤질 알콜 (PAB), p-아미노벤질옥시카르보닐 (PABC) 또는 그의 유도체 또는 유사체를 포함한

다.  일부 실시양태에서, 링커는 디펩티드 링커 모이어티 및 자기-희생적 링커 모이어티를 포함한다.  일부 실

시양태에서, 자기-희생적 링커 모이어티는 미국 특허 번호 9089614 및 WIPO 출원 번호 WO2015038426에 기재된

바와 같다.

일부 실시양태에서, 절단가능한 링커는 글루쿠로니드이다.  일부 실시양태에서, 절단가능한 링커는 산-절단가능[0251]

한 링커이다.  일부 실시양태에서, 산-절단가능한 링커는 히드라진이다.  일부 실시양태에서, 절단가능한 링커

는 환원가능한 링커이다.

일부 실시양태에서, 링커는 말레이미드 기를 포함한다.  일부 경우에, 말레이미드 기는 말레이미드 스페이서로[0252]

도  지칭된다.   일부  경우에,  말레이미드  기는  말레이미도카프로일  (mc)을  형성하는  카프로산을  추가로

포함한다.  일부 경우에, 링커는 말레이미도카프로일 (mc)을 포함한다.  일부 경우에, 링커는 말레이미도카프로

일 (mc)이다.  다른 경우에, 말레이미드 기는 말레이미도메틸 기, 예컨대 상기 기재된 숙신이미딜-4-(N-말레이

미도메틸)시클로헥산-1-카르복실레이트  (sMCC)  또는  술포숙신이미딜-4-(N-말레이미도메틸)시클로헥산-1-카르복

실레이트 (술포-sMCC)를 포함한다.

일부 실시양태에서, 말레이미드 기는 자기-안정화 말레이미드이다.  일부 경우에, 자기-안정화 말레이미드는 디[0253]

아미노프로피온산 (DPR)을 사용하여 말레이미드에 인접한 염기성 아미노 기를 혼입시킴으로써 티오숙신이미드

고리 가수분해의 분자내 촉매작용을 제공하고, 이에 의해 역-마이클 반응을 통해 제거 반응을 겪는 것으로부터

말레이미드를  제거한다.   일부  경우에,  자기-안정화 말레이미드는 문헌 [Lyon,  et  al.,  "Self-hydrolyzing

maleimides  improve  the  stability  and  pharmacological  properties  of  antibody-drug  conjugates,"  Nat.

Biotechnol. 32(10):1059-1062 (2014)]에 기재된 말레이미드 기이다.  일부 경우에, 링커는 자기-안정화 말레

이미드를 포함한다.  일부 경우에, 링커는 자기-안정화 말레이미드이다.

일부 경우에, 링커는 적어도 1개, 적어도 2개, 적어도 3개, 적어도 4개, 적어도 5개, 적어도 6개, 적어도 7개,[0254]

적어도 8개, 적어도 9개 또는 10개 또는 그 초과의 카르보닐 또는 디카르보닐 기, 옥심 기, 히드록실아민 기 또

는  그의  보호된  형태를  포함한다.   TLR-효능제  링커  유도체  또는  표적화  도메인은  동일하거나  상이할  수
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있으며, 예를 들어 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20개 또는 그 초과

의 상이한 반응성 기를 포함하는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20개

또는 그 초과의 상이한 부위가 유도체에 존재할 수 있다.

본원에 기재된 바와 같이, 본 개시내용은 화학식 "표적화 도메인-L-페이로드"를 갖는 또 다른 분자에 커플링된[0255]

표적화 도메인을 제공하며, 여기서 L은 연결기 또는 화학 결합이다.  일부 실시양태에서, L은 생체내에서 안정

하다.  일부 실시양태에서, L은 생체내에서 가수분해성이다.  일부 실시양태에서, L은 생체내에서 준안정하다.

표적화 도메인 및 페이로드는 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 공지된 표준 연결 작용제 및 절차를 사용하여[0256]

L을 통해 함께 연결될 수 있다.  일부 측면에서, 표적화 도메인 및 페이로드는 직접 융합되고, L은 결합이다.

다른 측면에서, 표적화 도메인 및 페이로드는 연결기 L을 통해 융합된다.  예를 들어, 일부 실시양태에서, 표적

화 도메인 및 페이로드는 펩티드 결합을 통해, 임의로 펩티드 또는 아미노산 스페이서를 통해 함께 연결된다.

일부 실시양태에서, 표적화 도메인 및 페이로드는 화학적 접합을 통해, 임의로 연결기 (L)를 통해 함께 연결된

다.  일부 실시양태에서, L은 각각의 표적화 도메인 및 페이로드에 직접 접합된다.

화학적 접합은 한 화합물의 친핵성 반응성 기를 또 다른 화합물의 친전자성 반응성 기에 반응시킴으로써 일어날[0257]

수 있다.  L이 결합인 경우의 일부 실시양태에서, 표적화 도메인은 표적화 도메인 상의 친핵성 반응성 모이어티

를 링커 상의 친전자성 반응성 모이어티와 반응시킴으로써 또는 표적화 도메인 상의 친전자성 반응성 모이어티

를 페이로드 상의 친핵성 반응성 모이어티와 반응시킴으로써 페이로드에 접합된다.  L이 표적화 도메인 및 페이

로드를 함께 연결하는 기인 경우의 실시양태에서, 표적화 도메인 및/또는 페이로드는 표적화 도메인 및/또는 페

이로드 상의 친핵성 반응성 모이어티를 L 상의 친전자성 반응성 모이어티와 반응시킴으로써 또는 표적화 도메인

및/또는 페이로드 상의 친전자성 반응성 모이어티를 L 상의 친핵성 반응성 모이어티와 반응시킴으로써 L에 접합

될 수 있다.  친핵성 반응성 기의 비제한적 예는 아미노, 티올 및 히드록실을 포함한다.  친전자성 반응성 기의

비제한적 예는 카르복실, 아실 클로라이드, 무수물, 에스테르, 숙신이미드 에스테르, 알킬 할라이드, 술포네이

트 에스테르, 말레이미도, 할로아세틸 및 이소시아네이트를 포함한다.  표적화 도메인 및 페이로드가 카르복실

산을 아민과 반응시킴으로써 함께 접합되는 실시양태에서, 활성화제는 카르복실산의 활성화된 에스테르를 형성

하는 데 사용될 수 있다.

카르복실산의 활성화된 에스테르는, 예를 들어 N-히드록시숙신이미드 (NHS), 토실레이트 (Tos), 메실레이트, 트[0258]

리플레이트, 카르보디이미드 또는 헥사플루오로포스페이트일 수 있다.  일부 실시양태에서, 카르보디이미드는

1,3-디시클로헥실카르보디이미드 (DCC), 1,1'-카르보닐디이미다졸 (CDI), 1-에틸-3-(3-디메틸아미노프로필)카르

보디이미드 히드로클로라이드 (EDC) 또는 1,3-디이소프로필카르보디이미드 (DICD)이다.  일부 실시양태에서, 헥

사플루오로포스페이트는 헥사플루오로포스페이트 벤조트리아졸-1-일-옥시-트리스(디메틸아미노)포스포늄 헥사플

루오로포스페이트 (BOP),  벤조트리아졸-1-일-옥시트리피롤리디노포스포늄 헥사플루오로포스페이트 (PyBOP),  2-

(1H-7-아자벤조트리아졸-1-일)-1,1,3,3-테트라메틸 우로늄 헥사플루오로포스페이트 (HATU)  및 o-벤조트리아졸-

N,N,N',N'-테트라메틸-우로늄-헥사플루오로-포스페이트 (HBTU)로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일부 실시양태에서, 표적화 도메인 (예를 들어, 제1 표적 도메인 및 제2 표적화 도메인)은 페이로드 또는 L 상[0259]

의 친전자성 반응성 기에 접합할 수 있는 친핵성 반응성 기 (예를 들어, 리신, 시스테인 또는 세린의 측쇄의 아

미노 기, 티올 기 또는 히드록실 기)를 포함한다.  일부 실시양태에서, 표적화 도메인은 페이로드 또는 L 상의

친핵성 반응성 기에 접합할 수 있는 친전자성 반응성 기 (예를 들어, Asp 또는 Glu의 측쇄의 카르복실레이트

기)를 포함한다.  일부 실시양태에서, 표적화 도메인은 페이로드 또는 L에 직접 접합할 수 있는 반응성 기를 포

함하도록 화학적으로 변형된다.  일부 실시양태에서, 표적화 도메인은 친핵성 측쇄를 갖는 천연 아미노산을 포

함하도록 N-말단 또는 C-말단에서 변형된다.  예시적인 실시양태에서, 표적화 도메인의 N-말단 또는 C-말단 아

미노산은 리신, 오르니틴, 세린, 시스테인 및 호모시스테인으로 이루어진 군으로부터 선택된다.  예를 들어, 표

적화 도메인의 N-말단 또는 C-말단 아미노산은 리신 잔기를 포함하도록 변형될 수 있다.  일부 실시양태에서,

표적화 도메인은 친전자성 측쇄를 갖는 천연 아미노산, 예컨대, 예를 들어 Asp 및 Glu를 포함하도록 N-말단 또

는 C-말단 아미노산에서 변형된다.  일부 실시양태에서, 표적화 도메인의 내부 아미노산은 본원에 이전에 기재

된 바와 같이 친핵성 측쇄를 갖는 천연 아미노산으로 치환된다.  예시적인 실시양태에서, 치환되는 표적화 도메

인의 내부 아미노산은 리신, 오르니틴, 세린, 시스테인 및 호모시스테인으로 이루어진 군으로부터 선택된다.

예를 들어, 표적화 도메인의 내부 아미노산은 리신 잔기로 치환될 수 있다.  일부 실시양태에서, 표적화 도메인

의 내부 아미노산은 친전자성 측쇄를 갖는 천연 아미노산, 예컨대, 예를 들어 Asp 및 Glu로 치환된다.

일부 실시양태에서, 페이로드는 표적화 도메인 또는 L에 직접 접합할 수 있는 반응성 기를 포함한다.  일부 실[0260]
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시양태에서, 페이로드는 표적화 도메인 또는 L 상의 친전자성 반응성 기에 접합할 수 있는 친핵성 반응성 기

(예를 들어, 아민, 티올, 히드록실)를 포함한다.  일부 실시양태에서, 페이로드는 표적화 도메인 또는 L 상의

친핵성 반응성 기에 접합할 수 있는 친전자성 반응성 기 (예를 들어, 카르복실 기, 카르복실 기의 활성화된 형

태, 이탈기를 갖는 화합물)를 포함한다.  일부 실시양태에서, 페이로드는 표적화 도메인 또는 L 상의 친전자성

반응성 기에 접합할 수 있는 친핵성 반응성 기를 포함하도록 화학적으로 변형된다.  일부 실시양태에서, 페이로

드는 표적화 도메인 또는 L 상의 친핵성 반응성 기에 접합할 수 있는 친전자성 반응성 기를 포함하도록 화학적

으로 변형된다.

일부 실시양태에서, 접합은 유기실란, 예를 들어 글루타르알데히드로 처리된 아미노실란; 실란올 기의 카르보닐[0261]

디이미다졸 (CDI) 활성화; 또는 덴드리머의 이용을 통해 수행될 수 있다.  다양한 덴드리머가 관련 기술분야에

공지되어 있고, 암모니아 또는 에틸렌디아민 개시제 코어 시약으로부터 시작하는 분기형 방법에 의해 합성되는

폴리(아미도아민)  (PAMAM)  덴드리머;  트리스-아미노에틸렌-이민  코어를  기재로  하는  PAMAM  덴드리머의

하위부류; 친수성, 친핵성 폴리아미도아민 (PAMAM) 내부 및 소수성 유기규소 (OS) 외부로 이루어진 반전된 단분

자 미셀인 방사상 층상 폴리(아미도아민-유기규소) 덴드리머 (PAMAMOS); 일반적으로 말단 기로서 1급 아민을 갖

는 폴리-알킬 아민이면서 덴드리머 내부는 수많은 3급 트리스-프로필렌 아민으로 이루어진 폴리(프로필렌 이민)

(PPI) 덴드리머; 폴리(프로필렌 아민) (POPAM) 덴드리머; 디아미노부탄 (DAB) 덴드리머; 친양쪽성 덴드리머; 수

용성 초분지형 폴리페닐렌의 단분자 미셀인 미셀 덴드리머; 폴리리신 덴드리머; 및 폴리-벤질 에테르 초분지형

골격을 기재로 하는 덴드리머를 포함한다.

일부 실시양태에서, 접합은 올레핀 복분해를 통해 수행될 수 있다.  일부 실시양태에서, 페이로드 및 표적화 도[0262]

메인, 페이로드 및 L, 또는 표적화 도메인 및 L 둘 다는 복분해를 겪을 수 있는 알켄 또는 알킨 모이어티를 포

함한다.  일부 실시양태에서, 적합한 촉매 (예를 들어, 구리, 루테늄)가 복분해 반응을 가속화시키는 데 사용된

다.   올레핀  복분해  반응을  수행하는  적합한  방법은  관련  기술분야에  기재되어  있다.   예를  들어,  문헌

[Schafmeister et al., J. Am. Chem. Soc. 122: 5891-5892 (2000), Walensky et al., Science 305: 1466-1470

(2004), 및 Blackwell et al., Angew, Chem., Int. Ed. 37: 3281-3284 (1998)]을 참조한다.

일부 실시양태에서, 접합은 클릭 화학을 사용하여 수행될 수 있다.  "클릭 반응"은 범주가 넓고, 수행하기가 용[0263]

이하며, 단지 용이하게 입수가능한 시약을 사용하고, 산소 및 물에 대해 비감수성이다.  일부 실시양태에서, 클

릭 반응은 트리아졸릴 기를 형성하는 알키닐 기와 아지도 기 사이의 고리화첨가 반응이다.  일부 실시양태에서,

클릭 반응은 구리 또는 루테늄 촉매를 사용한다.  클릭 반응을 수행하는 적합한 방법은 관련 기술분야에 기재되

어 있다.  예를 들어, 문헌 [Kolb et al., Drug Discovery Today 8: 1128 (2003); Kolb et al., Angew. Chem.

Int. Ed. 40:2004 (2001); Rostovtsev et al., Angew. Chem. Int. Ed. 41 :2596 (2002); Tornoe et al., J.

Org. Chem. 67:3057 (2002); Manetsch et al., J. Am. Chem. Soc. 126: 12809 (2004); Lewis et al., Angew.

Chem.  Int.  Ed.  41:  1053  (2002);  Speers,  J.  Am.  Chem.  Soc.  125:4686  (2003);  Chan  et  al.  Org.  Lett.

6:2853 (2004); Zhang et al., J. Am. Chem. Soc. 127: 15998 (2005); 및 Waser et al., J. Am. Chem. Soc.

127:8294 (2005)]을 참조한다.

고친화도 특이적 결합 파트너, 예를 들어 스트렙타비딘/비오틴 또는 아비딘/비오틴 또는 렉틴/탄수화물을 통한[0264]

간접 접합이 또한 고려된다.

접합을 위한 반응성 잔기[0265]

일부 실시양태에서, 표적화 도메인 및/또는 페이로드는 유기 유도체화제를 사용하여 친핵성 반응성 기 또는 친[0266]

전자성 반응성 기를 포함하도록 관능화된다.  이러한 유도체화제는 표적화 도메인 상의 표적화 아미노산의 선택

된 측쇄 또는 N- 또는 C-말단 잔기 및 페이로드 상의 관능기와 반응할 수 있다.  표적화 도메인 및/또는 페이로

드 상의 반응성 기는, 예를 들어 알데히드, 아미노, 에스테르, 티올, a-할로아세틸, 말레이미도 또는 히드라지

노 기를 포함한다.  유도체화제는, 예를 들어 말레이미도벤조일 술포숙신이미드 에스테르 (시스테인 잔기를 통

한 접합), N-히드록시숙신이미드 (리신 잔기를 통함), 글루타르알데히드, 숙신산 무수물 또는 관련 기술분야에

공지된 다른 작용제를 포함한다.  대안적으로, 표적화 도메인 및/또는 페이로드는 중간체 담체, 예컨대 폴리사

카라이드 또는 폴리펩티드 담체를 통해 서로 간접적으로 연결될 수 있다.  폴리사카라이드 담체의 예는 아미노

덱스트란을 포함한다.  적합한 폴리펩티드 담체의 예는 생성된 로딩된 담체에 바람직한 용해도 특성을 부여하기

위해 폴리리신, 폴리글루탐산, 폴리아스파르트산, 그의 공중합체 및 이들 아미노산과 다른 것, 예를 들어 세린

의 혼합 중합체를 포함한다.

시스테이닐 잔기는 가장 통상적으로 a-할로아세테이트 (및 상응하는 아민), 예컨대 클로로아세트산 또는 클로로[0267]
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아세트아미드와 반응하여 카르복시메틸 또는 카르복시아미도메틸 유도체를 제공한다.  시스테이닐 잔기는 또한

브로모트리플루오로아세톤, 알파-브로모-β-(5-이미도조일)프로피온산, 클로로아세틸 포스페이트, N-알킬말레이

미드, 3-니트로-2-피리딜 디술피드, 메틸 2-피리딜 디술피드, p-클로로머큐리벤조에이트, 2-클로로머큐리-4-니

트로페놀 또는 클로로-7-니트로벤조-2-옥사-1,3-디아졸과의 반응에 의해 유도체화된다.

히스티딜 잔기는 pH 5.5-7.0에서 디에틸피로카르보네이트와의 반응에 의해 유도체화되는데, 이는 이 작용제가[0268]

히스티딜 측쇄에 대해 비교적 특이적이기 때문이다.  파라-브로모페나실 브로마이드가 또한 유용하며; 반응은

바람직하게는 pH 6.0에서 0.1 M 카코딜산나트륨 중에서 수행된다.

리시닐 및 아미노-말단 잔기는 숙신산 또는 다른 카르복실산 무수물과 반응한다.  이들 작용제를 사용한 유도체[0269]

화는 리시닐 잔기의 전하를 역전시키는 효과를 갖는다.  알파-아미노-함유 잔기를 유도체화하기 위한 다른 적합

한 시약은 이미도에스테르, 예컨대 메틸 피콜린이미데이트, 피리독살 포스페이트, 피리독살, 클로로보로히드라

이드,  트리니트로벤젠술폰산,  O-메틸이소우레아,  2,4-펜탄디온  및  글리옥실레이트와의  트랜스아미나제-촉매된

반응을 포함한다.

아르기닐 잔기는 하나 또는 여러 통상적인 시약, 특히 페닐글리옥살, 2,3-부탄디온, 1,2-시클로헥산디온 및 닌[0270]

히드린과의 반응에 의해 변형된다.  아르기닌 잔기의 유도체화는 구아니딘 관능기의 높은 pKa 때문에 반응이 알

칼리성 조건에서 수행될 것을 요구한다.  추가로, 이들 시약은 리신 기뿐만 아니라 아르기닌 엡실론-아미노 기

와 반응할 수 있다.

티로실 잔기의 특이적 변형이 이루어질 수 있으며, 방향족 디아조늄 화합물 또는 테트라니트로메탄과의 반응에[0271]

의해 스펙트럼 표지를 티로실 잔기 내로 도입하는 것이 특히 흥미롭다.  가장 통상적으로, N-아세틸이미디졸 및

테트라니트로메탄이 각각 O-아세틸 티로실 종 및 3-니트로 유도체를 형성하는 데 사용된다.

카르복실 측기 (아스파르틸 또는 글루타밀)는 카르보디이미드 (R-N=C=N-R') (여기서 R 및 R'는 상이한 알킬 기[0272]

임),  예컨대  1-시클로헥실-3-(2-모르폴리닐-4-에틸)  카르보디이미드  또는

1-에틸-3-(4-아조니아-4,4-디메틸펜틸) 카르보디이미드와의 반응에 의해 선택적으로 변형된다.  추가로, 아스파

르틸 및 글루타밀 잔기는 암모늄 이온과의 반응에 의해 아스파라기닐 및 글루타미닐 잔기로 전환된다.

다른 변형은 프롤린 및 리신의 히드록실화, 세릴 또는 트레오닐 잔기의 히드록실 기의 인산화, 리신, 아르기닌[0273]

및  히스티딘  측쇄의  알파-아미노  기의  메틸화  (T.  E.  Creighton,  Proteins:  Structure  and  Molecular

Properties,  W.H.  Freeman  &  Co.,  San  Francisco,  pp.  79-86  (1983)),  아스파라긴  또는  글루타민의

탈아미드화, N-말단 아민의 아세틸화 및/또는 C-말단 카르복실산 기의 아미드화 또는 에스테르화를 포함한다.

또 다른 유형의 공유 변형은 글리코시드를 펩티드에 화학적으로 또는 효소적으로 커플링시키는 것을 포함한다.[0274]

당(들)은 (a) 아르기닌 및 히스티딘, (b) 유리 카르복실 기, (c) 유리 술프히드릴 기, 예컨대 시스테인의 것,

(d) 유리 히드록실 기, 예컨대 세린, 트레오닌 또는 히드록시프롤린의 것, (e) 방향족 잔기, 예컨대 티로신 또

는 트립토판의 것 또는 (f)  글루타민의 아미드 기에 부착될 수 있다.  이들 방법은 WO1987/05330  및 문헌

[Aplin and Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306 (1981)]에 기재되어 있다.

일부 실시양태에서, L은 결합이다.  이들 실시양태에서, 표적화 도메인 및 페이로드는 표적화 도메인 상의 친핵[0275]

성 반응성 모이어티를 페이로드 상의 친전자성 반응성 모이어티와 반응시킴으로써 함께 접합된다.  대안적 실시

양태에서, 표적화 도메인 및 페이로드는 표적화 도메인 상의 친전자성 반응성 모이어티를 페이로드 상의 친핵성

모이어티와 반응시킴으로써 함께 접합된다.  예시적인 실시양태에서, L은 표적화 도메인 상의 아민 (예를 들어,

리신 잔기의 ε-아민)과 M 상의 카르복실 기의 반응 시 형성되는 아미드 결합이다.  대안적 실시양태에서, 표적

화 도메인 및/또는 페이로드는 접합 전에 유도체화제로 유도체화된다.

일부 실시양태에서, L은 연결기이다.  일부 실시양태에서, L은 이관능성 링커이고, 표적화 도메인 및 페이로드[0276]

에의 접합 전에 단지 2개의 반응성 기를 포함한다.  표적화 도메인 및 페이로드 둘 다가 친전자성 반응성 기를

갖는 실시양태에서, L은 표적화 도메인 및 페이로드에의 접합 전에 2개의 동일한 또는 2개의 상이한 친핵성 기

(예를 들어, 아민, 히드록실, 티올)를 포함한다.  표적화 도메인 및 페이로드 둘 다가 친핵성 반응성 기를 갖는

실시양태에서, L은 표적화 도메인 및 페이로드에의 접합 전에 2개의 동일한 또는 2개의 상이한 친전자성 기 (예

를 들어, 카르복실 기, 카르복실 기의 활성화된 형태, 이탈기를 갖는 화합물)를 포함한다.  표적화 도메인 또는

페이로드 중 하나가 친핵성 반응성 기를 갖고, 표적화 도메인 또는 페이로드 중 다른 하나가 친전자성 반응성

기를 갖는 실시양태에서, L은 표적화 도메인 및 페이로드에의 접합 전에 1개의 친핵성 반응성 기 및 1개의 친전

자성 기를 포함한다.
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L은 (표적화 도메인 및 페이로드에의 접합 전에) 각각의 표적화 도메인 및 페이로드와 반응할 수 있는 적어도 2[0277]

개의 반응성 기를 갖는 임의의 분자일 수 있다.  일부 실시양태에서, L은 단지 2개의 반응성 기를 가지며, 이관

능성이다.  L (펩티드에의 접합 전)은 화학식 VI: A-L-B에 의해 나타내어질 수 있으며, 여기서 A 및 B는 독립적

으로 친핵성 또는 친전자성 반응성 기이다.  일부 실시양태에서, A 및 B는 둘 다 친핵성 기이거나 또는 둘 다

친전자성 기이다.  일부 실시양태에서, A 또는 B 중 하나는 친핵성 기이고, A 또는 B 중 다른 하나는 친전자성

기이다.

일부 실시양태에서, A 및 B는 올레핀 복분해 반응에 적합한 알켄 및/또는 알킨 관능기를 포함할 수 있다.  일부[0278]

실시양태에서, A 및 B는 클릭 화학에 적합한 모이어티 (예를 들어, 알켄, 알킨, 니트릴, 아지드)를 포함한다.

반응성 기 (A 및 B)의 다른 비제한적 예는 피리딜디티올, 아릴 아지드, 디아지린, 카르보디이미드 및 히드라지

드를 포함한다.

일부  실시양태에서,  L은  소수성이다.   소수성  링커는  관련  기술분야에  공지되어  있다.   예를  들어,  문헌[0279]

[Bioconjugate Techniques, G. T. Hermanson (Academic Press, San Diego, CA, 1996)]을 참조하며, 이는 그

전문이 참조로 포함된다.  관련 기술분야에 공지된 적합한 소수성 연결기는, 예를 들어 8-히드록시 옥탄산 및

8-메르캅토옥탄산을 포함한다.  조성물의 펩티드에의 접합 전에, 소수성 연결기는 본원에 기재된 바와 같이 및

하기 제시된 바와 같이 적어도 2개의 반응성 기 (A 및 B)를 포함한다: A-(소수성 연결기)-B.

일부 실시양태에서, 소수성 연결기는 반응성 기로서 말레이미도 또는 아이오도아세틸 기 및 카르복실산 또는 활[0280]

성화된 카르복실산 (예를 들어, NHS 에스테르)을 포함한다.  이들 실시양태에서, 말레이미도 또는 아이오도아세

틸 기는 표적화 도메인 또는 페이로드 상의 티올 모이어티에 커플링될 수 있고, 카르복실산 또는 활성화된 카르

복실산은 커플링 시약의 사용 하에 또는 사용 없이 표적화 도메인 또는 페이로드 상의 아민에 커플링될 수

있다.  카르복실산을 유리 아민과 커플링시키기 위해 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 공지된 임의의 커플링

제, 예컨대, 예를 들어 DCC, DIC, HATU, HBTU, TBTU 및 본원에 기재된 다른 활성화제가 사용될 수 있다.  구체

적 실시양태에서, 친수성 연결기는 2 내지 100개의 메틸렌 기의 지방족 쇄를 포함하며, 여기서 A 및 B는 카르복

실 기 또는 그의 유도체 (예를 들어, 숙신산)이다.  다른 구체적 실시양태에서, L은 아이오도아세트산이다.

일부 경우에, 조성물의 펩티드에의 접합 전에, 친수성 연결기는 본원에 기재된 바와 같이 및 하기 제시된 바와[0281]

같이 적어도 2개의 반응성 기 (A 및 B)를 포함한다: A-(친수성 연결기)-B.  구체적 실시양태에서, 연결기는 폴

리에틸렌 글리콜 (PEG)이다.  PEG는 특정 실시양태에서 약 100 달톤 내지 약 10,000 달톤, 예를 들어 약 500 달

톤 내지 약 5000 달톤의 분자량을 갖는다.  PEG는 일부 실시양태에서 약 10,000 달톤 내지 약 40,000 달톤의 분

자량을 갖는다.

일부 실시양태에서, 친수성 연결기는 반응성 기로서 말레이미도 또는 아이오도아세틸 기 및 카르복실산 또는 활[0282]

성화된 카르복실산 (예를 들어, NHS 에스테르)을 포함한다.  이들 실시양태에서, 말레이미도 또는 아이오도아세

틸 기는 표적화 도메인 또는 페이로드 상의 티올 모이어티에 커플링될 수 있고, 카르복실산 또는 활성화된 카르

복실산은 커플링 시약의 사용 하에 또는 사용 없이 표적화 도메인 또는 페이로드 상의 아민에 커플링될 수

있다.  카르복실산을 아민과 커플링시키기 위해 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 공지된 임의의 적절한 커플

링제, 예컨대, 예를 들어 DCC, DIC, HATU, HBTU, TBTU 및 본원에 기재된 다른 활성화제가 사용될 수 있다.  일

부 실시양태에서, 연결기는 말레이미도-중합체(0.1-2.5 kDa)-COOH, 아이오도아세틸-중합체(0.1-2.5 kDa)-COOH,

말레이미도-중합체(0.1-2.5 kDa)-NHS 또는 아이오도아세틸-중합체(0.1-2.5 kDa)-NHS이다.

일부 실시양태에서, 연결기는 아미노산, 디펩티드, 트리펩티드 또는 폴리펩티드로 구성되며, 여기서 아미노산,[0283]

디펩티드, 트리펩티드 또는 폴리펩티드는 본원에 기재된 바와 같은 적어도 2개의 활성화 기를 포함한다.  일부

실시양태에서, 연결기 (L)는 아미노, 에테르, 티오에테르, 말레이미도, 디술피드, 아미드, 에스테르, 티오에스

테르, 알켄, 시클로알켄, 알킨, 트리아졸, 카르바메이트, 카르보네이트, 카텝신 B-절단가능 및 히드라존으로 이

루어진 군으로부터 선택된 모이어티를 포함한다.

일부 실시양태에서, L은 1 내지 약 60개 또는 1 내지 30개 또는 그 초과의 원자, 2 내지 5개의 원자, 2 내지 10[0284]

개의  원자,  5  내지  10개의  원자  또는  10  내지  20개의  원자의  길이의  원자의  쇄를  포함한다.   일부

실시양태에서, 쇄 원자는 모두 탄소 원자이다.  일부 실시양태에서, 링커의 백본 내의 쇄 원자는 C, O, N 및 S

로 이루어진 군으로부터 선택된다.  쇄 원자 및 링커는 일부 경우에 보다 가용성인 접합체를 제공하도록 그의

예상된 용해도 (친수성)에 따라 선택된다.  일부 실시양태에서, L은 표적 조직 또는 기관 또는 세포에서 발견되

는 효소 또는 다른 촉매 또는 가수분해 조건에 의한 절단에 적용되는 관능기를 제공한다.  일부 실시양태에서,
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L의 길이는 입체 장애의 가능성을 감소시키기에 충분히 길다.

일부 실시양태에서, L은 생물학적 유체, 예컨대 혈액 또는 혈액 분획에서 안정하다.  일부 실시양태에서, L은[0285]

혈청에서 적어도 5분 동안 안정하고, 예를 들어 혈청에서 5분의 기간 동안 인큐베이션되는 경우에 접합체의

25%, 20%, 15%, 10% 또는 5% 미만이 절단된다.  다른 실시양태에서, L은 혈청에서 적어도 10 또는 20 또는 25

또는 30 또는 60 또는 90 또는 120분, 또는 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 18 또는 24시간 동안 안정하다.

이들 실시양태에서, L은 생체내에서 가수분해를 겪을 수 있는 관능기를 포함하지 않는다.  일부 예시적인 실시

양태에서, L은 혈청에서 적어도 약 72시간 동안 안정하다.  생체내에서 유의한 가수분해를 겪을 수 없는 관능기

의 비제한적 예는 아미드, 에테르 및 티오에테르를 포함한다.

일부 실시양태에서, L은 생체내에서 가수분해성이다.  이들 실시양태에서, L은 생체내에서 가수분해를 겪을 수[0286]

있는 관능기를 포함한다.  생체내에서 가수분해를 겪을 수 있는 관능기의 비제한적 예는 에스테르, 무수물 및

티오에스테르를 포함한다.

일부 예시적인 실시양태에서, L은 37℃의 혈장에서 불안정하고, 3시간 이내에 실질적인 가수분해를 겪으며, 6시[0287]

간 내에 완전한 가수분해를 겪는다.  일부 예시적인 실시양태에서, L은 불안정하지 않다.

일부 실시양태에서, L은 생체내에서 준안정하다.  이들 실시양태에서, L은 임의로 일정 기간에 걸쳐 생체내에서[0288]

화학적으로 또는 효소적으로 절단될 수 있는 관능기 (예를 들어, 산-불안정성, 환원-불안정성 또는 효소-불안정

성 관능기)를 포함한다.  이들 실시양태에서, L은, 예를 들어 히드라존 모이어티, 디술피드 모이어티 또는 카텝

신-절단가능한 모이어티를 포함할 수 있다.  L이 준안정한 경우에, 임의의 특정한 이론에 얽매이는 것을 의도하

지는 않지만, 표적화 도메인-L-M 접합체는 세포외 환경에서는 안정하나, 예를 들어 상기 기재된 기간 동안 혈청

에서는 안정하나, 세포내 환경 또는 세포내 환경을 모방하는 조건에서는 불안정하여, 세포 내로의 진입 시 절단

된다.  일부 실시양태에서, L이 준안정한 경우에, L은 적어도 약 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,

34, 35, 36, 42 또는 48시간, 예를 들어 적어도 약 48, 54, 60, 66 또는 72시간, 또는 약 24-48, 48-72, 24-

60, 36-48, 36-72 또는 48-72시간 동안 혈청에서 안정하다.

일부 경우에, 적합한 중합체 백본은 화학식 X-중합체-LY를 가지며, 여기서 중합체는 폴리(에틸렌 글리콜)이고,[0289]

X는 아지드 기와 반응하지 않는 관능기이고, Y는 적합한 이탈기이다.  적합한 관능기의 예는 히드록실, 보호된

히드록실, 아세탈, 알케닐, 아민, 아미노옥시, 보호된 아민, 보호된 히드라지드, 보호된 티올, 카르복실산, 보

호된 카르복실산, 말레이미드, 디티오피리딘 및 비닐피리딘 및 케톤을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.  적합

한 이탈기의 예는 클로라이드, 브로마이드, 아이오다이드, 메실레이트, 트레실레이트 및 토실레이트를 포함하나

이에 제한되지는 않는다.

링커는 넓은 범위의 분자량 또는 분자 길이를 가질 수 있다.  표적화 도메인과 연결된 엔티티 사이에 또는 연결[0290]

된 엔티티와 그의 결합 파트너 (존재하는 경우) 사이에 목적하는 공간적 관계 또는 입체형태를 제공하기 위해

보다 큰 또는 보다 작은 분자량 링커가 사용될 수 있다.  또한, 표적화 도메인과 연결된 엔티티 사이에 또는 연

결된 엔티티와 그의 결합 파트너 사이에 목적하는 공간 또는 가요성을 제공하기 위해 보다 긴 또는 보다 짧은

분자 길이를 갖는 링커가 사용될 수 있다.

일부 실시양태에서, 링커는 a) 중합체 백본의 적어도 제1 말단 상의 아지드, 알킨, 히드라진, 히드라지드, 히드[0291]

록실아민 또는 카르보닐-함유 모이어티; 및 b) 중합체 백본의 제2 말단 상의 적어도 제2 관능기를 포함하는 덤

벨 구조를 갖는 수용성 이관능성 링커를 포함한다.  제2 관능기는 제1 관능기와 동일하거나 상이할 수 있다.

제2 관능기는 일부 실시양태에서 제1 관능기와 반응성이 아니다.  일부 실시양태에서, 수용성 화합물은 분지형

분자 구조의 적어도 1개의 아암을 포함한다.  예를 들어, 분지형 분자 구조는 수지상일 수 있다.

예시적인 실시양태에서, 중합체는 링커를 통해 표적화 도메인 또는 변형된 표적화 도메인에 연결된다.  예를 들[0292]

어, 링커는 한 말단에서 중합체 - 예컨대 알부민 결합 모이어티 - 에 결합하고 다른 말단에서 폴리펩티드 백본

상의 임의의 이용가능한 위치에 결합하는 1 또는 2개의 아미노산을 포함할 수 있다.  추가의 예시적인 링커는

친수성 링커, 예컨대 적어도 5개의 비-수소 원자를 포함하는 화학적 모이어티를 포함하며, 여기서 이들의 30-

50%는 N 또는 O이다.

임의로, 다중 표적화 도메인 또는 변형된 표적화 도메인 분자는 링커 폴리펩티드에 의해 연결될 수 있으며, 여[0293]

기서 상기 링커 폴리펩티드는 임의로 1, 1-2, 1-3, 1-4, 1-5, 1-6, 1-7, 1-8, 1-9, 1-10, 1-11, 1-12개의 아미

노산 길이이고, 더 긴 길이이며, 여기서 임의로 한 표적화 도메인의 N-말단은 링커 폴리펩티드의 C-말단에 융합

되고, 링커 폴리펩티드의 N-말단은 또 다른 표적화 도메인의 N-말단에 융합된다.
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본원에 사용된 용어 "친전자성 기", "친전자체" 등은 전자 쌍을 수용하여 공유 결합을 형성할 수 있는 원자 또[0294]

는 원자단을 지칭한다.  본원에 사용된 "친전자성 기"는 할라이드, 카르보닐 및 에폭시드 함유 화합물을 포함하

나 이에 제한되지는 않는다.  통상의 친전자체는 할라이드, 예컨대 티오포스겐, 글리세린 디클로로히드린, 프탈

로일 클로라이드, 숙시닐 클로라이드, 클로로아세틸 클로라이드, 클로로숙시닐 클로라이드 등; 케톤, 예컨대 클

로로아세톤, 브로모아세톤 등; 알데히드, 예컨대 글리옥살 등; 이소시아네이트, 예컨대 헥사메틸렌 디이소시아

네이트, 톨릴렌 디이소시아네이트, 메타-크실릴렌 디이소시아네이트, 시클로헥실메탄-4,4-디이소시아네이트 및

이들 화합물의 유도체를 포함한다.

본원에 사용된 용어 "친핵성 기", "친핵체" 등은 공유 결합을 형성할 수 있는 전자 쌍을 갖는 원자 또는 원자단[0295]

을 지칭한다.  이러한 유형의 기는 음이온성 기로서 반응하는 이온화가능한 기일 수 있다.  본원에 사용된 "친

핵성 기"는 히드록실, 1급 아민, 2급 아민, 3급 아민 및 티올을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.

일반적으로, 탄소 친전자체는 탄소 친핵체를 포함한 상보적 친핵체에 의해 공격받기 쉬우며, 여기서 공격 친핵[0296]

체는 전자 쌍을 탄소 친전자체에 가져와 친핵체와 탄소 친전자체 사이에 새로운 결합을 형성한다.

탄소 친핵체의 비제한적 예는 알킬, 알케닐, 아릴 및 알키닐 그리냐르, 유기리튬, 유기아연, 알킬-, 알케닐, 아[0297]

릴- 및 알키닐-주석 시약 (유기스탄난), 알킬-, 알케닐-, 아릴- 및 알키닐-보란 시약 (유기보란 및 유기보로네

이트)을 포함하나 이에 제한되지는 않으며; 이들 탄소 친핵체는 물 또는 극성 유기 용매 중에서 동역학적으로

안정하다는 이점을 갖는다.  탄소 친핵체의 다른 비제한적 예는 인 일리드, 엔올 및 엔올레이트 시약을 포함하

며; 이들 탄소 친핵체는 합성 유기 화학 기술분야의 통상의 기술자에게 널리 공지된 전구체로부터 생성하기가

비교적 용이하다는 이점을 갖는다.  탄소 친핵체는, 탄소 친전자체와 함께 사용되는 경우에, 탄소 친핵체와 탄

소 친전자체 사이에 새로운 탄소-탄소 결합을 생성한다.

탄소 친전자체에 커플링시키기에 적합한 비-탄소 친핵체의 비제한적 예는 1급 및 2급 아민, 티올, 티올레이트[0298]

및 티오에테르, 알콜, 알콕시드, 아지드, 세미카르바지드 등을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.  이들 비-탄

소 친핵체는, 탄소 친전자체와 함께 사용되는 경우에, 전형적으로 헤테로원자 연결 (C-X-C)을 생성하며, 여기서

X는 산소, 황 또는 질소를 포함하나 이에 제한되지는 않는 헤테로원자이다.

일부 경우에, 본원에 사용된 중합체는 한 말단에서 히드록시 또는 메톡시로 종결되며, 즉 X는 H 또는 CH3 ("메[0299]

톡시 PEG")이다.  대안적으로, 중합체는 반응성 기로 종결되어 이관능성 중합체를 형성할 수 있다.  전형적인

반응성 기는 20종의 통상의 아미노산에서 발견되는 관능기 (말레이미드 기, 활성화된 카르보네이트 (p-니트로페

닐 에스테르를 포함하나 이에 제한되지는 않음), 활성화된 에스테르 (N-히드록시숙신이미드, p-니트로페닐 에스

테르를 포함하나 이에 제한되지는 않음) 및 알데히드를 포함하나 이에 제한되지는 않음)와 반응하는 데 통상적

으로 사용되는 반응성 기, 뿐만 아니라 20종의 통상의 아미노산에 대해 불활성이지만 상보적 관능기 (아지드

기, 알킨 기를 포함하나 이에 제한되지는 않음)와 특이적으로 반응하는 관능기를 포함할 수 있다.  상기 화학식

에서 Y로 나타낸 중합체의 다른 말단은 아미노산을 통해 표적화 도메인에 직접적으로 또는 간접적으로 부착될

것임을 주목한다.  예를 들어, Y는 폴리펩티드의 아민 기 (리신의 엡실론 아민 또는 N-말단을 포함하나 이에 제

한되지는 않음)에 대한 아미드, 카르바메이트 또는 우레아 연결이다.  대안적으로, Y는 티올 기 (시스테인의 티

올 기를 포함하나 이에 제한되지는 않음)에 대한 말레이미드 연결이다.  대안적으로, 중합체 상의 알킨 기는 표

적화 도메인에 존재하는 아지드 기와 반응하여 유사한 생성물을 형성할 수 있다.  일부 실시양태에서, 강한 친

핵체 (히드라진, 히드라지드, 히드록실아민, 세미카르바지드를 포함하나 이에 제한되지는 않음)는 표적화 도메

인에 존재하는 알데히드 또는 케톤 기와 반응하여, 히드라존, 옥심 또는 세미카르바존 (적용가능한 경우)을 형

성할 수 있으며, 이는 일부 경우에 적절한 환원제로의 처리에 의해 추가로 환원될 수 있다.  대안적으로, 강한

친핵체는 아미노산을 통해 표적화 도메인 내로 혼입되고, 수용성 중합체에 존재하는 케톤 또는 알데히드 기와

우선적으로 반응하는 데 사용될 수 있다.

실제적으로 요망되는 경우에, 약 0.1 달톤 (Da) 내지 2,500 Da 또는 그 초과를 포함하나 이에 제한되지는 않는,[0300]

중합체를 위한 임의의 분자 질량이 사용될 수 있다.  중합체의 분자량은 약 100 Da 내지 약 5,000 Da 또는 그

초과를 포함하나 이에 제한되지는 않는 넓은 범위일 수 있다.  일부 경우에, 중합체는 50-5000 Da, 50-3000 Da,

50-2500 Da, 100-2500 Da, 250-2500 Da, 250-5000 Da 또는 500-5000 Da이다.  분지쇄 중합체는 각각의 쇄가

0.1-5 kDa, 0.1-4 kDa, 0.1-3 kDa, 0.1-2.5 kDa, 0.1-1.5 kDa 범위의 분자량을 갖는 중합체 분자를 포함하나

이에 제한되지는 않는다.

중합체는 약 800 Da 내지 약 100,000 Da의 평균 분자량을 갖는 수용성 중합체 백본을 포함하는 아지드- 및 아세[0301]

공개특허 10-2024-0139054

- 85 -



틸렌-함유 중합체 유도체를 포함할 수 있다.  수용성 중합체의 중합체 백본은 폴리(에틸렌 글리콜)일 수 있다.

그러나, 폴리(에틸렌)글리콜 및 다른 관련 중합체, 예컨대 폴리(덱스트란) 및 폴리(프로필렌 글리콜)을 포함하

나 이에 제한되지는 않는 매우 다양한 수용성 중합체가 또한 존재하며, 용어 PEG 또는 폴리(에틸렌 글리콜)의

사용은 모든 이러한 분자를 포괄하고 포함하는 것으로 의도된다는 것이 이해되어야 한다.  용어 PEG는 이관능성

PEG, 멀티아암형 PEG, 유도체화 PEG, 포크형 PEG, 분지형 PEG, 펜던트 PEG (즉, 중합체 백본에 펜던트된 1개 이

상의 관능기를 갖는 PEG 또는 관련 중합체) 또는 그 안에 분해가능한 연결을 갖는 PEG를 포함한 임의의 그의 형

태의 폴리(에틸렌 글리콜)을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.

중합체의 이들 형태 이외에도, 중합체는 또한 백본에 약한 또는 분해가능한 연결을 갖도록 제조될 수 있다.  예[0302]

를 들어, 중합체는 가수분해에 적용되는 중합체 백본에 에스테르 연결을 갖도록 제조될 수 있다.  하기 제시된

바와 같이, 이러한 가수분해는 중합체의 보다 저분자량의 단편으로의 절단을 유발한다: -중합체-CO2-중합체-+H2O

→ 중합체-CO2H+HO-중합체-

링커는 중합체, 예컨대 수용성 백본을 포함하는 중합체를 포함할 수 있다.  일부 실시양태에서, 수용성인 중합[0303]

체 백본은 2 내지 약 300개의 말단을 포함한다.  적합한 중합체의 예는 다른 폴리(알킬렌 글리콜), 예컨대 폴리

(프로필렌 글리콜) ("PPG"), 그의 공중합체 (에틸렌 글리콜과 프로필렌 글리콜의 공중합체를 포함하나 이에 제

한되지는 않음), 그의 삼원공중합체, 그의 혼합물 등을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.  중합체 백본의 각각

의 쇄의 분자량은 달라질 수 있지만, 이는 전형적으로 약 800 Da 내지 약 100,000 Da, 종종 약 6,000 Da 내지

약 80,000 Da의 범위이다.  중합체 백본의 각각의 쇄의 분자량은 약 100 Da 내지 약 100,000 Da, 예컨대 비제한

적으로 100,000 Da, 95,000 Da, 90,000 Da, 85,000 Da, 80,000 Da, 75,000 Da, 70,000 Da, 65,000 Da, 60,000

Da, 55,000 Da, 50,000 Da, 45,000 Da, 40,000 Da, 35,000 Da, 30,000 Da, 25,000 Da, 20,000 Da, 15,000 Da,

10,000 Da, 9,000 Da, 8,000 Da, 7,000 Da, 6,000 Da, 5,000 Da, 4,000 Da, 3,000 Da, 2,000 Da, 1,000 Da,

900 Da, 800 Da, 700 Da, 600 Da, 500 Da, 400 Da, 300 Da, 200 Da 및 100 Da일 수 있다.  일부 실시양태에서,

중합체 백본의 각각의 쇄의 분자량은 약 100 Da 내지 약 50,000 Da이다.  일부 실시양태에서, 중합체 백본의 각

각의 쇄의 분자량은 약 100 Da 내지 약 40,000 Da이다.  일부 실시양태에서, 중합체 백본의 각각의 쇄의 분자량

은 약 1,000 Da 내지 약 40,000 Da이다.  일부 실시양태에서, 중합체 백본의 각각의 쇄의 분자량은 약 5,000 Da

내지 약 40,000  Da이다.   일부 실시양태에서, 중합체 백본의 각각의 쇄의 분자량은 약 10,000  Da  내지 약

40,000 Da이다.

적절한 생리학상 절단가능한 연결은 에스테르, 카르보네이트 에스테르, 카르바메이트, 술페이트, 포스페이트,[0304]

아실옥시알킬 에테르, 아세탈 및 케탈을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.  이러한 접합체는 저장 시 및 투여

시 안정한 생리학상 절단가능한 결합을 보유해야 한다.  예를 들어, 중합체에 연결된 표적화 도메인 또는 변형

된 표적화 도메인은 최종 제약 조성물의 제조 시, 적절한 전달 비히클 (사용되는 경우) 중에서의 용해 시, 및

경로에 상관없이 투여 시, 그의 완전성을 유지하여야 한다.

본 발명은 또한 US 2017/0182181 (본원에 참조로 포함됨)에 개시된 약물 접합체의 세포내 전달을 위한 조정가능[0305]

한 안정성을 갖는 포스페이트-기반 링커를 포함한다.  포스페이트-기반 링커는 원위에서 근위 방향으로 조정 요

소, 임의로 스페이서 요소 및 반응성 관능기를 포함하는 링커 아암의 원위 단부에 공유 연결된 모노포스페이트,

디포스페이트, 트리포스페이트 또는 테트라포스페이트 기 (포스페이트 기)를 포함한다.  포스페이트-기반 링커

의 포스페이트 기는 페이로드에 접합될 수 있고, 반응성 관능기는 세포-특이적 표적화 리간드, 예컨대 항체에

접합될 수 있다.  포스페이트-기반 링커의 일반적 구조는 다음과 같다: 포스페이트 기-조정 요소-임의적 스페이

서 요소-관능성 반응성 기.  페이로드에 접합된 포스페이트-기반 링커는 하기 일반적 구조: 페이로드-포스페이

트 기-조정 요소-임의적 스페이서 요소-관능성 반응성 기를 갖고, 표적화 리간드에 접합된 경우에는 일반적 구

조: 페이로드-포스페이트 기-조정 요소-임의적 스페이서 요소-표적화 리간드를 갖는다.  이들 포스페이트-기반

링커는 혈액 대 세포내 환경 (예를 들어, 리소솜 구획)에서 분화되고 조정가능한 안정성을 갖는다.  포스페이트

기가 세포내 환경에서 절단되어 페이로드를 그의 천연 또는 활성 형태로 방출시키는 속도는 조정 요소의 구조에

의해  영향을  받을  수  있으며,  추가의  효과는  포스페이트  기의  치환뿐만  아니라  포스페이트  기가

모노포스페이트, 디포스페이트, 트리포스페이트 또는 테트라포스페이트인지 여부에 의해 매개된다.  추가로, 이

들 포스페이트-기반 링커는 본원에 개시된 바와 같은 포스페이트-기반 링커가 아닌 링커를 사용하여 항체 또는

표적화 리간드에 동일한 페이로드가 접합된 접합체와 비교하여 접합체의 응집체 형성 경향이 감소되는 접합체,

예컨대 항체-약물 접합체를 구축하는 능력을 제공한다.

일부 경우에, 표적화 도메인은 본원에 기재된 방법을 통해 수용성 중합체를 통해 페이로드에 연결된다.  일부[0306]
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실시양태에서, 방법은 반응성 아미노산 측쇄를 포함하는 단리된 표적화 도메인을 링커와 접촉시키는 것을 포함

한다.  일부 경우에, 접합체는 표적화 도메인 상에 존재하는 관능기를 링커 상에 존재하는 반응성 기와 반응시

킴으로써 합성된다.  일부 경우에, 접합체는 링커 상에 존재하는 관능기를 페이로드 상에 존재하는 반응성 기와

반응시킴으로써 합성된다.  일부 경우에, 페이로드-링커 모이어티는 표적화 도메인에 접합된다.  일부 경우에,

표적화 도메인-링커 모이어티는 페이로드에 접합된다.  일부 실시양태에서, 표적화 도메인은 수용성 중합체를

포함하는 링커에 연결된다.

다른 실시양태에서, 표적화 도메인은 링커를 통해 페이로드에 접합된다.  일부 경우에, 링커는 중합체를 포함한[0307]

다.  일부 실시양태에서, 표적화 도메인은 링커, 중합체 또는 생물학적 활성 분자에 직접적으로 또는 간접적으

로 접합된다.  일부 실시양태에서, 링커는 절단가능한 또는 비-절단가능한 링커이다.

일부 실시양태에서, 링커는 0.1kDa 내지 5kDa이다.  다른 실시양태에서, 링커는 0.1kDa 내지 2.5kDa이다.  다른[0308]

실시양태에서, 링커 또는 중합체는 선형, 분지형, 다량체 또는 덴드리머이다.  또 다른 실시양태에서, 링커 또

는 중합체는 이관능성 또는 다관능성 링커 또는 이관능성 또는 다관능성 중합체이다.

다른 실시양태에서,  중합체는 수용성 중합체이다.   다른  실시양태에서,  수용성 중합체는 폴리에틸렌 글리콜[0309]

(PEG)이다.   일부 실시양태에서, PEG는 0.1kDa  내지 10kDa의 분자량을 갖는다.  다른 실시양태에서, PEG는

0.1kDa 내지 5kDa의 분자량을 갖는다.  다른 실시양태에서, PEG는 0.1kDa 내지 4kDa의 분자량을 갖는다.  다른

실시양태에서, PEG는 0.1kDa 내지 3kDa의 분자량을 갖는다.  다른 실시양태에서, PEG는 0.1kDa 내지 2kDa의 분

자량을 갖는다.  다른 실시양태에서, PEG는 0.1kDa 내지 2.5kDa의 분자량을 갖는다.  일부 실시양태에서, 폴리

(에틸렌 글리콜) 분자는 약 0.1 kDa 내지 약 10 kDa의 분자량을 갖는다.  일부 실시양태에서, 폴리(에틸렌 글리

콜) 분자는 0.1 kDa 내지 50 kDa의 분자량을 갖는다.  일부 실시양태에서, 폴리(에틸렌 글리콜)은 0.1 kDa 내지

2.5  kDa  또는  0.2  내지  2.2  kDa  또는  0.5  kDa  내지  2  kDa의  분자량을 갖는다.   예를 들어,  폴리(에틸렌

글리콜) 중합체의 분자량은 일부 경우에 약 0.5 kDa 또는 약 1 kDa 또는 약 2 kDa 또는 약 2.5 kDa이다.  예를

들어,  폴리(에틸렌  글리콜)  중합체의  분자량은  일부  경우에  0.1  kDa  또는  0.5  kDa  또는  1  kDa  또는  2.5

kDa이다.  일부 실시양태에서, 폴리(에틸렌 글리콜) 분자는 분지형 PEG이다.  일부 실시양태에서, 폴리(에틸렌

글리콜) 분자는 분지형 1K PEG이다.  일부 실시양태에서, 폴리(에틸렌 글리콜) 분자는 분지형 2.5K PEG이다.

일부 실시양태에서, 폴리(에틸렌 글리콜) 분자는 분지형 5K PEG이다.  일부 실시양태에서, 폴리(에틸렌 글리콜)

분자는 선형 PEG이다.  일부 실시양태에서, 폴리(에틸렌 글리콜) 분자는 선형 2.5K PEG이다.  일부 실시양태에

서, 폴리(에틸렌 글리콜) 분자는 선형 10K PEG이다.  일부 실시양태에서, 폴리(에틸렌 글리콜) 분자는 선형 2K

PEG이다.  일부 실시양태에서, 폴리(에틸렌 글리콜) 분자는 선형 0.5K PEG이다.  일부 실시양태에서, 폴리(에틸

렌 글리콜) 중합체의 분자량은 평균 분자량이다.  특정 실시양태에서, 평균 분자량은 수 평균 분자량 (Mn)이다.

평균 분자량은 GPC 또는 SEC, SDS/PAGE 분석, RP-HPLC, 질량 분광측정법 또는 모세관 전기영동을 사용하여 결정

또는 측정될 수 있다.

치료 방법[0310]

본원에 기재된 접합체는 상태 및/또는 질환을 치료하는 데 사용될 수 있다.  일부 경우에, 질환은 증식성 질환[0311]

을 포함한다.  일부 경우에, 증식성 질환은 암을 포함한다.  일부 경우에, 암은 1개 이상의 종양을 포함한다.

일부 경우에, 암은 고형 또는 액상 종양을 포함한다.  일부 경우에, 접합체는 급속하게 분열하는 세포, 예컨대

종양 세포를 사멸시키거나 그의 성장을 억제하기 위해 투여된다.  일부 경우에, 증식성 질환 또는 상태의 치료

를 필요로 하는 대상체에서 증식성 질환 또는 상태를 치료하는 방법은 대상체에게 치료 유효량의 본원에 기재된

접합체를 투여하는 것을 포함한다.  일부 실시양태에서, 증식성 질환 또는 상태는 암이다.  일부 실시양태에서,

암은  고형  종양  암이다.   일부  실시양태에서,  고형  종양  암은  방광암,  골암,  뇌암,  유방암,  결장직장암,

식도암, 안암, 두경부암, 신장암, 폐암, 흑색종, 난소암, 췌장암 또는 전립선암이다.  일부 경우에, 질환은 PCa

(전립선암), CRPCa (거세 저항성 전립선암), 고형 종양 (신생혈관계), NSCLC (비소세포 폐암), HNSCC (두경부

편평 세포 암종), ESCC (식도암), GC (위암), CRC (결장직장암), SCLC (소세포 폐암), MPM (중피종), PDAC (췌

장관 선암종), ALL (급성 림프모구성 백혈병), AML (급성 골수성 백혈병), MDS (골수이형성 증후군), MSI-고 종

양, 흑색종, DLBCL (미만성 대 B 세포 림프종), 자궁내막암, 자궁경부암, 방광암, BrCa (유방암), TNBC (삼중

음성 유방암), NE-PCa (신경내분비 전립선암), GBM (교모세포종) 및 RCC (신세포 암종)를 포함한다.

일부 경우에, 본원에서 표적화된 종양 세포는 1개 이상의 표적을 과다발현한다.  일부 경우에, 표적은 표면 마[0312]

커 또는 수용체를 포함한다.  일부 경우에, 표적은 PSMA, EGFR, EGFRviii, MSLN, CEA, DLL3, FAP, CD33, HER3,

PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1, Muc16, LRP5, LRP6, endo180, LIV-1, SLAMF7, PTK7, GPR20, CDH6,
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CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6, DLL1, NOTCH3 rec, NaPi2b, CD16, GCC, SSTR2, CAIX, CAXII, MC1R, CXCR4, B1R,

GRPR, STEAP1, CD70, CD46, CD166, CLL-1, ADAM9, cKIT, CD36, CD73, ITGaVb3, ITGaVb6, GPC-1, CD38, CD51,

FGFR3, Ly6E, CD44v6, ENPP3, CXCR3, CXCR5, FcRH5, VEGF, VEGFR2, CD45, CCR4, CD25, 5T4, ROR1, TROP-2,

NECTIN4, cMET, CD19, CD22, CD30, CD33, CD123, BCMA, CD79b, AXL, RON, B7-H3, B7-H4, KAAG1, Muc1, ADAM-

9, GPNMB, EDB 피브로넥틴, 조직 인자, GPNMB, FolRa, ALPP, ALPPL2, MT1-MMP, CLDN18.2, CLDN6, CLDN9, p카드

헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM 중 하나 이상으로부터 선택된다.  일부 경우에, 표적은 PSMA, EGFR, EGFRviii,

MSLN, CEA, DLL3, FAP, CD33, HER3, PD-L1, EphA2, EphA4, HER2, SIRPa, DLK1, Muc16, LRP5, LRP6, endo180,

LIV-1, SLAMF7, PTK7, GPR20, CDH6, CSP-1, CD71, PRLR, SEZ6, DLL1, NOTCH3 rec, NaPi2b, CD16, GCC, SSTR2,

CAIX,  CAXII,  MC1R,  CXCR4,  B1R,  GRPR,  STEAP1,  CD70,  CD46,  CD166,  CLL-1,  ADAM9,  cKIT,  CD36,  CD73,

ITGaVb3,  ITGaVb6,  GPC-1,  CD38,  CD51,  FGFR3,  Ly6E, CD44v6, ENPP3, CXCR3, CXCR5, FcRH5, VEGF, VEGFR2,

CD45, CCR4, CD25, 5T4, ROR1, TROP-2, NECTIN4, cMET, CD19, CD22, CD30, CD33, CD123, BCMA, CD79b, AXL,

RON, B7-H3, B7-H4, KAAG1, Muc1, ADAM-9, GPNMB, EDB 피브로넥틴, 조직 인자, GPNMB, FolRa, ALPP, ALPPL2,

MT1-MMP, CLDN18.2, CLDN6, CLDN9, p카드헤린, CEACAM6, CD47 및 EpCAM 중 둘 이상으로부터 선택된다.  일부

경우에, 접합체는 접합체가 종양 세포 상의 1개 이상의 표적에 결합되는 경우에 페이로드를 종양 세포에 가져오

고, 페이로드는 종양 세포를 사멸시키거나, 억제하거나 또는 그의 성장을 늦춘다.

일부 경우에, 본원의 접합체는 특정한 세포 또는 세포 군을 영상화하기 위해 투여된다.  일부 경우에, 세포 또[0313]

는 세포 군은 종양 세포이거나 또는 종양 미세환경에 존재한다.  일부 경우에, 접합체가 종양 세포 상의 1개 이

상의 표적에 결합되고 페이로드가 영상화제 (예컨대 시각적 염료 또는 방사성표지)인 경우에, 접합체는 페이로

드를 종양 세포에 가져오고, 종양 세포는 접합체와 종양 세포의 회합의 결과로서 영상화된다.

제약 조성물은 치료 (또는 예방)될 질환에 적절한 방식으로 투여된다.  적절한 용량 및 적합한 투여 지속기간[0314]

및 빈도는 환자의 상태, 환자의 질환의 유형 및 중증도, 활성 성분의 특정한 형태 및 투여 방법과 같은 인자에

의해 결정될 것이다.  일반적으로, 적절한 용량 및 치료 요법은 조성물(들)을 치료적 및/또는 예방적 이익 (예

를 들어, 개선된 임상 결과)을 제공하거나 또는 증상 중증도를 경감시키기에 충분한 양으로 제공한다.  최적 용

량은 일반적으로 실험 모델 및/또는 임상 시험을 사용하여 결정된다.  최적 용량은 환자의 체질량, 체중 또는

혈액량에 좌우된다.

한 실시양태에서, 본원에 기재된 주사가능한 제약 조성물은 개시된 접합체의 주사가능한 제약 조성물 중 어느[0315]

하나의 투여로부터 이익을 얻을 포유동물에서의 질환 또는 상태의 치료를 위한 의약의 제조에 사용된다.  본원

에 기재된 임의의 질환 또는 상태의 치료를 필요로 하는 포유동물에서 이러한 질환 또는 상태를 치료하는 방법

은 상기 포유동물에게 본원에 기재된 적어도 1종의 화합물 또는 그의 제약상 허용되는 염, 활성 대사물, 전구약

물 또는 제약상 허용되는 용매화물을 치료 유효량으로 포함하는 제약 조성물을 투여하는 것을 포함한다.

특정 실시양태에서, 본원에 기재된 화합물(들)을 함유하는 조성물은 예방적 및/또는 치유적 치료를 위해 투여된[0316]

다.  특정 치료 용도에서, 조성물은 질환 또는 상태를 이미 앓고 있는 환자에게 질환 또는 상태의 증상 중 적어

도 하나를 치유하거나 또는 적어도 부분적으로 정지시키기에 충분한 양으로 투여된다.  이러한 용도에 효과적인

양은 질환 또는 상태의 중증도 및 경과, 선행 요법, 환자의 건강 상태, 체중 및 약물에 대한 반응 및 치료하는

의사의 판단에 좌우된다.  치료 유효량은 용량 증량 및/또는 용량 범위설정 임상 시험을 포함하나 이에 제한되

지는 않는 방법에 의해 임의로 결정된다.

예방 용도에서, 본원에 기재된 화합물을 함유하는 조성물은 특정한 질환, 장애 또는 상태에 걸리기 쉽거나 또는[0317]

달리 그의 위험이 있는 환자에게 투여된다.  이러한 양은 "예방 유효량 또는 예방 유효 용량"인 것으로 정의된

다.  이러한 용도에서, 정확한 양은 또한 환자의 건강 상태, 체중 등에 좌우된다.  환자에서 사용되는 경우에,

이러한 용도를 위한 유효량은 질환, 장애 또는 상태의 중증도 및 경과, 선행 요법, 환자의 건강 상태 및 약물에

대한 반응 및 치료하는 의사의 판단에 좌우될 것이다.  한 측면에서, 예방적 치료는 질환 또는 상태의 증상의

복귀를 예방하기 위해, 포유동물, 즉 치료될 질환의 적어도 1종의 증상을 이전에 경험하였고 현재 완화 상태인

포유동물에게 본원에 기재된 화합물 또는 그의 제약상 허용되는 염을 포함하는 제약 조성물을 투여하는 것을 포

함한다.

특정 실시양태에서, 화합물의 투여는 환자의 질환 또는 상태의 증상을 호전시키거나 또는 달리 제어하거나 또는[0318]

제한하기 위해 만성적으로, 즉 환자의 삶의 지속기간 전반을 포함한 연장된 기간 동안 투여된다.

제조 방법[0319]
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본원에 기재된 접합체는 생체내 또는 시험관내 방법 또는 방법의 조합을 사용하여 합성될 수 있다.  일부 경우[0320]

에, 방법은 생체내 방법이다.  일부 경우에, 방법은 시험관내 방법이다.  일부 경우에, 비천연 아미노산을 포함

하는 표적화 도메인은 생체내 합성되고, 페이로드는 시험관내 화학적 방법을 사용하여 부착된다.

일부 경우에, 방법은 생체외 방법이다.  일부 경우에, 천연 아미노산 돌연변이 또는 비천연 아미노산 돌연변이[0321]

를 포함하는 본원에 기재된 접합체는 재조합적으로 생산되거나 또는 화학적으로 합성된다.  일부 경우에, 본원

에 기재된 표적화 도메인은, 예를 들어 숙주 세포 시스템에 의해 또는 무세포 시스템에서 재조합적으로 생산된

다.

일반적으로, 비-표준 아미노산을 포함하는 표적 폴리펩티드를 제조하는 방법이 공지되어 있다.  일부 경우에,[0322]

비천연 아미노산에 동족인 아미노-아실 tRNA 신테타제/tRNA 쌍은 이것이 사용되는 세포의 세포 성분에 대해 직

교성이다.  외인성 아미노-아실 tRNA 신테타제/tRNA 쌍의 직교성 (및 따라서 적합성)은 숙주 유기체의 유형에

의존성이다.  4종의 주요 직교 아미노아실-tRNA 신테타제가 유전자 코드 확장을 위해 개발되었다: 메타노코쿠스

잔나쉬이(Methanococcus  jannaschii)  티로실-tRNA  신테타제  (MjTyrRS)/tRNACUA  쌍,  에스케리키아  콜라이

(Escherichia  coli)  티로실-tRNA  신테타제  (EcTyrRS)/tRNACUA  쌍,  이.  콜라이  류실-tRNA  신테타제

(EcLeuRS)/tRNACUA  쌍  및  특정  메타노사르시나(Methanosarcina)로부터의  피롤리실-tRNA  신테타제

(PylRS)/tRNACUA (tRNA
pyl
) 쌍.  PylRS/tRNACUA 쌍은 박테리아, 진핵 세포 및 동물에서 직교성이다 (예를 들어, 문

헌 [Chin, Jason W. "Expanding and reprogramming the genetic code of cells and animals." Annual review

of biochemistry 83 (2014): 379-408] 참조).

일부 경우에, 본원에 제공된 비천연 아미노산 (UAA)은 피롤리실-tRNA 신테타제 (tRNA
pyl
)를 사용하여 혼입된다.[0323]

비천연 아미노산 (UAA)은 번역에 사용될 수 있도록 전달 RNA 분자 (tRNA) 상에 도입된다.  그러나, tRNA에 대한

비천연 아미노산의 부착이 반드시 자연 발생 아미노아실-tRNA 신테타제에 의해 달성되는 것은 아닐 수 있다.

따라서, 조작된 아미노아실-tRNA 신테타제, 예컨대 생성된 tRNA
pyl
 돌연변이체 라이브러리로부터 제조 및 선택된

조작된 tRNA
pyl
은 목적하는 UAA가 돌연변이유발에 혼입될 수 있도록 목적하는 UAA를 tRNA에 부착시키는 데 유용

할 수 있다.

일부 실시양태에서, 본원에 제공된 UAA (예를 들어, 화학식 (IA)의 UAA)는 이러한 UAA를 부착시킬 수 있는 조작[0324]

된 돌연변이체 tRNA
pyl
 변이체를 사용하여 tRNA에 부착될 수 있다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 tRNA

pyl
 변이

체는 1개의 아미노산 돌연변이를 도입한다 (즉, UAA를 혼입시킴).  다른 실시양태에서, 돌연변이체 tRNA
pyl
 변이

체는 다중 아미노산 돌연변이를 도입한다.  일부 실시양태에서, tRNA
pyl

 변이체의 라이브러리가 제조되고, 목적

하는 UAA의 부착을 위한 적절한 tRNA
pyl

 변이체를 선택하기 위해 관련 기술분야의 통상의 기술자에 의해 스크리

닝된다.   일부  실시양태에서,  본원에  제공된  접합체에  UAA(들)를  도입하는  데  사용된  tRNA
pyl

 변이체는  US

8,735,093, US 9,133,449, WO2020206341 (이들 각각은 본원에 참조로 포함됨)에 기재된 tRNA
pyl
 변이체이다.

다양한 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제가 사용될 수 있다.  돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테[0325]

타제는 메타노사르시나 바르케리(Methanosarcina barkeri), 메타노사르시나 마제이(Methanosarcina mazei), 메

타노사르시나 알부스(Methanosarcina alvus) 또는 메타노사르시나 잔나쉬이(Methanosarcina jannaschii)로부터

의 피롤리실-tRNA 신테타제 또는 그의 키메라로부터 유래될 수 있거나 또는 그의 변이체일 수 있다.

일부 실시양태에서, 본원에 제공된 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제의[0326]

기질-결합 부위 내에 적어도 5개의 아미노산 잔기 치환을 포함한다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-

tRNA 신테타제는 서열식별번호: 90의 아미노산 서열 내에 적어도 5개의 아미노산 잔기 치환을 포함한다.  일부

실시양태에서, 기질-결합 부위는 서열식별번호: 90의 아미노산 서열에 제시된 바와 같은 위치 302에서의 잔기

알라닌, 위치 305에서의 류신, 위치 306에서의 티로신, 위치 309에서의 류신, 위치 322에서의 이소류신, 위치

346에서의 아스파라긴, 위치 348에서의 시스테인, 위치 384에서의 티로신, 위치 401에서의 발린 및 위치 417에

서의 트립토판을 포함한다.  일부 실시양태에서, 적어도 5개의 아미노산 잔기 치환은 서열식별번호: 90의 아미

노산 서열에 제시된 바와 같은 위치 302에서의 알라닌의 치환, 위치 346에서의 아스파라긴의 치환, 위치 348에

서의 시스테인의 치환, 위치 384에서의 티로신의 치환 및 위치 417에서의 트립토판의 치환으로부터 선택된다.
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일부 실시양태에서, 적어도 5개의 아미노산 잔기 치환은 서열식별번호: 90의 아미노산 서열에 제시된 바와 같은

위치 302에서의 알라닌의 이소류신으로의 치환, 위치 346에서의 아스파라긴의 트레오닌으로의 치환, 위치 348에

서의 시스테인의 이소류신으로의 치환, 위치 384에서의 티로신의 류신으로의 치환 및 위치 417에서의 트립토판

의 리신으로의 치환이다.

일부 실시양태에서, 본원에 제공된 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 84의 아미노산 서열을[0327]

갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 84의 아미노산 서열을 포함

한다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 84에 대해 적어도 80%, 85%,

90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부

실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 84에 대해 적어도 80% 동일성을 갖는 아미

노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 84에 대해 적어

도 85% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서

열식별번호: 84에 대해 적어도 90% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피

롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 84에 대해 적어도 91% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실

시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 84에 대해 적어도 92% 동일성을 갖는 아미노

산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 84에 대해 적어도

93% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식

별번호: 84에 대해 적어도 94% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리

실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 84에 대해 적어도 95% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양

태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 84에 대해 적어도 96% 동일성을 갖는 아미노산 서

열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 84에 대해 적어도 97%

동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번

호: 84에 대해 적어도 98% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-

tRNA 신테타제는 서열식별번호: 84에 대해 적어도 99% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.

일부 실시양태에서, 본원에 제공된 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 87의 아미노산 서열을[0328]

갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 87의 아미노산 서열을 포함

한다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 87에 대해 적어도 80%, 85%,

90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부

실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 87에 대해 적어도 80% 동일성을 갖는 아미

노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 87에 대해 적어

도 85% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서

열식별번호: 87에 대해 적어도 90% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피

롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 87에 대해 적어도 91% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실

시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 87에 대해 적어도 92% 동일성을 갖는 아미노

산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 87에 대해 적어도

93% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식

별번호: 87에 대해 적어도 94% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리

실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 87에 대해 적어도 95% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양

태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 87에 대해 적어도 96% 동일성을 갖는 아미노산 서

열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 87에 대해 적어도 97%

동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번

호: 87에 대해 적어도 98% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-

tRNA 신테타제는 서열식별번호: 87에 대해 적어도 99% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.

일부 실시양태에서, 본원에 제공된 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 85의 핵산 서열에 의해[0329]

코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 85의 서열을 포함하는 핵

산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 85에 대해

적어도 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 동일성인 핵산 서열에 의해

코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 85에 대해 적어도 80% 동

일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호:

85에 대해 적어도 85% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신

테타제는 서열식별번호: 85에 대해 적어도 90% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연

공개특허 10-2024-0139054

- 90 -



변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 85에 대해 적어도 91% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.

일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 85에 대해 적어도 92% 동일성인 핵산

서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 85에 대해 적

어도 93% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서

열식별번호: 85에 대해 적어도 94% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤

리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 85에 대해 적어도 95% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양

태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 85에 대해 적어도 96% 동일성인 핵산 서열에 의해

코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 85에 대해 적어도 97% 동

일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호:

85에 대해 적어도 98% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신

테타제는 서열식별번호: 85에 대해 적어도 99% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.

일부 실시양태에서, 본원에 제공된 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 88의 핵산 서열에 의해[0330]

코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 88의 서열을 포함하는 핵

산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 88에 대해

적어도 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 동일성인 핵산 서열에 의해

코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 88에 대해 적어도 80% 동

일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호:

88에 대해 적어도 85% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신

테타제는 서열식별번호: 88에 대해 적어도 90% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연

변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 88에 대해 적어도 91% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.

일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 88에 대해 적어도 92% 동일성인 핵산

서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 88에 대해 적

어도 93% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서

열식별번호: 88에 대해 적어도 94% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤

리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 88에 대해 적어도 95% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양

태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 88에 대해 적어도 96% 동일성인 핵산 서열에 의해

코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 88에 대해 적어도 97% 동

일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호:

88에 대해 적어도 98% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신

테타제는 서열식별번호: 88에 대해 적어도 99% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.

일부 실시양태에서, 본원에 제공된 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 92의 아미노산 서열을[0331]

갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 92의 아미노산 서열을 포함

한다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 92에 대해 적어도 80%, 85%,

90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부

실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 92에 대해 적어도 80% 동일성을 갖는 아미

노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 92에 대해 적어

도 85% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서

열식별번호: 92에 대해 적어도 90% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피

롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 92에 대해 적어도 91% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실

시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 92에 대해 적어도 92% 동일성을 갖는 아미노

산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 92에 대해 적어도

93% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식

별번호: 92에 대해 적어도 94% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리

실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 92에 대해 적어도 95% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양

태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 92에 대해 적어도 96% 동일성을 갖는 아미노산 서

열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 92에 대해 적어도 97%

동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번

호: 92에 대해 적어도 98% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-

tRNA 신테타제는 서열식별번호: 87에 대해 적어도 99% 동일성을 갖는 아미노산 서열을 갖는다.

일부 실시양태에서, 본원에 제공된 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 91의 핵산 서열에 의해[0332]
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코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 91의 서열을 포함하는 핵

산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 91에 대해

적어도 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 동일성인 핵산 서열에 의해

코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 91에 대해 적어도 80% 동

일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호:

91에 대해 적어도 85% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신

테타제는 서열식별번호: 91에 대해 적어도 90% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연

변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 91에 대해 적어도 91% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.

일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 91에 대해 적어도 92% 동일성인 핵산

서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 91에 대해 적

어도 93% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서

열식별번호: 91에 대해 적어도 94% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤

리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 91에 대해 적어도 95% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양

태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 91에 대해 적어도 96% 동일성인 핵산 서열에 의해

코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호: 91에 대해 적어도 97% 동

일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제는 서열식별번호:

91에 대해 적어도 98% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신

테타제는 서열식별번호: 91에 대해 적어도 99% 동일성인 핵산 서열에 의해 코딩된다.

일부 경우에, 본원에서의 돌연변이체 피롤리실-tRNA 신테타제와 연관된 서열이 표 1B에 있다.[0333]
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표 1B[0334]
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[0345]

일부 경우에, 표적화 도메인은 숙주 세포 시스템에 의해 재조합적으로 생산된다.  일부 경우에, 숙주 세포는 진[0346]

핵 세포 (예를 들어, 포유동물 세포, 곤충 세포, 효모 세포 또는 식물 세포) 또는 원핵 세포 (예를 들어, 그람-

양성 또는 그람-음성 박테리아)이다.  일부 경우에, 진핵 숙주 세포는 포유동물 숙주 세포이다.  일부 경우에,

포유동물 숙주 세포는 안정한 세포주이거나 또는 관심 유전 물질을 그 자신의 게놈 내로 혼입시켰고 다중 세대

의 세포 분열 후에 그 유전 물질의 생성물을 발현하는 능력을 갖는 세포주이다.  다른 경우에, 포유동물 숙주

세포는 일시적 세포주이거나 또는 관심 유전 물질을 그 자신의 게놈 내로 혼입시켰고 다중 세대의 세포 분열 후

에 유전 물질의 생성물을 발현하는 능력을 갖지 않는 세포주이다.

예시적인 포유동물 숙주 세포는 293T 세포주, 293A 세포주, 293FT 세포주, 293F 세포, 293H 세포, A549 세포,[0347]

MDCK  세포, CHO  DG44  세포, CHO-S  세포, CHO-K1  세포, Expi293F  세포™ 세포, Flp-In™T-REx™293  세포주,

Flp-In™-293  세포주,  Flp-In™-3T3  세포주,  Flp-In™BHK  세포주,  Flp-In™-CHO  세포주,  Flp-In™-CV-1

세포주, Flp-In™The Jurkat 세포주, 프리스타일(FreeStyle)™293-F 세포, 프리스타일™CHO-S 세포, 그립타이

트(GripTite)™293MSR 세포주, GS-CHO  세포주, 헤파RG(Heparg)™ 세포, T-REx™Jurkat  세포주, Per.C6 세포,

T-REx™-293 세포주, T-REx™-CHO 세포주 및 T-REx™HeLa 세포주를 포함한다.

일부 실시양태에서, 진핵 숙주 세포는 곤충 숙주 세포이다.  예시적인 곤충 숙주 세포는 드로소필라 S2 세포,[0348]

Sf9 세포, Sf21 세포 및 셀룰러 하이 파이브(Cellular High Five)™ 세포를 포함한다.

일부 실시양태에서, 진핵 숙주 세포는 효모 숙주 세포이다.  예시적인 효모 숙주 세포는 피키아 파스토리스[0349]

(Pichia  pastoris)  효모  균주,  예컨대  GS115,  KM71H,  SMD1168H  및  X-33,  및  사카로미세스  세레비지아에

(Saccharomyces cerevisiae) 효모 균주, 예컨대 INVSCl을 포함한다.

일부 실시양태에서, 진핵 숙주 세포는 식물 숙주 세포이다.  일부 경우에, 식물 세포는 조류로부터의 세포를 포[0350]

함한다.  예시적인 식물 세포주는 클라미도모나스 레인하르드티이(Chlamydomonas reinhardtii) 137c 또는 시네

코코쿠스 엘롱가투스(Synechococcus elongatus) PPC 7942로부터의 균주를 포함한다.

일부 실시양태에서, 숙주 세포는 원핵 숙주 세포이다.  예시적인 원핵 숙주 세포는 BL21, BL21(DE3), Mach1™,[0351]

DH10B™, TOP10, DH5α, DH10Bac™, OmniMax™, MegaX™, DH12S™, INV110, TOP10F', INVαF, TOP10/P3, ccdB

서바이벌, PIR1, PIR2, Stbl2™, Stbl3™ 또는 Stbl4™를 포함한다.

일부 경우에, 본원에 기재된 표적화 도메인을 생산하기 위한 적합한 핵산 분자 또는 벡터는 진핵 또는 원핵 공[0352]
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급원으로부터 유래된 임의의 적합한 벡터를 포함한다.  예시적인 핵산 분자 또는 벡터는 박테리아 (예를 들어,

이. 콜라이), 곤충, 효모 (예를 들어, 피키아 파스토리스), 조류 또는 포유동물 공급원으로부터의 벡터를 포함

한다.  박테리아 벡터는, 예를 들어 pACYC177, pASK75, pBAD 벡터 시리즈, pBADM 벡터 시리즈, pET 벡터 시리

즈, pETM  벡터 시리즈, pGEX  벡터 시리즈, pHAT2,  pMal-C2, pMal-p2, pQE 벡터 시리즈, pRSET A, pRSET B,

pRSET  C,  pTrcHis2  시리즈, pZA31-Luc,  pZE21-MCS-1,  pFLAG  ATS,  pFLAG  CTS,  pFLAG  MAC,  pFLAG Shift-12C,

pTAC-MAT-1, pFLAG CTC 또는 pTAC-MAT-2를 포함한다.

곤충 벡터는, 예를 들어 pFastBac1,  pFastBac  DUAL,  pFastBac  ET,  pFastBac  HTa,  pFastBac  HTb,  pFastBac[0353]

HTc, pFastBac M30a, pFastBac M30b, pFastBac, M30c, pVL1392, pVL1393M 10, pVL1393M11, pVL1393M 12, FLAG

벡터, 예컨대 pPolh-FLAG1 또는 pPolh-MAT2 또는 MAT 벡터, 예컨대 pPolh-MAT1 또는 pPolh-MAT 2를 포함한다.

효모  벡터는,  예를  들어  pDEST™14  담체,  pDEST™15  담체,  pDEST™17  담체,  pDEST™24  담체,  pYES-DEST52[0354]

벡터, pBAD-DEST49 표적 벡터, pAO815 피키아 효모 벡터, pFLD1 피키아 파스토리스 벡터, pGAPZA, 피키아 파스

토리스 C 벡터, 피키아 파스토리스 pPIC3.5K 벡터, pPIC 6A, B 및 피키아 파스토리스 C 벡터, pPIC9K 벡터,

pTEF1/Zeo, pYES2 효모 벡터, pYES2/CT 효모 벡터, pYES2/NT A, B 및 C 효모 모체 또는 pYES3/CT 효모 벡터를

포함한다.

조류 벡터는, 예를 들어 pChlamy-4 벡터 또는 MCS 벡터를 포함한다.[0355]

포유동물 벡터는, 예를 들어 일시적 발현 벡터 또는 안정한 발현 벡터를 포함한다.  예시적인 포유동물 일시적[0356]

발현 벡터는 p3xFLAG-CMV 8, pFLAG-Myc-CMV19, pFLAG-Myc-CMV 23, pFLAG-CMV 2, pFLAG-CMV 6a, b, c, pFLAG-

CMV  5.1,  pFLAG-CMV  5a,  b,  c,  p3xFLAG-CMV  7.1,  pF-CMV  20,  p3xFLAG-Myc-CMV  24,  pCMV-FLAG-MAT1,  pCMV-

FLAG-MAT2, pBICEP-CMV 3 또는 pBICCMV-4를 포함한다.  예시적인 포유동물 안정한 발현 벡터는 pFLAG-CMV 3,

p3xFLAG-CMV  9,  p3xFLAG-CMV  13,  pFLAG-Myc-CMV  21,  p3xFLAG-Myc-CMV  25,  pFLAG-CMV  4,  p3xFLAG-CMV  10,

p3xFLAG-CMV14, pFLAG-Myc-CMV 22, p3xFLAG-Myc-CMV 26, pBICEP-CMV 1 또는 pBICEP-CMV 2를 포함한다.  일부

경우에, 무세포 시스템이 본원에 기재된 표적화 도메인을 생산하는 데 사용된다.  일부 경우에, 무세포 시스템

은 세포로부터의 세포질 및/또는 핵 성분의 혼합물을 포함하고, 시험관내 핵산 합성에 적합하다.  일부 경우에,

무세포 시스템은 원핵 세포 성분을 이용한다.  다른 경우에, 무세포 시스템은 진핵 세포 성분을 이용한다.  핵

산 합성은, 예를 들어 드로소필라 세포, 크세노푸스 난, 고세균 또는 HeLa 세포를 기재로 하는 무세포 시스템에

서 달성된다.   예시적인 무세포 시스템은 이.  콜라이 S30  추출물 시스템, 이.  콜라이 T7S  30  시스템 또는

XpressCF 및 XpressCF+를 포함한다.

무세포 번역 시스템은 플라스미드, mRNA, DNA, tRNA, 신테타제, 방출 인자, 리보솜, 샤페론, 번역 개시 및 신장[0357]

인자,  천연  및/또는  비천연  아미노산,  및/또는  단백질  발현을  위한  다른  성분과  같은  성분을  다양하게

포함한다.  이러한 성분은 수율을 개선시키거나, 합성 속도를 증가시키거나, 단백질 생성물의 충실도를 증가시

키거나 또는 비천연 아미노산을 혼입시키기 위해 임의로 변형된다.  일부 실시양태에서, 본원에 기재된 비천연

아미노산-함유 표적화 도메인은 US  8,778,631,  US2017/0283469,  US  2018/0051065,  US  2014/0315245  또는 US

8,778,631에 기재된 무세포 번역 시스템을 사용하여 합성된다.  일부 실시양태에서, 무세포 번역 시스템은 변형

된  방출  인자를  포함하거나  또는  심지어  1종  이상의  방출  인자가  시스템으로부터  제거된다.   일부

실시양태에서, 무세포 번역 시스템은 감소된 프로테아제 농도를 포함한다.  일부 실시양태에서, 무세포 번역 시

스템은 비천연 아미노산을 코딩하는 재할당된 코돈을 갖는 변형된 tRNA를 포함한다.  일부 실시양태에서, 비천

연  아미노산을  혼입시키기  위한  본원에  기재된  신테타제는  무세포  번역  시스템에  사용된다.   일부

실시양태에서, tRNA를 무세포 번역 시스템에 첨가하기 전에 효소적 또는 화학적 과정을 사용하여 tRNA에 비천연

아미노산이 프리로딩된다.  일부 실시양태에서, 무세포 번역 시스템을 위한 성분은 변형된 유기체, 예컨대 변형

된 박테리아, 효모 또는 다른 유기체로부터 수득된다.

일부 실시양태에서, 표적화 도메인은 발현 숙주 시스템을 통해 또는 무세포 시스템에 의해 원형 배열로 생산된[0358]

다.

직교 또는 확장된 유전자 코드가 본원에 기재된 표적화 도메인을 생성하는 데 사용될 수 있으며, 여기서 표적화[0359]

도메인의 핵산 서열에 존재하는 1개 이상의 특정 코돈이 비천연 아미노산을 코딩하도록 할당되어, 직교 tRNA 신

테타제/tRNA 쌍의 사용을 통해 접합체 (예를 들어, 표적화 도메인) 내로 유전자 혼입될 수 있다.  직교 tRNA 신

테타제/tRNA 쌍은 tRNA에 비천연 아미노산을 장전시킬 수 있고, 코돈에 반응하여 비천연 아미노산을 폴리펩티드

쇄 내로 혼입시킬 수 있다.
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일부 경우에, 코돈은 앰버, 오커, 오팔 코돈 또는 사중 코돈이다.  일부 경우에, 코돈은 비천연 아미노산을 운[0360]

반하는 데 사용될 직교 tRNA에 상응한다.  일부 경우에, 코돈은 앰버 코돈이다.  다른 경우에, 코돈은 직교 코

돈이다.

일부 경우에, 코돈은 직교 리보솜 리보-Q1에 의해 디코딩될 수 있는 사중 코돈이다.  일부 경우에, 사중 코돈은[0361]

문헌  [Neumann  et  al.,  "Encoding  multiple  unnatural  amino  acid  analysis  of  a  quadruplet-decoding

ribosome," Nature,464(7287):441-444 (2010)]에 기재된 바와 같다.

일부 경우에, 본 개시내용에 사용된 코돈은 재코딩된 코돈, 예를 들어 동의 코돈 또는 대체 코돈으로 대체된 희[0362]

귀 코돈이다.  일부 경우에, 재코딩된 코돈은 문헌 [Napolitano et al., "Emergent rules for codon choice

isolated by editing of a ray array code in Escherichia coli," PNAS,113(38): E5588-5597 (2016)]에 기재

된  바와  같다.   일부  경우에,  재코딩된  코돈은  문헌  [Ostrov  et  al.,  "Design,  synthesis,  and  testing

translated a 57-code gene," Science 353(6301): 819. sub.822 (2016)]에 기재된 바와 같다.

정의[0363]

용어 "아미노산"은 자연 발생 및 합성 아미노산, 뿐만 아니라 자연 발생 아미노산과 유사한 방식으로 기능하는[0364]

아미노산 유사체 및 아미노산 모방체를 지칭한다.  자연 발생 아미노산은 유전자 코드에 의해 코딩되는 것, 뿐

만  아니라  이후에  변형되는  아미노산,  예를  들어  히드록시프롤린,  g-카르복시글루타메이트  및

O-포스포세린이다.  아미노산 유사체는 자연 발생 아미노산과 동일한 기본 화학 구조, 즉 수소, 카르복실 기,

아미노 기 및 R 기에 결합된 탄소를 갖는 화합물, 예를 들어 호모세린, 노르류신, 메티오닌 술폭시드, 메티오닌

메틸 술포늄을 지칭한다.  이러한 유사체는 변형된 R 기를 갖거나 (예를 들어, 노르류신) 또는 변형된 펩티드

백본을 갖지만, 자연 발생 아미노산과 동일한 기본 화학 구조를 보유한다.  아미노산 모방체는 아미노산의 일반

화학 구조와 상이한 구조를 갖지만 자연 발생 아미노산과 유사한 방식으로 기능하는 화학적 화합물을 지칭한다.

용어 "비-자연 발생 아미노산" 및 "비천연 아미노산"은 자연에서 발견되지 않는 아미노산 유사체, 합성 아미노[0365]

산 및 아미노산 모방체, 예를 들어 아릴아미드, 비닐 술폰아미드, 술포닐 플루오라이드, 아릴 술포닐 플루오라

이드 및 4-술포테트라플루오로페닐 (STP) 에스테르를 함유하는 아미노산 잔기를 지칭한다.

아미노산은 본원에서 IUPAC-IUB 생화학적 명명 위원회에 의해 권장되는 그의 통상적으로 공지된 3-문자 기호 또[0366]

는 1-문자 기호에 의해 지칭될 수 있다.  마찬가지로, 뉴클레오티드는 그의 통상적으로 허용되는 단일-문자 코

드에 의해 지칭될 수 있다.

용어 "아미노산 측쇄"는 아미노산 상에 함유된 관능성 치환기를 지칭한다.  예를 들어, 아미노산 측쇄는 자연[0367]

발생 아미노산의 측쇄일 수 있다.  자연 발생 아미노산은 유전자 코드에 의해 코딩되는 것 (예를 들어, 알라닌,

아르기닌,  아스파라긴,  아스파르트산,  시스테인,  글루타민,  글루탐산,  글리신,  히스티딘,  이소류신,  류신,

리신, 메티오닌, 페닐알라닌, 프롤린, 세린, 트레오닌, 트립토판, 티로신 또는 발린), 뿐만 아니라 이후에 변형

되는 아미노산, 예를 들어 히드록시프롤린, g-카르복시글루타메이트 및 O-포스포세린이다.  측면에서, 아미노산

측쇄는 비-천연 아미노산 측쇄일 수 있다.  측면에서, 아미노산 측쇄는 H,

이다.   일부  실시양태에서,[0368]

비천연  아미노산  측쇄는  이다.   일부  실시양태에서,  비천연  아미노산  측쇄는
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이다.

용어 "비-천연 아미노산 측쇄" 또는 "비천연 아미노산 측쇄" 또는 "Uaa"는 자연 발생 아미노산과 동일한 기본[0369]

화학 구조, 즉 수소, 카르복실 기, 아미노 기 및 R 기에 결합된 탄소를 갖는 화합물, 예를 들어 호모세린, 노르

류신, 메티오닌 술폭시드, 메티오닌 메틸 술포늄, 알릴알라닌, 2-아미노이소부티르산의 관능성 치환기를 지칭한

다.  비-천연 아미노산은 자연적으로 발생하거나 화학적으로 합성되는 비-단백질생성 아미노산이다.  이러한 유

사체는 변형된 R 기를 갖거나 (예를 들어, 노르류신) 또는 변형된 펩티드 백본을 갖지만, 자연 발생 아미노산과

동일한 기본 화학 구조를 보유한다.  비제한적 예는 엑소-시스-3-아미노비시클로[2.2.1]헵트-5-엔-2-카르복실산

히드로클로라이드,  시스-2-아미노시클로헵탄카르복실산  히드로클로라이드,  시스-6-아미노-3-시클로헥센-1-카르

복실산 히드로클로라이드, 시스-2-아미노-2-메틸시클로헥산카르복실산 히드로클로라이드, 시스-2-아미노-2-메틸

시클로펜탄카르복실산 히드로클로라이드, 2-(Boc-아미노메틸), 벤조산, 2-(Boc-아미노)옥탄디오산, Boc-4,5-데

히드로-Leu-OH  (디시클로헥실암모늄),  Boc-4-(Fmoc-아미노)-L-페닐알라닌,  Boc-P-호모피르-OH,  Boc-(2-인다

닐)-Gly-OH, 4-Boc-3-모르폴린아세트산, 4-Boc-3-모르폴린아세트산, Boc-펜타플루오로-D-페닐알라닌, Boc-펜타

플루오로-L-페닐알라닌,  Boc-Phe(2-Br)-OH,  Boc-Phe(4-Br)-OH,  Boc-D-Phe(4-Br)-OH,  Boc-D-Phe(3-Cl)-OH,

Boc-Phe(4-NH2)-OH, Boc-Phe(3-NH2)-OH, Boc-Phe(3,5-F2)-OH, 2-(4-Boc-피페라지노)-2-(3,4-디메톡시페닐)아세

트산  푸룸,  2-(4-Boc-피페라지노)-2-(2-플루오로페닐)아세트산  푸룸,  2-(4-Boc-피페라지노)-2-(3-플루오로페

닐)아세트산 푸룸, 2-(4-Boc-피페라지노)-2-(4-플루오로페닐)아세트산 푸룸, 2-(4-Boc-피페라지노)-2-(4-메톡시

페닐)아세트산 푸룸, 2-(4-Boc-피페라지노)-2-페닐아세트산 푸룸, 2-(4-Boc-피페라지노)-2-(3-피리딜)아세트산

푸룸,  2-(4-Boc-피페라지노)-2-[4-(트리플루오로메틸)페닐]아세트산  푸룸,  Boc-P-(2-퀴놀릴)-Ala-OH,  NBoc-

1,2,3,6-테트라히드로-2-피리딘카르복실산,  Boc-P-(4-티아졸릴)-Ala-OH,  Boc-b-(2-티에닐)-D-Ala-OH,  Fmoc-N-

(4-Boc-아미노부틸)-Gly-OH, Fmoc-N-(2-Boc-아미노에틸)-Gly-OH, Fmoc-N-(2,4-디메톡시벤질)-Gly-OH, Fmoc-(2-

인다닐)-Gly-OH, Fmoc-펜타플루오로-L-페닐알라닌, Fmoc-Pen(Trt)-OH, Fmoc-Phe(2-Br)-OH, Fmoc-Phe(4-Br)-OH,

FmocPhe(3,5-F2)-OH, Fmoc-P-(4-티아졸릴)-Ala-OH, Fmoc-P-(2-티에닐)-Ala-OH, 4-(히드록시메틸)-D-페닐알라닌

을  포함한다.   일부  실시양태에서,  비천연  아미노산은  하기  화학식  I의  구조를  포함한다:

  일부  실시양태에서,  비천연  아미노산은  하기  화학식  II의  구조를  포함한다:

  일부 실시양태에서, 비천연 아미노산은 2-아미노-3-(4-((플루오로술

포닐)옥시)페닐)프로판산이다: .  일부 실시양태에서, 비천연 아미노산은 플루오로술포닐

티로신  (FSY)이다:  .   일부  실시양태에서,  비천연  아미노산은  N6-(4-((플루오로술포

닐)옥시)벤조일)리신이다: .

일부  실시양태에서,  비천연  아미노산은  플루오로술포닐옥시벤조일-L-리신  (FSK)이다:[0370]

.

"보존적으로 변형된 변이체"는 아미노산 및 핵산 서열 둘 다에 적용된다.  특정한 핵산 서열과 관련하여, "보존[0371]

적으로 변형된 변이체"는 동일하거나 본질적으로 동일한 아미노산 서열을 코딩하는 핵산을 지칭한다.  유전자

코드의 축중성으로 인해, 다수의 핵산 서열은 임의의 주어진 단백질을 코딩할 것이다.  예를 들어, 코돈 GCA,
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GCC, GCG 및 GCU는 모두 아미노산 알라닌을 코딩한다.  따라서, 코돈에 의해 알라닌이 특정되는 모든 위치에서,

코돈은 코딩된 폴리펩티드를 변경시키지 않으면서 기재된 상응하는 코돈 중 임의의 것으로 변경될 수 있다.  이

러한 핵산 변이는 보존적으로 변형된 변이의 한 종인 "침묵 변이"이다.  폴리펩티드를 코딩하는 본원의 모든 핵

산 서열은 또한 핵산의 모든 가능한 침묵 변이를 기재한다.  통상의 기술자는 핵산 내의 각각의 코돈 (통상적으

로 메티오닌에 대한 유일한 코돈인 AUG 및 통상적으로 트립토판에 대한 유일한 코돈인 TGG 제외)이 기능적으로

동일한 분자를 생성하도록 변형될 수 있다는 것을 인식할 것이다.  따라서, 폴리펩티드를 코딩하는 핵산의 각각

의 침묵 변이는 각각의 기재된 서열에 내포된다.

아미노산  서열에  관하여,  통상의  기술자는  코딩된  서열에서  단일  아미노산  또는  작은  백분율의  아미노산을[0372]

변경, 부가 또는 결실시키는 핵산, 펩티드, 폴리펩티드 또는 단백질 서열에 대한 개별 치환, 결실 또는 부가가

"보존적으로 변형된 변이체" (변경이 아미노산의 화학적으로 유사한 아미노산으로의 치환을 유발함)라는 것을

인식할 것이다.  기능적으로 유사한 아미노산을 제공하는 보존적 치환 표는 관련 기술분야에 널리 공지되어 있

다.  이러한 보존적으로 변형된 변이체는 본 개시내용의 다형성 변이체, 종간 상동체 및 대립유전자에 추가적이

고 이를 배제하지 않는다.

하기 8개의 군은 각각 서로에 대해 보존적 치환인 아미노산을 함유한다: (1) 알라닌 (A), 글리신 (G); (2) 아스[0373]

파르트산 (D), 글루탐산 (E); (3) 아스파라긴 (N), 글루타민 (Q); (4) 아르기닌 (R), 리신 (K); (5) 이소류신

(I), 류신 (L), 메티오닌 (M), 발린 (V); (6) 페닐알라닌 (F), 티로신 (Y), 트립토판 (W); (7) 세린 (S), 트레

오닌 (T); 및 (8) 시스테인 (C), 메티오닌 (M).  (예를 들어, 문헌 [Creighton, Proteins (1984)] 참조).

일부 실시양태에서, 본원에서 지칭되는 피롤리실-tRNA 신테타제 (tRNA
pyl
)는 α-아미노산 피롤리신 또는 유사한[0374]

비천연 아미노산을 동족 tRNA에 부착시켜 앰버 정지 코돈 (즉, UAG)에서의 단백질생성 동안 피롤리신 또는 유사

한 비천연 아미노산의 혼입을 가능하게 하는 데 필요한 반응을 촉매하는 아미노아실-tRNA 신테타제이다.  피롤

리신을 자연적으로 혼입시키는 메타노사르시나 종으로부터의 야생형 tRNA
pyl
은 이. 콜라이 및 진핵 세포에서 내

인성 tRNA 및 아미노아실-tRNA 신테타제에 대해 직교성이다.  이러한 쌍 및 그의 합성적으로 진화된 유도체 또

는 변이체를 사용하여, 본 발명자들 및 다른 자들은 이. 콜라이, 효모 및 포유동물 세포에서 목적하는 단백질

내 특정 부위에의 번역후 변형된 아미노산, 화학적 핸들 및 광케이징 아미노산을 포함한 비천연 아미노산의 효

율적인 혼입을 지시하였다.

일부 실시양태에서, 본원에 기재된 tRNA
pyl
은 tRNA

pyl
 활성을 (예를 들어, 야생형 tRNA

pyl
과 비교하여 적어도 30%,[0375]

40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% 또는 100% 활성 내에서) 유지하는 피롤리실-tRNA 신테타제의 임의의 재조

합 또는 자연 발생 형태 또는 그의 변이체, 상동체 또는 이소형을 포함한다.  일부 실시양태에서, 변이체, 상동

체 또는 이소형은 자연 발생 피롤리실-tRNA 신테타제와 비교하여 전체 서열 또는 서열의 일부분 (예를 들어,

50, 100, 150 또는 200개의 연속 아미노산 부분)에 걸쳐 적어도 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 아미

노산 서열 동일성을 갖는다.  일부 실시양태에서, 돌연변이체 tRNA
pyl
은 비천연 아미노산 (UAA)이 혼입되도록

tRNApyl에 대한 비천연 아미노산 (UAA)  (예를 들어, 화학식 (IA)의 UAA,  예컨대 플루오로술페이트 L-티로신

(FSY))의 부착을 촉매한다.

일부 실시양태에서, 본원에 제공된 tRNA
pyl
은 관련 기술분야의 통상의 기술자에 의해 조작될 수 있는 tRNA

pyl
 유[0376]

도체 또는 변이체이다.  일부 실시양태에서, 본원에 제공된 tRNA
pyl
은 약 70 내지 90개의 뉴클레오티드를 함유하

는 단일-가닥 RNA 분자로서, 가닥내 염기 쌍형성을 통해 폴딩되어 특징적인 클로버잎 구조를 형성함으로써, 특

정 아미노산 (예를 들어, 화학식 (IA)의 UAA, 예컨대 FSY)을 운반하고 이를 단백질 합성 동안 mRNA 상의 그의

상응하는 코돈에 매칭시킨다.

"영상화 리간드" 또는 "검출가능한 작용제"는 적절한 수단, 예컨대 분광학적, 광화학적, 생화학적, 면역화학적,[0377]

화학적, 자기 공명 영상화 또는 다른 물리적 수단에 의해 검출가능한 조성물이다.  예를 들어, 유용 검출가능한

작용제는 
3
H, 

14
C, 

18
F,

 33
P, 

35
S, 

45
Ti, 

47
Sc, 

52
Fe, 

59
Fe, 

62
Cu, 

64
Cu, 

67
Cu, 

67
Ga, 

68
Ga, 

77
As, 

86
Y, 

90
Y, 

89
Sr, 

89
Zr,

94
Tc, 

94
Tc, 

99m
Tc, 

99
Mo, 

105
Pd, 

105
Rh, 

111
Ag, 

111
In, 

112
In, 

123
I, 

124
I, 

125
I, 

131
I, 

142
Pr, 

143
Pr, 

149
Pm, 

153
Sm, 

154-158
Gd,

161
Tb, 

166
Dy, 

166
HO, 

169
Er, 

175
Lu, 

177
Lu, 

186
Re, 

188
Re, 

189
Re, 

194
Ir, 

198
Au, 

199
Au, 

211
At, 

211
Pb, 

212
Bi, 

212
Pb, 

213
Bi,

223
Ra, 

225
Ac, 

153
Sm, 

177
Lu, 

86
Y, 

88
Y, 

90
Y, 

123
I, 

124
I, 

125
I, 

131
I, 

149
Tb, 

212
Pb/

212
Bi 및 

227
Th, Cr, V, Mn, Fe, Co,
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Ni, Cu, La, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu, 
32
P, 형광단 (예를 들어, 형광 염료),

전자-밀집 시약,  효소  (예를  들어,  ELISA에  통상적으로 사용되는 바와 같음),  비오틴,  디곡시게닌,  상자성

분자, 상자성 나노입자, 초소형 초상자성 산화철 ("USPIO") 나노입자, USPIO 나노입자 응집체, 초상자성 산화철

("SPIO") 나노입자, SPIO 나노입자 응집체, 단결정질 산화철 나노입자, 단결정질 산화철, 나노입자 조영제, 리

포솜 또는 가돌리늄 킬레이트 ("Gd-킬레이트") 분자를 함유하는 다른 전달 비히클, 가돌리늄, 방사성동위원소,

방사성핵종 (예를 들어, 탄소-11, 질소-13, 산소-15, 플루오린-18, 루비듐-82), 플루오로데옥시글루코스 (예를

들어, 플루오린-18 표지됨), 임의의 감마선 방출 방사성핵종, 양전자 방출 방사성핵종, 방사성표지된 글루코스,

방사성표지된 물, 방사성표지된 암모니아, 바이오콜로이드, 마이크로버블 (예를 들어, 알부민, 갈락토스, 지질

및/또는 중합체를 포함한 마이크로버블 쉘; 공기, 중질 기체(들), 퍼플루오로카본, 질소, 옥타플루오로프로판,

퍼플렉산 지질 마이크로구체, 퍼플루트렌 등을 포함한 마이크로버블 기체 코어 포함), 아이오딘화 조영제 (예를

들어,  아이오헥솔,  아이오딕사놀,  아이오베르솔,  아이오파미돌,  아이옥실란,  아이오프로미드,

디아트리조에이트, 메트리조에이트, 아이옥사글레이트), 황산바륨, 이산화토륨, 금, 금 나노입자, 금 나노입자

응집체, 형광단, 2-광자 형광단 또는 합텐 및 단백질 또는 예를 들어 방사성표지를 표적 펩티드와 특이적으로

반응성인 펩티드 또는 항체 내로 혼입시킴으로써 검출가능하게 될 수 있는 다른 엔티티를 포함한다.  검출가능

한 모이어티는 1가 검출가능한 작용제 또는 또 다른 조성물과 결합을 형성할 수 있는 검출가능한 작용제이다.

본 개시내용의 실시양태에 따라 영상화제 및/또는 표지제로서 사용될 수 있는 방사성 물질 (예를 들어, 방사성[0378]

동위원소)은 
3
H,  

14
C,  

18
F,

 33
P,  

35
S,  

45
Ti,  

47
Sc,  

52
Fe,  

59
Fe,  

62
Cu,  

64
Cu,  

67
Cu,  

67
Ga,  

68
Ga, 

77
As, 

86
Y, 

90
Y, 

89
Sr,

89
Zr, 

94
Tc, 

94
Tc, 

99m
Tc, 

99
Mo, 

105
Pd, 

105
Rh, 

111
Ag, 

111
In, 

112
In, 

123
I, 

124
I, 

125
I, 

131
I, 

142
Pr, 

143
Pr, 

149
Pm, 

153
Sm, 

154-

158
Gd, 

161
Tb, 

166
Dy, 

166
HO, 

169
Er, 

175
Lu, 

177
Lu, 

186
Re, 

188
Re, 

189
Re, 

194
Ir, 

198
Au, 

199
Au, 

211
At, 

211
Pb, 

212
Bi, 

212
Pb,

213
Bi, 

223
Ra, 

225
Ac, 

153
Sm, 

177
Lu, 

86
Y, 

88
Y, 

90
Y, 

123
I, 

124
I, 

125
I, 

131
I, 

149
Tb, 

212
Pb/

212
Bi 및 

227
Th를 포함하나 이에

제한되지는 않는다.  본 개시내용의 실시양태에 따라 추가의 영상화제로서 사용될 수 있는 상자성 이온은 전이

이온 및 란타나이드 금속 (예를 들어, 21-29, 42, 43, 44 또는 57-71의 원자 번호를 갖는 금속)을 포함하나 이

에 제한되지는 않는다.  이들 금속은 Cr, V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, La, Ce, Pr, Nd, Pm, Sm, Eu, Gd, Tb, Dy,

Ho, Er, Tm, Yb 및 Lu의 이온을 포함한다.

본원에 사용된 용어 "연결" 또는 "링커"는 링커의 관능기와 또 다른 분자 사이의 화학 반응으로부터 형성된 결[0379]

합 또는 화학적 모이어티를 지칭한다.  이러한 결합은 공유 연결 및 비-공유 결합을 포함할 수 있으나 이에 제

한되지는 않으며, 이러한 화학적 모이어티는 에스테르, 카르보네이트, 이민 포스페이트 에스테르, 히드라존, 아

세탈, 오르토에스테르, 펩티드 연결 및 올리고뉴클레오티드 연결을 포함할 수 있으나 이에 제한되지는 않는다.

가수분해적으로 안정한 연결은 연결이 물 중에서 실질적으로 안정하고, 연장된 기간 동안, 아마도 심지어 무기

한으로 생리학적 조건 하를 포함하나 이에 제한되지는 않는 유용한 pH 값에서 물과 반응하지 않는 것을 의미한

다.  가수분해적으로 불안정한 또는 분해가능한 연결은 연결이 물에서 또는 예를 들어 혈액을 포함한 수용액에

서 분해가능하다는 것을 의미한다.  효소적으로 불안정한 또는 분해가능한 연결은 연결이 1종 이상의 효소에 의

해 분해될 수 있다는 것을 의미한다.  단지 예로서, PEG 및 관련 중합체는 중합체 백본에 또는 중합체 백본과

중합체 분자의 말단 관능기 중 하나 이상 사이의 링커 기에 분해가능한 연결을 포함할 수 있다.  이러한 분해가

능한 연결은 PEG 카르복실산 또는 활성화된 PEG 카르복실산과 생물학적 활성제 상의 알콜 기의 반응에 의해 형

성된 에스테르 연결을 포함하나 이에 제한되지는 않으며, 여기서 이러한 에스테르 기는 일반적으로 생리학적 조

건 하에 가수분해되어 생물학적 활성제를 방출시킨다.  다른 가수분해적으로 분해가능한 연결은 카르보네이트

연결; 아민과 알데히드의 반응으로부터 생성된 이민 연결; 알콜을 포스페이트 기와 반응시킴으로써 형성된 포스

페이트 에스테르 연결; 히드라지드와 알데히드의 반응 생성물인 히드라존 연결; 알데히드와 알콜의 반응 생성물

인 아세탈 연결; 포르메이트와 알콜의 반응 생성물인 오르토에스테르 연결; PEG와 같은 중합체의 단부에 있는

것을 포함하나 이에 제한되지는 않는 아민 기와 펩티드의 카르복실 기에 의해 형성된 펩티드 연결; 및 중합체의

단부에 있는 것을 포함하나 이에 제한되지는 않는 포스포르아미다이트 기와 올리고뉴클레오티드의 5' 히드록실

기에 의해 형성된 올리고뉴클레오티드 연결을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.  링커는 짧은 선형, 분지형,

멀티-아암형 또는 덴드리머 분자, 예컨대 중합체를 포함하나 이에 제한되지는 않는다.  일부 실시양태에서, 링

커는 분지형일 수 있다.  다른 실시양태에서, 링커는 이관능성 링커일 수 있다.  일부 실시양태에서, 링커는 삼

관능성 링커일 수 있다.  이들 링커 기로부터의 작용제의 방출 메카니즘은, 예를 들어 광불안정성 결합의 조사

및 산-촉매된 가수분해를 포함한다.  링커의 길이는 폴리펩티드와 그에 연결된 분자 사이의 목적하는 공간적 관

계에 따라 미리 결정되거나 선택될 수 있다.
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용어 "폴리펩티드", "펩티드" 및 "단백질"은 아미노산 잔기의 중합체를 지칭하는 것으로 본원에서 상호교환가능[0380]

하게 사용되며, 여기서 중합체는 실시양태에서 아미노산으로 이루어지지 않은 모이어티에 접합될 수 있다.  상

기 용어는 1개 이상의 아미노산 잔기가 상응하는 자연 발생 아미노산의 인공 화학적 모방체인 아미노산 중합체,

뿐만 아니라 자연 발생 아미노산 중합체 및 비-자연 발생 아미노산 중합체에 적용된다.  "융합 단백질"은 단일

모이어티로서 재조합적으로 발현되는 2개 이상의 별개의 단백질 서열을 코딩하는 키메라 단백질을 지칭한다.

아미노산 또는 뉴클레오티드 염기 "위치"는 참조 서열 내의 각각의 아미노산 (또는 뉴클레오티드 염기)을 N-말[0381]

단 (또는 5'-단부)에 대한 그의 위치에 기초하여 순차적으로 확인하는 번호로 표시된다.  최적 정렬을 결정할

때 고려되어야 하는 결실, 삽입, 말단절단, 융합 등으로 인해, 일반적으로 N-말단으로부터 간단히 카운팅함으로

써 결정된 시험 서열 내의 아미노산 잔기 번호는 참조 서열 내의 그의 상응하는 위치의 번호와 반드시 동일하지

는 않을 것이다.  예를 들어, 변이체가 정렬된 참조 서열에 비해 결실을 갖는 경우에, 변이체에는 결실 부위에

대한 참조 서열 내의 위치에 상응하는 아미노산이 존재하지 않을 것이다.  정렬된 참조 서열에 삽입이 있는 경

우에, 그러한 삽입은 참조 서열 내의 넘버링된 아미노산 위치에 상응하지 않을 것이다.  말단절단 또는 융합의

경우에, 참조 또는 정렬된 서열에는 상응하는 서열 내의 어떠한 아미노산에도 상응하지 않는 아미노산의 스트레

치가 존재할 수 있다.

용어 "를 참조하여 넘버링된" 또는 "에 상응하는"은, 주어진 아미노산 또는 폴리뉴클레오티드 서열의 넘버링과[0382]

관련하여 사용되는 경우에, 주어진 아미노산 또는 폴리뉴클레오티드 서열이 명시된 참조 서열과 비교될 때 그

참조 서열의 잔기의 넘버링을 지칭한다.

단백질 내의 아미노산 잔기는 그것이 주어진 잔기와 동일한 단백질 내의 필수 구조적 위치를 점유하는 경우에[0383]

주어진 잔기에 "상응한다".  예를 들어, 선택된 단백질 내의 선택된 잔기가 PylRS 단백질 내의 Ala302와 동일한

필수 공간적 또는 다른 구조적 관계를 점유하는 경우에, 그 선택된 잔기는 PylRS 단백질의 Ala302에 상응한다.

실시양태에서, 선택된 단백질이 PylRS 단백질과의 최대 상동성으로 정렬되는 경우에, 정렬된 선택된 단백질 내

에서 Ala302와 정렬되는 위치는 Ala302에 상응하는 것으로 언급된다.  1차 서열 정렬 대신에, 예를 들어 선택된

단백질의 구조가 PylRS 단백질과의 최대 상응도로 정렬되고 전체 구조가 비교되는 경우에 3차원 구조적 정렬이

또한 사용될 수 있다.  이 경우에, 구조 모델에서 Ala302와 동일한 필수 위치를 점유하는 아미노산은 Ala302 잔

기에 상응하는 것으로 언급된다.

"서열 동일성의 백분율"은 2개의 최적으로 정렬된 서열을 비교 윈도우에 걸쳐 비교함으로써 결정되며, 여기서[0384]

비교 윈도우 내의 폴리뉴클레오티드 또는 폴리펩티드 서열의 부분은 2개의 서열의 최적 정렬을 위해 참조 서열

(이는 부가 또는 결실을 포함하지 않음)과 비교하여 부가 또는 결실 (즉, 갭)을 포함할 수 있다.  백분율은 동

일한 핵산 염기 또는 아미노산 잔기가 두 서열에서 발생하는 위치의 수를 결정하여 매칭되는 위치의 수를 산출

하고, 매칭되는 위치의 수를 비교 윈도우 내의 위치의 총 수로 나누고, 결과에 100을 곱하여 서열 동일성의 백

분율을 산출함으로써 계산된다.

2개 이상의 핵산 또는 폴리펩티드 서열과 관련하여 용어 "동일한" 또는 퍼센트 "동일성"은 BLAST 또는 BLAST[0385]

2.0 서열 비교 알고리즘을 하기 기재된 디폴트 파라미터로 사용하여 또는 수동 정렬 및 육안 검사에 의해 측정

시 (예를 들어, NCBI 웹 사이트 ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 등 참조), 2개 이상의 서열 또는 하위서열이 동일하

거나 또는 명시된 백분율의 동일한 아미노산 잔기 또는 뉴클레오티드를 갖는 것 (즉, 비교 윈도우 또는 지정된

영역에 걸쳐 최대 상응도로 비교 및 정렬된 경우에, 명시된 영역에 걸쳐 약 60% 동일성, 바람직하게는 65%,

70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 그 초과의 동일성)을 지칭한다.

이어서, 이러한 서열은 "실질적으로 동일한" 것으로 언급된다.  이 정의는 또한 시험 서열의 상보체를 지칭하거

나 그에 적용될 수 있다.  정의는 또한 결실 및/또는 부가를 갖는 서열, 뿐만 아니라 치환을 갖는 서열을 포함

한다.  하기 기재된 바와 같이, 바람직한 알고리즘은 갭 등을 설명할 수 있다.  바람직하게는, 동일성은 적어도

약 25개의 아미노산 또는 뉴클레오티드 길이인 영역에 걸쳐 또는 보다 바람직하게는 50-100개의 아미노산 또는

뉴클레오티드 길이인 영역에 걸쳐 존재한다.

"항체"는 복잡한 내부 구조를 갖는 크고 복잡한 단백질이다.  천연 항체 분자는 폴리펩티드 쇄의 2개의 동일한[0386]

쌍을 함유하며, 각각의 쌍은 1개의 경쇄 및 1개의 중쇄를 갖는다.  각각의 경쇄 및 중쇄는 차례로 다음 2개의

영역으로 이루어진다: 표적 항원에 결합하는 데 수반되는 가변 ("V") 영역 및 면역계의 다른 성분과 상호작용하

는 불변 ("C") 영역.  경쇄 및 중쇄 가변 영역은 3-차원 공간에서 함께 합쳐져 항원 (예를 들어, 세포 표면 상

의 수용체)에 결합하는 가변 영역을 형성한다.  각각의 경쇄 또는 중쇄 가변 영역 내에는, 상보성 결정 영역

("CDR")으로 불리는 3개의 짧은 절편 (평균 10개의 아미노산 길이)이 존재한다.  항체 가변 도메인 내의 6개의
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CDR (경쇄로부터 3개 및 중쇄로부터 3개)은 3-차원 공간에서 함께 폴딩되어 표적 항원 상에 도킹되는 실제 항체

결합  부위를  형성한다.   CDR의  위치  및  길이는  문헌  [Kabat,  E.  et  al.,  Sequences  of  Proteins  of

Immunological Interest, U.S. Department of Health and Human Services, 1983, 1987]에 의해 정확하게 정의

되었다.  CDR에 함유되지 않은 가변 영역의 부분은 프레임워크 ("FR")로 불리며, 이는 CDR을 위한 환경을 형성

한다.

용어 "항체"는 관련 기술분야에 통상적으로 공지된 그의 의미에 따라 사용된다.  항체는, 예를 들어 무손상 이[0387]

뮤노글로불린으로서 또는 다양한 펩티다제를 사용한 소화에 의해 생산된 다수의 잘 특징화된 단편으로서 존재한

다.  따라서, 예를 들어 펩신은 힌지 영역 내의 디술피드 연결 아래에서 항체를 소화시켜, 경쇄 그 자체가 디술

피드 결합에 의해 VH-CH1에 연결된 Fab의 이량체인 F(ab)'2를 생산한다.  F(ab)'2는 온화한 조건 하에 환원되어

힌지 영역 내의 디술피드 연결을 파괴함으로써 F(ab)'2 이량체를 Fab' 단량체로 전환시킬 수 있다.  Fab' 단량

체는 본질적으로 힌지 영역의 일부를 갖는 Fab이다 (문헌 [Fundamental Immunology (Paul ed., 3d ed. 1993)]

참조).  다양한 항체 단편이 무손상 항체의 소화의 관점에서 정의되지만, 통상의 기술자는 이러한 단편이 화학

적으로 또는 재조합 DNA 방법론을 사용함으로써 신생 합성될 수 있다는 것을 인지할 것이다.  따라서, 본원에

사용된 용어 항체는 또한 전체 항체의 변형에 의해 생산된 항체 단편 또는 재조합 DNA 방법론을 사용하여 신생

합성된 것 (예를 들어, 단일 쇄 Fv) 또는 파지 디스플레이 라이브러리를 사용하여 확인된 것 (예를 들어, 문헌

[McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990)])을 포함한다.

예시적인 이뮤노글로불린 (항체) 구조 단위는 사량체를 포함한다.  각각의 사량체는 폴리펩티드 쇄의 2개의 동[0388]

일한 쌍으로 구성되며, 각각의 쌍은 1개의 "경쇄" (약 25 kD) 및 1개의 "중쇄" (약 50-70 kD)를 갖는다.  각각

의 쇄의 N-말단은 주로 항원 인식을 담당하는 약 100 내지 110개 또는 그 초과의 아미노산의 가변 영역을 규정

한다.  용어 가변 경쇄 (VL) 및 가변 중쇄 (VH)는 각각 이들 경쇄 및 중쇄를 지칭한다.  Fc (즉, 결정화가능 단

편 영역)는 이뮤노글로불린의 "기저부" 또는 "꼬리"이고, 전형적으로 항체의 부류에 따라 2 또는 3개의 불변 도

메인에 기여하는 2개의 중쇄로 구성된다.  Fc 영역은, 특이적 단백질에 결합함으로써, 각각의 항체가 주어진 항

원에 대한 적절한 면역 반응을 생성하는 것을 보장한다.  Fc 영역은 또한 다양한 세포 수용체, 예컨대 Fc 수용

체 및 다른 면역 분자, 예컨대 보체 단백질에 결합한다.

본원에 제공된 항체 "변이체"는 항원에 결합할 수 있고 항체 또는 그의 단편의 1개 이상의 구조적 도메인을 포[0389]

함하는 폴리펩티드를 지칭한다.  항체 변이체의 비제한적 예는 단일-도메인 항체 (나노바디), 아피바디 (모노클

로날 항체보다 작고 (예를 들어, 약 6kDA), 높은 친화도로 항원에 결합할 수 있으며, 모노클로날 항체를 모방할

수 있는 폴리펩티드), 단일특이적 Fab2, 이중특이적 Fab2, 삼중특이적 Fab3, 1가 IgG, scFv, 이중특이적 디아바

디, 삼중특이적 트리아바디, scFv-Fc, 미니바디, IgNAR, V-NAR, hcIgG, VhH 또는 펩티바디를 포함한다.  본원

에 제공된 "펩티바디"는 항체의 Fc 도메인에 (공유 또는 비-공유 링커를 통해) 부착된 펩티드 모이어티를 지칭

한다.  관련 기술분야에 공지된 항체 변이체의 추가의 비제한적 예는 연골 어류 또는 낙타류에 의해 생산된 항

체를 포함한다.  낙타류로부터의 항체 및 그의 가변 영역 및 그의 생산, 단리 및 사용 방법에 대한 일반적 설명

은 참고문헌 WO 97/49805 및 WO 97/49805에서 찾아볼 수 있으며, 이들은 모든 목적을 위해 그 전문이 본원에 참

조로 포함된다.  마찬가지로, 연골 어류로부터의 항체 및 그의 가변 영역 및 그의 생산, 단리 및 사용 방법은

WO2005/118629에서 찾아볼 수 있으며, 이는 모든 목적을 위해 그 전문이 본원에 참조로 포함된다.

"단일-도메인 항체" 또는 "나노바디"는 단일 단량체 가변 항체 도메인을 갖는 항체 단편을 지칭한다.  전체 항[0390]

체와 같이, 이는 특이적 항원에 선택적으로 결합할 수 있다.  일부 실시양태에서, 단일 도메인 항체는 인간 또

는 인간화 단일 도메인 항체이다.  일부 실시양태에서, 단일 도메인 항체는 낙타류 단일 도메인 항체이다.  단

일 도메인 항체는 조작된 단일 도메인 항체일 수 있고, 비천연 아미노산을 포함할 수 있다.

본원에 제공된 용어 "항원"은 본원에 제공된 항체 결합 도메인에 결합할 수 있는 분자를 지칭한다.  본원에 제[0391]

공된 "항원 결합 도메인"은 항원 (에피토프)에 결합하는 항체의 영역이다.  상기 기재된 바와 같이, 항원 결합

도메인은 중쇄 및 경쇄 각각의 1개의 불변 및 1개의 가변 도메인 (각각 VL, VH, CL 및 CH1)을 포함할 수 있다.

실시양태에서, 항원 결합 도메인은 경쇄 가변 도메인 및 중쇄 가변 도메인을 포함한다.  실시양태에서, 항원 결

합 도메인은 경쇄 가변 도메인을 포함하고, 중쇄 가변 도메인 및/또는 중쇄 불변 도메인을 포함하지 않는다.

파라토프 또는 항원-결합 부위는 항원 결합 도메인의 N-말단 상에 형성된다.  항원 결합 도메인의 2개의 가변

도메인은 항원의 에피토프에 결합할 수 있다.  항체는, 예를 들어 무손상 이뮤노글로불린으로서 또는 다양한 펩

티다제를 사용한 소화에 의해 생산된 다수의 잘 특징화된 단편으로서 존재한다.  따라서, 예를 들어 펩신은 힌

지 영역 내의 디술피드 연결 아래에서 항체를 소화시켜, 경쇄 그 자체가 디술피드 결합에 의해 VH-CH1에 연결된

Fab의 이량체인 F(ab)'2를 생산한다.  F(ab)'2는 온화한 조건 하에 환원되어 힌지 영역 내의 디술피드 연결을
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파괴함으로써 F(ab)'2 이량체를 Fab' 단량체로 전환시킬 수 있다.  Fab' 단량체는 본질적으로 힌지 영역의 일부

를 갖는 항원 결합 부분이다 (문헌 [Fundamental Immunology (Paul ed., 3d ed. 1993)] 참조).  다양한 항체

단편이 무손상 항체의 소화의 관점에서 정의되지만, 통상의 기술자는 이러한 단편이 화학적으로 또는 재조합

DNA 방법론을 사용함으로써 신생 합성될 수 있다는 것을 인지할 것이다.  따라서, 본원에 사용된 용어 항체는

또한 전체 항체의 변형에 의해 생산된 항체 단편 또는 재조합 DNA 방법론을 사용하여 신생 합성된 것 (예를 들

어, 단일 쇄 Fv)  또는 파지 디스플레이 라이브러리를 사용하여 확인된 것 (예를 들어, 문헌 [McCafferty et

al., Nature 348:552-554 (1990)] 참조)을 포함한다.

실시예[0392]

실시예 1 - PSMA sdAb에 대한 커플링 부위의 확인[0393]

단일 도메인 항체 (sdAb) C1 (서열식별번호: 1)을 사용하여 FSY-함유 표적화 분자와의 커플링을 위한 표적으로[0394]

서의 PSMA의 상용성을 평가하기 위해, CDR1, CDR2 및 CDR3 영역 내의 각각의 선택된 코돈을 TAG 정지 코돈으로

대체하고 FSY를 적절한 위치에 혼입시키는 코딩된 단백질을 생산하여 FSY 부위를 스크리닝하였다.  대략 19개의

잠재적 부위가 확인되었으며, 대다수는 CDR1 및 CDR3 영역에 클러스터링되어 있었다.  이들 TAG 부위는 CDR1

(부위 26-35: GYTDSNYYMS, 서열식별번호: 5); CDR2 (50-66: VNTGRGSTSYADSVKG, 서열식별번호: 6), CDR3 (99-

116, Cys101, Cys104 제외, AACHFCDSLPKTQDEYIL, 서열식별번호: 7)에 위치한다.  제2 sdAb C2 (서열식별번호:

2)를 FSY 변형 부위에 대해 유사하게 평가하였다.  대략 8개의 부위가 C2 CDR에서 FSY에 대한 잠재적 배치로서

발견되었으며,  대다수는  CDR2  및  CDR3에  클러스터링되어  있었다.   이들  TAG  부위는  CDR1  (부위  26-35

RFMISEYSMH, 서열식별번호: 8); CDR2 (50-65: TINPAGTTDYAESVKG, 서열식별번호: 9), CDR3 (96-100 DGYGY, 서열

식별번호: 10)에 위치한다.

실시예 2 - FSY-변형된 sdAb의 발현[0395]

ORF 삽입물이 결여된 벡터 pBAD 서열 (인비트로젠(Invitrogen) #43001)을 각각 정방향 및 역방향 프라이머 (서[0396]

열식별번호: 80) 및 (서열식별번호: 81)로 PCR 증폭시켰다.

생성된 PCR-증폭된 벡터를 겔 추출하고, 자이모(Zymo) PCR 정제 키트 (자이모클린 겔 DNA 회수 키트 카탈로그#[0397]

D4002)를 사용하여 정제하였다.  C2 WT His 및 C1 WT His에 대한 dsDNA 서열을 PCR-증폭된 pBAD-백본과 라이게

이션시키고, 이. 콜라이 DH10b 화학적-적격 세포 (피셔 써모 사이언티픽(Fisher Thermo Scientific)™ DH10B

적격 세포; 고효율; FEREC0113) 내로 형질전환시켰다.  클론을 미니프렙하고, 서열을 pBAD-정방향 프라이머를

사용하여 확인하였다.  발현 카세트는 또한 PelB 리더 서열 및 His6 태그를 포함하였다.  C1 및 C2 wt의 DNA 서

열은 각각 서열식별번호: 73 및 서열식별번호: 74이다.  FSY 잔기가 혼입된 구축물의 경우, TAG 코돈을 sdAb 또

는 이중파라토프 구축물의 오픈 리딩 프레임 내의 아미노산 치환을 위한 목적하는 위치의 DNA 서열 내로 조작하

였다.

C1 TAG 라이브러리의 구축.  C1의 CDR 영역에서 확인된 부위 (실시예 1 참조) 내에서 각각의 코돈 대신에 TAG[0398]

코돈을 함유하는 폴리뉴클레오티드 (dsDNA 서열)를 IDT에 의해 합성하였다.  이들 TAG 부위는 CDR1 (부위 26-

35); CDR2 (50-66), CDR3 (99-116, Cys101, Cys104 제외)에 위치한다.  이들 부위는 하기 서열에서 밑줄표시된

다:

[0399]

각각의  이들  TAG  돌연변이체를  함유하는  폴리뉴클레오티드를  상기  기재된  바와  같이  pBAD-백본  내로[0400]

클로닝하고, 서열을 확인하였다.

C2 TAG 라이브러리의 구축.  실시예 1에서 확인된 C2의 CDR 영역 내의 각각의 잔기를 대체하는 단일 TAG 코돈을[0401]

함유하는 폴리뉴클레오티드 서열을 IDT에 의해 합성하였다.  C2 WT His 단백질 서열의 아미노산 서열 내의 이들

영역은 하기 서열에서 밑줄표시된다:

[0402]
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각각의  이들  TAG  돌연변이체를  함유하는  폴리뉴클레오티드를  상기  기재된  바와  같이  pBAD-백본  내로[0403]

클로닝하고, 서열을 확인하였다.

라이브러리 균주 생성.  조작된 Mb FSYRS 아미노아실 tRNA 신테타제를 발현하는 pEVOL-FSYRS 플라스미드를 젠스[0404]

크립트 (주문 번호 U168NGE200;  카탈로그# SC1010)  (참고문헌: [J.  Am.  Chem.  Soc.  2018,  140,  15,  4995-

4999])에 의해 합성하고, 표준 방법을 사용하여 화학적으로 적격인 DH10b 적격 세포 내로 형질전환시켜 모 균주

FSYRS-DH10b를 생성하였다.  각각의 C1 CDR TAG 또는 C2 CDR TAG 변이체를 코딩하는 개별 플라스미드를 표준 방

법을 사용하여 화학적으로 적격인 FSYRS-DH10b 내로 형질전환시켰다.  단일 콜로니를 100 ug/ml 암피실린 및 34

ug/ml 클로람페니콜을 함유하는 2xYT 배지 (테크노바(Teknova)# Y0166) 중에 접종하고, 37℃에서 대략 220 rpm

으로 진탕하면서 밤새 성장시켰다.  밤새 성장시킨 배양물을 멸균 50% 글리세롤과 1:1 혼합하고, -80℃에서 저

장하였다.

발현 및 정제.  FSYRS-DH10b 모 배경에서 개별 CDR 잔기가 TAG로 돌연변이된 sdAb를 코딩하는 플라스미드를 보[0405]

유하는 균주를 100 ug/ml 암피실린 및 34 ug/ml 클로람페니콜의 존재 하에 2xYT 배지 (테크노바# Y0166) 중에서

배양하였다.  유도 전에, 세포를 37℃의 온도에서 성장시켰다.  OD600 0.6에서, 배양물을 1 mM FSY로 보충하고,

0.2% 아라비노스의 첨가에 의해 유도하였다.  유도 시에, 배양물을 밤새 총 16시간 동안 220 RPM으로 진탕하면

서 25℃로 이동시켰다.

세포를 4℃에서 30분 동안 2200xg로 펠릿화함으로써 발현물을 수거하였다.  상청액을 제거하고, 세포 펠릿을 칭[0406]

량하고, -80℃에서 저장하였다.  세포 펠릿을 용해시키기 위해 B-PER 단백질 추출 시약 (써모피셔 #78243)을 4

mL/g 펠릿으로 첨가하여 재현탁시켰다.  샘플을 실온에서 15분 동안 중간 속도의 오비탈 진탕기 상에 놓아둠으

로써 재현탁된 펠릿이 용해되도록 하였다.  이어서, 용해된 세포를 30분 동안 2200xg로 회전 침강시켰다.  상청

액 중 가용성 분획을 추가 정제하기 위해 꺼냈다.

가용성 분획을 정제하기 위해, HisPur Ni-NTA 수지 (써모피셔# 88222)를 사용하여 용해물로부터 가용성 물질을[0407]

포획하였다.  수지 저장 완충제를 제거하고, 세척 완충제 (40 mM 인산나트륨, pH 7.2, 300 mM NaCl, 20 mM 이

미다졸) 중에서 배치 세척하여 평형화시켰다.  배치 세척을 총 50x 수지 부피에 대해 반복하였다.  상기 기재된

정화된 용해물을 세척된 Ni-NTA 수지에 첨가하고, 실온에서 1시간 동안 일정하게 회전시키면서 결합되도록 하였

다.  결합 후, 단백질-결합된 수지를 세척 완충제 중에서 수지 부피의 50x로 배치 세척하여 미결합 오염물을 제

거하였다.  이어서, 단백질-결합된 수지를 스핀 칼럼으로 옮기고, 700xg로 잠시 회전시켜 남아있는 세척 완충제

를 제거하였다.  이어서, 표적 단백질을 용리 완충제 (40 mM 인산나트륨, 7.2, 300 mM NaCl, 500 mM 이미다

졸)를 함유하는 완충제를 사용하여 용리시켰다.  용리 완충제를 수지 부피의 2x로 첨가하고, 실온에서 5분 동안

인큐베이션되도록 하였다.  샘플을 잠시 회전시키고, 용리된 단백질을 새로운 튜브에 수집하였다.  용리 절차를

동일한 조건을 사용하여 2회 반복하였다.  용리 분획을 풀링하고, 용리 완충제로 블랭킹하면서 나노드롭 2000

상에서 A280에 의해 정량화하였다.  이어서, Ni-NTA 정제된 단백질을 0.5 mL, 3 kDa MWCO PES 스핀 필터 (써모피

셔# 88512)를 사용하여 농축시키고, 샘플의 8-10x 부피에서의 반복 희석 및 농축을 통해 1x PBS로 완충제 교환

하였다.

실시예 3 - FSY-변형된 sdAb 및 PSMA의 공유 상호작용[0408]

실시예 2로부터의 반-정제된 sdAb 생성물을 상업용 PSMA (시노 바이오(Sino Bio), cat#15877-H07H)와 함께 대[0409]

략 7:1 (sdAb:PSMA, PSMA 최종 농도는 0.125 mg/mL, 1.25 uM이었음)의 몰비로 1x PBS 중에서 37℃에서 밤새 인

큐베이션하였다.  가교를 환원 SDS-PAGE에 의해 분석하였다 (도 1a-1e).

C1 sdAb의 CDR1 및 CDR3에서 평가된 부위는 하기 표 3에 제시된 바와 같은 PSMA에 대한 가교 능력의 스펙트럼을[0410]

나타냈다.

[0411]
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부위 위치는 서열식별번호: 1에 대해 열거된다.[0412]

제2 PSMA-특이적 sdAb C2를 실시예 1의 방법과 유사한 방법을 사용하되 sdAb:PSMA 몰비가 대략 8:1이도록 변형[0413]

을 가하여 가교 효율에 대해 평가하였다.  가교의 결과가 도 2a-2c에 제시된다.  C2 sdAb의 CDR2 및 CDR3에서

평가된 부위는 하기 표 4에 제시된 바와 같은 PSMA에 대한 가교 능력의 스펙트럼을 나타냈다.

[0414]

부위 위치는 서열식별번호: 2에 대해 열거된다.[0415]

실시예 4 - 가교 동역학[0416]

FSY-변형된 sdAb의 하위세트를 선택하여 PSMA 가교 동역학을 평가하였다.  sdAb를 PSMA와 함께 5:1 몰비로 인큐[0417]

베이션하였다 (PSMA  최종 농도는 0.125  mg/mL,  1.25  uM이었음).   샘플을 0-180분의 시점에 취하고, 가교된

PSMA의 백분율을 SDS-PAGE에 의해 평가하였다.  도 3a 및 3b에 제시된 바와 같이, 변형된 sdAb는 다양한 커플링

동역학을 나타냈다.  sdAb-PSMA 가교 밴드를 정량화함으로써 가교 밴드 백분율을 계산하고, 이미지J를 사용하여

PSMA 밴드 강도를 정량화하였다.

실시예 5 - 변형된 CDR3을 갖는 PSMA 표적화 구축물[0418]

C1 (서열식별번호: 1)의 CDR3 (서열식별번호: 7) 내의 2개의 시스테인 잔기를 알라닌 (C101A 및 C104A)으로 변[0419]

형시켜 이들 잔기를 제거하여 C39를 생성함으로써 PSMA-표적화된 sdAb C1 구축물을 생성하였다.  이어서, 이 구

축물을  추가로  변형시켜  잔기  102에  FSY를  설치하였다  (C1-C101A/C104A/H102(FSY),  서열식별번호:  4,  이하

C39-102FSY로 지칭됨).  이들 sdAb 구축물의 다이어그램이 도 4에 제시된다.  구축물을 성숙 단백질로부터 절단

된 pelB 리더 서열 (서열식별번호: 15)로 합성하고, 6개의 C-말단 히스티딘을 His-태그 정제에 사용하였다.  이

들 구축물의 가교 능력을 실시예 3의 방법을 사용하여 평가하였다.  SDS-PAGE 분석은 모든 구축물이 이들 조건

하에 대등한 수준으로 가교되었다는 것을 나타냈다.

FSY 함유 PSMA-표적화된 sdAb C39-FSY C1을 실시예 2에 기재된 바와 같이 클로닝하고, 발현시켰다.  C39-FSY[0420]

C1을  추가의  카피의  C1-C101A/C104A/H102H  (서열식별번호:  71,  FSY  부재)와  연결시켜  이중파라토프  구축물

(C1-C101A/C104A/H102(FSY)-L1-C1-C39, 서열식별번호: 21, 이하 C40-FSY로 지칭됨)을 생성하였다.  2개의 sdAb

아미노산 서열 사이에 GGGGSGGGGS 링커를 부가하여 구축물을 설계하였다.  이어서, 이중파라토프 구축물을 실시

예 2에 기재된 바와 같이 pBAD 벡터 내로 클로닝하고, 발현시켰다.  구축물을 성숙 단백질로부터 절단된 pelB

리더 서열 (서열식별번호: 15)로 합성하고, 6개의 C-말단 히스티딘을 His-태그 정제에 사용하였다.

단일파라토프 sdAb 및 이중파라토프 구축물을 SDS-PAGE에 의해 시간 경과에 걸쳐 PSMA에 대한 가교에 대해 평가[0421]

하였다.  SDS-PAGE 분석은 이량체 형태 C40-102FSY가 단량체 C39-102FSY보다 2배 더 빠르게 가교된다는 것을 나

타냈다 (t1/2 최대 가교: 이량체의 경우 ~ 30분 대 단량체의 경우 ~60분) (도 5a-5b).

C39-102FSY 아미노산 서열 (*는 102 FSY 위치, 서열식별번호: 4, 알라닌 변형은 밑줄표시됨):[0422]

[0423]

실시예 6 - 구축물의 합성[0424]

조작된 C-말단 시스테인 잔기를 통한 부위 특이적 접합.  sdAb 화합물에 대한 부위-특이적 생체접합을 가능하게[0425]

하기 위해, 추가의 Cys 잔기를 구축물의 C-말단 근처에서 조작하였다.  sdAb-Cys 화합물을 제조하고, 1x PBS,

pH 7.4, 5 mM EDTA 중에서 1 mg/ml로 제제화하였다.  TCEP를 온화한 환원을 위해 10mM로 첨가하고, 실온에서

15분 동안 인큐베이션하였다.  이어서, 샘플을 제바 스핀 칼럼을 사용하여 완충제 교환함으로써 TCEP를 제거하

고, 1x PBS, pH 7.4, 1 mM EDTA로 교환하였다.  이어서, 말레이미드-반응성 페이로드 화합물 (예컨대 AZ 염료

647 말레이미드 cat#: 1122-5)을 10x 몰 과량으로 첨가하고, 37℃에서 2시간 동안 또는 4℃에서 16시간 동안 인
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큐베이션하였다.  미반응 말레이미드 화합물을 크기 배제 크로마토그래피, 탈염 칼럼, 투석 또는 TFF를 사용하

여 샘플로부터 제거하였다.  샘플을 환원 및 비-환원 조건 하에 SDS-PAGE에 적용하여 표지 효율을 관찰하고,

LC-MS를 사용하여 분석함으로써 무손상 질량 및 표지된 종과 비-표지된 종의 상대 비율을 정량화하였다.

실시예 7 - 가교 활성에 대한 검정[0426]

분자를 표적화된 종양 항원에 대한 특이적 결합 및 가교에 대해 검정하였다.  PSMA-표적화 구축물의 세포 결합[0427]

효력을 평가하기 위해, 특이적 FSY- 또는 Tyr-함유 sdAb를 사용하여 특이적 관심 항원에 대한 공유 가교의 효과

를 시험하였다.  이들 시험 물품을 연속 희석하고, 시험관내 배양된 전립선암 세포주 LnCAP  (PSMA+)  및 PC3

(PSMA-)과 회합시켰다.  37℃에서 상이한 시간 동안 인큐베이션한 후, 세포를 세척하고, 배지를 교체하여 미결

합 물질을 제거하였다.  샘플을 항-His 태그 항체 또는 항-VHH를 사용하여 유동 세포측정법에 의해 분석함으로

써,  투입  농도의  함수로서  결합된  집단을  측정하였다.   가교  효율  및  특이성을  측정하기  위해,  세포를

수집하고, 용해시키고, 항-his 또는 항-VHH 항체를 사용하여 웨스턴 블롯팅함으로써 겔 이동을 통해 공유 결합

된 집단을 측정하고, 항-PSMA 항체를 사용한 겔 이동 웨스턴 블롯과 비교하여, sdAb 시험 물품에 가교된 총 표

적 항원을 측정하였다.

접합체 분자를 기능적 활성에 대해, 이 경우 시험관내에서 표적 항원을 발현하는 종양 세포에 특이적으로 독성[0428]

페이로드를 전달하는 능력에 대해 추가적으로 검정하였다.  조작된 C-말단 또는 근위 Cys 잔기를 함유하는 구축

물을 실시예 8에 기재된 일반적 방법을 사용하여 세포독성 페이로드, 예컨대 MMAE 또는 다른 부류의 고도-세포

독성 화합물에 커플링시켰다.  용량-반응 곡선을 생성하고, 샘플을 시험관내에서 LnCAP 및 PC3 세포와 함께 인

큐베이션하였다.  다양한 기간 동안 인큐베이션한 후, 세포를 세척하여 유리 화합물을 제거하고, 세포 생존율을

프로메가  사이톡스그린(Promega  CytoxGreen)과  같은  검정  또는  리포터  화합물  검출,  프레스토  블루(Presto

Blue), CCK-8 또는 유사한 시약에 의한 생존 세포의 검출 및/또는 아넥신 V-FITC, 아이오딘화프로피듐 염색 또

는 유사한 시약을 통한 아폽토시스의 측정을 통해 세포 생존율을 측정하는 다른 검정을 사용하여 측정하였다.

실시예 8 - 생체내 전달[0429]

생체내에서 종양 조직에 특이적으로 페이로드를 전달하는 구축물의 능력을 측정하고, 구축물 대 비-공유 sdAb[0430]

접합체의 종양 노출을 비교하기 위해, 형광단 표지를 대용 페이로드로서 사용하여 시간 경과에 따른 추적/생체

분포 측정을 가능하게 하였다.  단일 잔기가 Tyr 또는 FSY로 치환된 sdAb 구축물 (예를 들어, C1, C2 또는 C3)

을  말레이미드  화학을  통해  화학적  형광단  (알렉사647  또는  유사물)에  조작된  시스테인  잔기를  통해

접합시키고, 실시예 6에 기재된 바와 같이 정제하였다.  형광단-표지된 sdADC 접합체 분자를 PSMA + 또는 - 종

양을 보유하는 수컷 NSG 마우스에 꼬리 정맥 IV 주사를 통해 투여하고, 시험 물품의 생체분포를 AmiX 영상화기

또는 유사물을 사용한 전체-동물 영상화를 통해 시간 경과에 따라 관찰하였다.  종양-특이적 및 말초 노출을 영

상 밀도측정법을 통해 정량화하고, sdAb의 FSY 버전과 Tyr 버전을 비교하였다.

실시예 9: 추가의 FSY-변형된 SdAb의 설계[0431]

C3 wt 서열 (IDT로부터 합성됨, 서열식별번호: 3)을 NdeI 및 HindIII 제한 효소에 의해 소화된 벡터 (젠스크립[0432]

트에 의해 합성됨) 내로 클로닝하여 C3 wt 항-PSMA sdAb를 구축하였다.  발현 카세트는 또한 PelB 리더 서열 및

His6 태그를 포함하였다.  C3 wt DNA 서열은 서열식별번호: 75로서 제시된다.

CDR 영역 내의 아미노산 서열을 FSY 변형을 위해 선택된 부위에서 플라스미드 내에서 TAG 코돈으로 변화시켰다.[0433]

ORF 내의 이들 TAG 돌연변이체는 젠스크립트에 의해 부위-지정 돌연변이유발을 통해 제조되었다.

[0434]

실시예 10 - FSY-변형된 sdAb의 스크리닝[0435]

실시예 9로부터의 C3 구축물을 실시예 2에 기재된 바와 같이 DH10b 적격 세포 내로 pEVOL-FSYRS와 함께 공동-형[0436]

질전환시켰다.   형질전환물로부터  단일  콜로니를  골라내고,  37℃  하에  220  rpm으로  진탕하면서  100  ug/mL

Amp+34 ug/mL Cm으로 보충된 24 딥 웰 플레이트 내 1 mL 2xYT 중에 접종하였다.  OD가 0.5에 도달하였을 때,

온도를 25℃로 감소시켰다.  0.2% 아라비노스 + 1 mM FSY를 첨가하여 각각의 웰에 대한 발현을 유도하였다.  생

성물을 25℃에서 밤새 발현시켰다.  밤새 후, 세포를 1.5 mL 에펜도르프 튜브로 옮기고, 벤치탑 원심분리에 의

해 회전시켰다.  상청액을 제거하였다.  펠릿을 세포 용해시키기 위해 50 uL B-per (써모피셔 #78243)로 15분
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동안 처리하였다.  그 후, 세포 용해물을 4℃ 벤치탑 원심분리에 의해 최대 속도로 회전 침강시켰다.

3 uL 상청액을 3 uL PBS 또는 3 uL 0.25 mg/mL PSMA와 함께 인큐베이션하여 가교 반응을 개시하였다.  반응물을[0437]

37℃에서 보다 짧은 시간 윈도우인 3시간 동안 인큐베이션하였다.  그 후, 인큐베이션 혼합물을 2XSDS-로딩 염

료로 처리하였다.  SDS-PAGE를 실행하고 쿠마시 블루로 염색하여 가교를 조사하였다.  결과가 도 6a 및 6b에 제

시되고, 하기 표 5에 요약된다.

[0438]

부위 위치는 서열식별번호: 3에 대해 열거된다.[0439]

실시예 11 - FSK-변형된 FAP sdAb의 확인 및 동역학[0440]

서열 분석 (abYsis)을 사용하여 Fap 항체 서열에서 상보성 결정 영역 (CDR) 루프 위치를 규정하였다.  각각의[0441]

CDR 잔기를 TAG 코돈으로 개별적으로 대체하기 위해 라이브러리를 구축하고, 생성된 단백질을 각각의 위치에 비

천연 아미노산 FSK를 혼입시키는 조건 하에 발현시켰다.

C8 FAP 라이브러리 생성.  sdAb 내의 상이한 FSK 혼입 부위를 평가하기 위해, 벡터 pBAD-C8 WT (서열식별번호:[0442]

82)를 하기와 같이 구축하였다: IDT 캄파니에 의해 C8 WT 서열 (서열식별번호: 23)을 이. 콜라이 발현을 위해

코돈 최적화하고, 합성하였다.  C8 WT g블록 서열 (서열식별번호: 78)을 NdeI 및 HindIII 제한 효소에 의해 소

화된 pBAD 벡터 (젠스크립트) 내로 클로닝하여 pBAD-C8 WT 벡터를 구축하였다.

라이브러리 균주 생성.  상응하는 신테타제의 발현을 위해, 조작된 Ma FSKRS 아미노아실 tRNA 신테타제 (서열식[0443]

별번호: 87)를 코딩하는 pEVOL-FSKRS 플라스미드 (젠스크립트)를 합성하고, pEVOL-FSKRS (서열식별번호: 89)를

화학적으로 적격인 DH10b 적격 세포 내로 형질전환시켜 모 균주 FSKRS-DH10b를 생성하였다.  각각의 C8 CDR TAG

변이체를 코딩하는 개별 플라스미드를 화학적으로 적격인 FSKRS-DH10b 세포 내로 형질전환시켰다.  단일 콜로니

를 100ug/ml 암피실린 및 34ug/ml 클로람페니콜을 함유하는 슈퍼브로쓰 배지 (테크노바# S1530) 중에 접종하고,

37℃에서 대략 220 rpm으로 밤새 진탕하면서 성장시켰다.

발현 및 정제.  FSKRS-DH10b 모 배경에서 개별 CDR 잔기가 TAG로 돌연변이된 sdAb를 코딩하는 플라스미드를 보[0444]

유하는 균주를 100 ug/ml 암피실린 및 34 ug/ml 클로람페니콜의 존재 하에 슈퍼브로쓰 배지 중에서 배양하였다.

각각의 풀로부터의 단일 콜로니를 관련 항생제를 함유하는 5 mL 슈퍼브로쓰 배지 중에 접종하고, 37℃에서 밤새

성장시켰다.  다음 날, 세포를 100 ug/ml 암피실린 및 34 ug/ml 클로람페니콜, 1 mM FSK, 0.2% 아라비노스를

함유하는 30 mL 슈퍼브로쓰 배지 중에 1:10 비로 희석 (3 mL 대 30 mL 희석)하였다.  세포를 30℃에서 220 rpm

으로 6시간 동안 FSK 혼입에 대해 유도하였다.  발현 후, FSK-변형된 sdAb (C8-FSK)를 실시예 2에 기재된 방법

에 따라 수거하고 정제하였다.

가교 동역학.  FAP  수용체 (아크로바이오시스템(Acrobiosystem) #AP-H5263-100ug)를 풀링된 항체 혼합물 (표[0445]

6)과 함께 ~ 8:1 (항체:수용체)의 몰비로 37℃, 1XPBS, pH 7.4에서 1시간, 2시간 또는 밤새 인큐베이션하였다.

인큐베이션 후, 100 mM DTT를 함유하는 1X 램리 샘플 완충제를 첨가함으로써 가교 반응을 정지시켰다.  샘플을

95℃에서 5분 동안 가열하고, 이어서 트리스-글리신 SDS-PAGE (4-20% 미니-프로테안(Mini-PROTEAN)® TGX™)를

실행하였다.  후속적으로, 이미지J 소프트웨어를 사용하여 상대 밴드 강도를 정량화하였다.  FSK 풀링된 이동의

결과는 풀 2 및 3 내에서의 가교 활성을 통한 FAP 수용체 이동을 입증하였다 (도 7a).
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표 6.  C8 FSK 혼합물 발현을 위한 설계된 CDR 풀[0446]

[0447]

FAP와의 가교를 담당하는 단일 FSK 부위의 확인.  가교를 담당하는 개별 FSK 부위를 확인하기 위해, 각각의 TAG[0448]

돌연변이체를 상기 기재된 바와 같이 DH10b 세포 내로 pEVOL-FSKRS와 함께 공동-형질전환시키고, 발현시키고,

정제하였다.  후보 풀로부터의 각각의 개별 FSK 돌연변이체를 겔 이동의 조사를 위해 FAP 수용체와 함께 인큐베

이션하였다 (도 7b).  CDR2 내의 9개의 FSK 돌연변이체는 FAP와 가교하는 것으로 밝혀졌다 (52, 53, 54, 55,

56, 58, 60, 62, 64).  1개의 부위 (56)는 1시간 이내에 모든 가교 부위 중에서 가장 높은 가교 수율을 갖는 것

으로 밝혀졌다.

FAP 수용체에 대한 C8-FSK 가교 동역학의 측정.  FSK 가교 동역학을 평가하기 위해, C8-54FSK 및 C8-56FSK를[0449]

FAP 수용체와 함께 15, 30, 60 및 120분 동안 인큐베이션하고, 가교 수율에 대해 검사하였다.  56 FSK 부위는

다른 부위와 비교하여 가장 높은 가교 속도를 갖는 것으로 밝혀졌으며, 이는 C8-56FSK가 가장 빠른 가교 속도

(2시간 이내에 >50% 가교)를 갖는다는 것을 나타낸다 (도 7c).

실시예 12 - FSY-변형된 Her3 SdAb의 확인 및 동역학[0450]

C9 라이브러리 생성.  서열 분석을 사용하여 (abYsis) Her-3 항체 서열에서 상보성 결정 영역 (CDR) 루프 위치[0451]

를 규정하였다.  각각의 CDR 잔기를 TAG 코돈으로 개별적으로 대체하기 위해 라이브러리를 구축하고, 이를 각각

의 위치에 비천연 아미노산 FSY를 혼입시키는 조건 하에 발현시켰다.

벡터 pBAD-C9 WT를 구축하였다.  C9 WT 서열 (서열식별번호: 24)을 이. 콜라이 발현을 위해 코돈 최적화하였다.[0452]

C9 g블록 서열 (서열식별번호: 79)을 NdeI 및 HindIII 제한 효소에 의해 소화된 pBAD 벡터 (젠스크립트 cat#

SC1010) 내로 클로닝하여 pBAD-C9 WT 벡터 (서열식별번호: 83)를 구축하였다.  실시예 2에 기재된 바와 같되,

예외로 pEVOL-FSYRS 플라스미드 및 개별 돌연변이체 pBAD-C9 돌연변이체를 형질전환시키고, DH10b 세포보다는

BL21 세포에서 발현시켜, C9-FSY 변이체의 라이브러리를 생성하였다.  FSY-변형된 sdAb (C9-FSY)의 발현은 FSY-

변형된 C9 sdAb를 모 균주 FSYRS-BL21에서 발현시키고 그로부터 정제한 것을 제외하고는 실시예 2에 기재된 방

법에 따랐다.

가교를 담당하는 풀의 확인.  가교 상용성 FSY 부위를 함유하는 CDR의 영역을 초기에 확인하기 위해, 다중 CDR[0453]

영역에 TAG 부위를 갖는 플라스미드를 함유하는 균주를 초기에 풀링하였다 (표 7).  풀링된 균주를 실시예 2에

기재된 바와 같이 발현시키고, Ni-NTA 친화도를 통해 정제하고, 농도에 대해 정규화하고, SDS-PAGE 겔 이동을

통해 가교에 대해 평가하였다.  C9-FSY 풀 혼합물을 Her3 (아크로바이오시스템 #ER3-H5223-100ug)과 3:1 비 (3

ug C9 FSY 대 1 ug Her3 수용체)로 37℃, 1xPBS, pH 7.4에서 밤새 인큐베이션하였다.  반응을 4-20% 미니-프로

테안® TGX™ 상에서 실행한 다음, 쿠마시 블루로 염색하였다.  풀링된 이동의 결과는 풀 2, 3 및 4 내에서의

Her3 수용체 가교 활성을 입증하였다 (도 8a).

표 7.  C9 FSY 혼합물 발현을 위한 설계된 CDR 풀[0454]

[0455]

Her3과의 가교를 담당하는 단일 FSY 부위의 확인.  가교를 담당하는 각각의 개별 FSY 부위를 확인하기 위해, 각[0456]
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각의 TAG 돌연변이체를 상기 기재된 바와 같이 pEVOL-FSYRS와 함께 BL21 세포 내로 공동-형질전환시키고, 발현

시키고, 정제하였다.  후보 풀로부터의 각각의 개별 FSY 돌연변이체를 Her3 수용체와 함께 37℃에서 밤새 인큐

베이션하였다.  반응을 4-20% 미니-프로테안® TGX™ 상에서 실행하고 쿠마시 블루 염색하여 가교를 평가하였다

(도 8b).  CDR2 내의 8개의 C9-FSY 돌연변이체가 Her3과의 가교를 지지하는 것으로 밝혀졌다 (53, 55, 56, 57,

58,  60,  64,  67).   2개의  부위  (55,  57)는  모든  가교  부위  중에서  가장  높은  가교  수율을  갖는  것으로

밝혀졌다.

가장 빠른 속도를 갖는 C9-FSY 가교 부위의 확인.  가장 빠른 속도를 갖는 FSY 가교 부위를 확인하기 위해, 상[0457]

기 확인된 FSY 부위를 갖는 C9를 Her3 수용체 (아크로바이오시스템)와 함께 인큐베이션하고, 가교 수율을 결정

하였다.  C9-FSY 돌연변이체를 Her3 수용체와 함께 8:1의 몰비로 1x PBS, pH 7.4 중에서 인큐베이션하였다.  1

시간 후에 100 mM DTT를 함유하는 최종 1X SDS-로딩 염료에 첨가함으로써 인큐베이션을 정지시키고, 4-20% 미니

-프로테안® TGX™와 쿠마시 블루 염색에 의해 반응을 분석하였다.

고유한 55 FSY 부위는 다른 부위와 비교하여 가장 높은 가교 수율 (1시간 이내에 > 50%)을 갖는 것으로 밝혀졌[0458]

으며, 이는 55 FSY가 가장 빠른 가교 속도를 갖는다는 것을 나타낸다 (도 8c).  C9-55FSY를 Her3 수용체와 함께

인큐베이션하고, 0, 15, 30, 60, 120 및 180분의 시간 경과에 걸쳐 반응을 정지시킴으로써 추가로 분석하였다.

도 8d에 제시된 바와 같이, 가교는 급속하게 진행되었고, 15분 이내에 검출되었으며, 1시간 이내에 50% 초과의

가교가 나타났다.

실시예 13 - FSY-변형된 및 비변형된 C2 sdAb의 결합 친화도[0459]

위치 54에 FSY를 갖는 C2 sdAb (C2-54FSY)를 선택하여 동일한 위치에 티로신을 갖는 C2 sdAb (C2-54TYR)와 결[0460]

합 친화도를 비교하였다.  단백질을 실시예 2에서와 같이 제조한 다음, FPLC 크기 배제 크로마토그래피 (하이로

드 16/600 슈퍼덱스 200 pg 크기 배제 칼럼 시티바(Cytiva) #28989335)를 통해 추가로 정제하였다.  1x DPBS를

실행 완충제로서 사용하고, 단백질을 등용매 용리에 의해 수집하였다.  각각의 C2 sdAb에 대해, 단량체 피크 분

획을 환원 SDS-PAGE에 의해 분석하고, 풀링하고, 음이온 교환 실행 완충제 (20 mM 트리스, 7.5 및 20 mM NaCl)

중에 4℃에서 밤새 투석하였다.  내독소를 제거하기 위해, 투석된 샘플 풀을 하이트랩 Q XL, 1 ml 칼럼 (시티바

#17515801) 상에 관통 모드로 실행시켰으며, 내독소는 칼럼에 결합하였다.  관통물을 수집하고, 내독소 수준에

대해 체크하였다.  최종적으로, 완전히 정제된 샘플을 최종 제제 완충제로서 1x DPBS 중에 투석하였다.  샘플을

분취하고, -80℃에서 저장하였다.

결합 동역학을 AHC 센서 (사르토리우스(Sartorius) 품목 #18-5060)에 의한 생물층 간섭측정법을 사용하여 측정[0461]

하였다.  Fc 태그를 갖는 PSMA (50 nM) (아크로바이오시스템 PSA-H5264-100ug)와 C2-54FSY 또는 C2-54TYR sdAb

(단백질 농도 400 nM, 200 nM, 100 nM, 50 nM).  OCTET 측정을 위한 단계를 다음과 같이 수행하였다: 기준선:

60초; 수용체 로딩: 300초; 비-결합 수용체 세척: 300초; 회합을 위한 sdAb 로딩: 100초; 해리: 600초.  C2-

54TYR은 9.1 nM의 KD를 가졌고, C2-54FSY는 10.9 nM의 KD를 가졌으며, 이는 위치 54에서의 티로신 대신에 FSY

의 혼입이 결합 친화도를 변화시키지 않았다는 것을 나타낸다.

실시예 14 - 세포 결합 검정[0462]

C2-54FSY  및 C2-54TYR  sdAb를 유동 세포측정법을 사용하여 인간 전립선 종양 세포주 LNCaP  (PSMA+)  및 PC3[0463]

(PSMA-)에의 결합에 대해 평가하였다.  실시예 13으로부터의 단백질을 FACS 완충제 (1xPBS + 2% HI-FBS)에 의해

3 μM (1000 μL)로 제제화한 다음, 5x 연속 희석하여 (200 μL sdAb 대 800 μL FACS 완충제) 검정을 위한 8

개의 농도 포인트를 생성하였으며, 최저 농도는 0.0000384 μM이었다.  대조군 sdAb (인간 PSMA 알렉사 플루오

르 알렉사 플루오르® 647-접합된 항체)를 FACS 완충제 (1xPBS + 2% HI-FBS)에 의해 1 μM (450 μL)로 제제화

한 다음, 3x 연속 희석하였으며 (150 μL 시험 물품 대 300 μL FACS 완충제), 최저 농도는 0.00045 μM이었다.

결합 검정.  LNCaP 및 PC3 세포주 (ATCC)를 37℃에서 5% CO2 하의 가습 환경에서 10% 열 불활성화 태아 소 혈청[0464]

(써모 피셔)으로 보충된 RPMI-1640 및 F12K 배지 중에 유지하였다.  세포를 지수 성장기에서 수거하고, 계수하

고, v-바닥 96-웰 플레이트에 100 μL 세포/웰로 분취하였다.  세포를 원심분리에 의해 펠릿화하였다.  C2 sdAb

및 대조군 sdAb 샘플을 세포에 첨가하고, 얼음 상에서 1시간 동안 인큐베이션하였다.  C2 sdAb로 처리된 세포의

경우, 인큐베이션 후, 세포를 FACS 완충제로 2회 세척하고, 5 μg/mL의 2차 항체 (알렉사 플루오르 647 아피니

퓨어 염소 항-알파카 IgG, VHH 도메인)를 함유하는 100 μL의 빙냉 FACS 완충제와 함께 얼음 상에서 30분 동안

인큐베이션하였다.  이어서, 세포를 FACS 완충제로 2회 세척하고, 4℃ 고정 완충제 (써모피셔, 카탈로그 번호

0082249)로 30분 동안 고정시켰다.  대조군 sdAb로 처리된 세포의 경우, 인큐베이션 후, 세포를 FACS 완충제로
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2회 세척하고, 4℃ 고정 완충제 (써모피셔, 카탈로그 번호 0082249)로 30분 동안 고정시켰다.  고정 후, 세포를

2회 세척하고, 아튠 유동 세포측정법 (써모피셔)으로 분석하였다.

미가공 데이터 (FCS 파일)를 분석하였다 (플로우조 10.7.2).  FSC-A 및 SSC-A를 사용하여 총 세포를 분리하고,[0465]

FSC-A 및 SSC-A로 무손상 세포를 게이팅하였다.  이어서, FSC-H 대비 FSC-A로 단일선을 게이팅 아웃하였다.  단

일선을 알렉사 플루오르-647로 분리하였다.  샘플의 알렉사 플루오르-647 신호 강도의 기하 평균 강도를 추가의

분석 및 플롯팅에 사용하였다.  샘플의 알렉사 플루오르-647의 기하 평균 강도의 평균 값 및 STDEV 값을 계산하

였다 (마이크로소프트 365 MSO 버전 2202 빌드 16.0.14931.20128 64-비트용 마이크로소프트® 엑셀®).  곡선

피트 및 플롯팅을 '로그(효능제) 대 반응-가변 기울기 (4개의 파라미터)' (그래프패드 프리즘 9.2.0)로 수행하

였다.

C2-54TYR 및 C2-54FSY는 용량 의존성 방식으로 LNCaP 세포에 결합하였지만, PSMA 음성 PC3 세포에 대한 결합은[0466]

나타내지 않았다 (도 9).  C2-54TYR 및 C2-54FSY에 대한 결합 친화도를 LNCaP 세포의 유동 염색 후 EC50 값으

로부터 측정하였다 (표 8).

표 8.  LNCaP 세포에서의 C2 sdAb의 결합 친화도[0467]

[0468]

실시예 15 - 표적 세포에 대한 FSY-변형된 sdAb의 가교[0469]

C2-54TYR, C2-54FSY 및 C3-101FSY의 가교를 세포 결합에 대해 비교하였다.  LNCaP 및 PC3 세포를 실시예 14에[0470]

기재된 바와 같이 배양하였다.  세포를 그의 성장 배지 중에 넣어 6-웰 플레이트에 500,000개 세포/웰의 밀도로

플레이팅하였다.  시딩 48시간 후에, 배양 배지를 제거하고, sdAb를 갖는 0.8 mL 배양 배지를, 나타낸 농도 및

시점에 첨가하였다 (표 9 및 10 참조).  세포를 2회 헹구고 (1 mL/웰의 1xPBS), 0.2 mL/웰의 0.25% EDTA-트립

신 (깁코(Gibco), 카탈로그 번호 25200-056)을 첨가하였다.  인큐베이터에서 5분 인큐베이션한 후, 1ml 완전 배

지를 첨가하여 트립신을 중화시켰다.  세포를 헹구고 펠릿화하였다.

세포를  프로테아제  억제제  칵테일로  보충된  RIPA  완충제  (산타  크루즈  바이오테크놀로지(Santa  Cruz[0471]

Biotechnology), 카탈로그 번호 SC-24948A) 중에 용해시켰다.  변성된 샘플을 4-20% 크리테리온 TGX 겔 (바이

오-라드(Bio-Rad),  카탈로그  번호  5671095)에서의  전기영동에  이어서,  키트  (바이오-라드,  카탈로그  번호

1704271) 및 피어스 패스트 웨스턴 블롯 키트 (써모 사이언티픽, 카탈로그 번호 35060, 35061)를 사용하고 1차

항체  항-인간 PSMA  (인비트로젠,  카탈로그  번호  37-3900)  또는  항-알파카 VHH  (잭슨  이뮤노리서치(Jackson

ImmunoResearch), 카탈로그 번호 128-035-232), 내부 표준 항-GAPDH (셀 시그널링 테크놀로지(Cell Signaling

Technology), 카탈로그 번호 CST-2118)를 사용한 웨스턴 블롯에 의해 분석하였다.

아주르 바이오시스템(Azure Biosystem) C600에 의해 영상을 획득하였다.  GIMP 2.10.28을 사용하여 영상을 처리[0472]

하였다.   웨스턴  블롯에서의  밴드의  밀도를  이미지J  1.51j8로  지침에  따라  결정하였다

(imagej.nih.gov/ij/docs/guide/146-30.html#infobox:Densitometry,  Section  30.13).   가교된  PSMA  대  총

PSMA의 백분율을 하기 식으로 계산하였다: 가교된 PSMA의 밀도/(가교된 PSMA의 밀도 + 비가교된 PSMA의 밀도) x

100%.

항-PSMA 항체로 검출된 우세한 밴드 (~100kD)가 LNCaP 세포로부터의 웨스턴 블롯에서 관찰되었지만 (도 10a),[0473]

유사한 분자량을 갖는 밴드가 PC3 세포에서는 검출되지 않았으며 (도 10b), 이는 항-PSMA 항체의 특이성을 입증

하고, LNCaP 세포에서의 PSMA 발현의 특이성을 확인시켜 주었다.  C2-54FSY로 처리된 LNCaP 세포에서, PSMA 위

에 추가의 밴드가 검출되었다.  밴드의 강도는 시간 및 농도 의존성 방식으로 증가하였으며, 이는 특이적 가교

를 나타낸다.  그러나, 다양한 농도의 C2-54TYR로 다양한 시간 동안 처리된 LNCaP 세포에서, 유사한 강도의 비-

가교된 PSMA 밴드는 관찰되었지만, 가교된 밴드는 관찰되지 않았으며, 이는 FSY가 없는 sdAb는 LNCaP 세포에서

PSMA에 가교되지 않았다는 것을 나타낸다 (도 10b).  가교의 정량화는 C2-54TYR이 LNCaP 세포에서 시간 및 용량

의존성 방식으로 PSMA에 가교되었다는 것을 나타냈다 (표 9 및 도 10c).

공개특허 10-2024-0139054

- 118 -



표 9.  LNCaP 세포에서 C2-54FSY와 PSMA의 가교 동역학[0474]

[0475]

C3-101FSY로 처리된 LNCaP 세포에서, 유사한 패턴이 관찰되었고, 가교된 밴드 (PSMA-sdAb)의 강도는 시간 및 농[0476]

도 의존성 방식으로 증가하였다.  C3-101FSY의 분자량이 C2-54FSY보다 더 높기 때문에, 가교된 밴드는 C2-54FSY

의 가교 밴드보다 더 높은 겉보기 분자량으로 이동하였다 (도 11a).  C2-54FSY 및 C3-101FSY의 가교 동역학의

비교가 표 10 및 도 11b에 제시된다.

표 10.  LNCaP 세포에서 C2-54FSY 및 C3-101FSY와 PSMA의 가교 동역학[0477]

[0478]

실시예 16 - 생체내 가교 검정[0479]

본 연구는 2개의 마우스 이종이식 종양 모델 LNCaP 및 PC3에서 C2-54TYR 및 C2-54FSY와 PSMA의 생체내 가교,[0480]

전신 및 종양내 노출을 평가하였다.  LNCaP 및 PC3 세포주 (ATCC)를 37℃에서 5% CO2 하의 가습 환경에서 10%

열 불활성화 태아 소 혈청 (써모 피셔)으로 각각 보충된 RPMI-1640 및 F12K 배지 중에 유지하였다.  세포를 지

수 성장기에서 수거하고, 냉장 원심분리기에서 335xg로 원심분리하고, 배지를 흡인하였다.  세포 접종을 위해,

세포 펠릿을 PC3의 경우 100 ul의 무혈청 F-12K 배지 또는 LNCaP의 경우 RPMI 플러스 100 μL의 매트리겔 중에

재현탁시켰다.  5백만개의 PC3 세포 또는 3백만개의 LNCaP 세포를 함유하는 200 μL를 수컷 NSG 마우스 (잭슨

랩스(Jackson Labs))의 측복부 내로 이식하였다.  종양 크기가 ~200  mm
3
에 도달하였을 때, C2-54TYR  및 C2-

54FSY를 꼬리 정맥을 통해 주사하였다.  협부 채혈을 통해 말초 혈액 샘플을 수집하였다.  6시간 후, 마우스를

희생시키고, 말초 혈액 샘플 및 종양 둘 다를 수거하고, 칭량하고, -80℃에서 동결시켰다.

종양 샘플 (~30 내지 40 mg)을 프로테아제 억제제 칵테일을 함유하는 1ml RIPA 완충제 (산타 크루즈 바이오테크[0481]

놀로지, 카탈로그 번호 SC-24948A)와 함께 첨가한 다음, 퀴아젠(Qiagen) 티슈라이저 II 샘플 파괴기로 균질화시

켰다.  균질화 후, 샘플을 4℃에서 10분 동안 12,000rpm으로 원심분리하였다.  상청액을 보관하고, 펠릿을 폐기

하였다.  원심분리 과정을 1회 반복하였다 (총 2회).

종양 용해물의 단백질 농도를 BCA 단백질 검정 키트 (써모 사이언티픽, 카탈로그 번호 23225)를 사용하여 정량[0482]

화하였다.  샘플을 RIPA  완충제에 의해 동일한 농도로 제제화한 다음, 6x 환원된 로딩 완충제 (알파 에이사

(Alfa Aesar), 카탈로그 번호 J61337)를 첨가한 후에 100℃에서 10분 동안 가열하였다.  변성된 샘플을 4-20%
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크리테리온 TGX 겔 (바이오-라드, 카탈로그 번호 5671095)에서의 전기영동에 이어서, 가교를 검출하기 위한 항-

PSMA  및 항-VHH  및 로딩 대조군으로서의 항-GAPDH  항체를 사용한 웨스턴 블롯 (바이오-라드, 카탈로그 번호

1704271 및 써모 사이언티픽, 카탈로그 번호 35060, 35061)에 의해 분석하였다.  아주르 바이오시스템 C600에

의해 영상을 획득하였다.  GIMP 2.10.28을 사용하여 영상을 처리하였다.  혈장을 ELISA에 적용하고, 데이터를

처리하고, 플롯팅하였다 (그래프패드 프리즘 9.2.0).  평균 값 및 STDEV를 계산하고, 혈장 농도의 유의성을 독

립표본 양측 스튜던트 t 검정을 사용하여 평가하였다.

C2-FSY 또는 C2-TYR을 투여한 동물로부터 유래된 LNCaP 및 PC3 종양으로부터의 샘플을 상기 기재된 바와 같이[0483]

제조하고, 항-VHH 항체로 웨스턴 블롯팅하여 비-가교된 C2  화합물 (블롯의 15kD  영역) 및 가교된 C2  화합물

(PSMA 위의 ~100kD 영역)을 검출하였다.  C2-54FSY를 투여한 동물로부터의 LNCaP 종양 샘플에서, 항-VHH 웨스턴

블롯은 모든 샘플에서 PSMA 영역 위의 밴드 (~100kD)를 검출한 반면, C2-54TYR 또는 비히클 샘플에서는 가교 밴

드가 관찰되지 않았으며 (도 12a), 이는 C2-54FSY에 의한 특이적이고 재현가능한 가교를 나타낸다.  항-VHH 신

호는 PC3 종양 샘플에서 관찰되지 않은 반면, C2-54TYR 및 C2-54FSY로 처리된 LNCaP 샘플에서 밴드의 차등 패턴

이 관찰되었다.  비-가교된/유리 sdAb를 보여주는 블롯의 ~15kD 영역에서, C2-54TYR 및 C2-54FSY 처리된 LNCaP

샘플 둘 다는 유사한 강도의 밴드를 나타냈으며, 이는 유사한 수준의 비가교된 sdAb의 존재를 입증한다.  C2-

54FSY 처리된 LNCaP 종양 조직에서 특이적으로 ~ 100kD로 이동한 추가의 밴드가 관찰된 반면, C2-54TYR 처리된

동물로부터의 PC3 샘플 또는 LNCaP 샘플에서는 이 영역에서 밴드가 관찰되지 않았으며, 이는 C2-54FSY의 PSMA에

대한 가교를 나타낸다.

sdAb의 전신 노출을 추정하고 비교하기 위해, C2-54TYR 및 C2-54FSY의 혈장 농도를 ELISA를 사용하여 투여 30분[0484]

및 6시간 후에 측정하였다 (표 11 및 도 12b).

표 11.  C2-54TYR 및 C2-54FSY의 혈장 농도 (ng/ml)[0485]

[0486]

결과는 단일 IV 투여 후, C2-54TYR 및 C2-54FSY가 종양에 접근하여 PSMA-의존성 방식으로 축적된다는 것을 나타[0487]

낸다.  그러나, C2-54FSY만이 종양에서 PSMA에 특이적으로 가교된다.

실시예 17  표적-특이적 가교를 위한 FSK-변형된 및 FSY-변형된 sdAb의 구축[0488]

일반적으로  실시예  2  및  11의  방법에  따라  라이브러리  및  라이브러리  균주를  구축하고,  발현시키고,[0489]

정제하였다.  FSY 또는 FSK 삽입과 상용성인 부위를 함유하는 CDR의 영역을 초기에 확인하기 위해, CDR 영역의

코딩 영역 내에 TAG 코돈을 갖는 플라스미드를 함유하는 균주를 구축하였다.  표 12는 스크리닝에 사용된 sdAb

및 CDR 서열을 보여준다.
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표 12: FSY 및 FSK 삽입을 갖는 sdAb[0490]

[0491]

스크리닝.  일반적으로 실시예 11 및 12의 방법에 따라 CDR 영역의 코딩 영역 내에 TAG 코돈을 갖는 플라스미드[0492]

를 함유하는 균주를 풀에서 스크리닝하고, 가교를 검정하였다.  표적에 대한 가교 활성을 나타내는 풀을, 개별

FSY 또는 FSK 돌연변이체를 가교에 대해 평가하여 추가로 분석하였다.  가교를 나타내는 개별 돌연변이체가 표

13에 제시된다.
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표 13: sdAb의 가교를 위한 FSY 및 FSK 삽입의 확인[0493]

[0494]

가교 검정의 표적에 사용된 시약.  CEACAM5는 아크로바이오시스템 (# CE5-HF255-25μg) 및 시노바이올로지칼[0495]

(#11077-H02H-100μg)로부터 구입하였다.  FAP  수용체는 아크로바이오시스템 (#AP-H5263-100ug)으로부터 구입

하였다.  인간 FolRa (폴레이트 수용체 알파) 수용체는 아크로바이오시스템 (#FO1-H5253-100ug)으로부터 구입하

였다.  MSLN  (메소텔린)은 시노바이올로지칼 (Cat:  13128-HNCH,  Cat:  13128-H01H-B)  및 아크로바이오시스템

(#MSN-H526x-100ug)으로부터 구입하였다.  인간 MSLN 세포외 도메인은 아크로바이오시스템 (#MSN-H5253-100ug,

#MSN-HF223-25ug)으로부터 구입하였다.  Her3  세포외 도메인은 아크로바이오시스템 (#ER3-H5223-100ug)으로부

터 구입하였다.  인간 CD123 단백질 세포외 도메인은 시노바이올로지칼 (#10518-H02H-50ug)로부터 구입하였다.

인간 5T4 세포외 도메인은 아크로바이오시스템 (#TPG-H5253-100ug)으로부터 구입하였다.

C8  FSY  sdAb에  대해,  가교  동역학을  실시예  11의  방법에  따라  분석하였다.   도  13은  0-180분의  가교를[0496]

보여준다.  C8-54 FSY 부위는 다른 부위와 비교하여 가장 높은 가교 속도를 갖는 것으로 밝혀졌다 (2시간 이내

에 ~ 50% 가교).  유사하게, HER3 수용체에 대한 C18-FSY 및 C18-FSK sdAb의 가교 속도를 비교하였다.  위치

33, 101 및 103에서와 같이, 위치 101 FSY가 가장 높은 가교 효율 및 속도를 달성하는 것으로 관찰되었다.  위

치 30, 32, 35에서의 C18 sdAb FSK 변이체의 경우, 위치 35 FSK가 Her3에 대한 가장 높은 가교 효율 및 속도를

달성하는 것으로 관찰되었다.  C20 FSY sdAb 내 3개의 부위의 평가는 위치 57이 CD123에 대한 가장 높은 가교

효율 및 속도를 달성하였다는 것을 나타냈다.

실시예 18  FSY-변형된 DARPin의 확인 및 동역학[0497]

Her2-결합 DARPin (C15)을 FSY 아미노산의 삽입을 통해 가교 능력에 대해 스크리닝하였다.  일반적으로 실시예[0498]

2의 방법에 따라 라이브러리 및 라이브러리 균주를 구축하고, 발현시키고, 정제하였다.  C15 WT 서열 (서열식별

번호: 29)은 표 14에 제시되며, FSY 삽입에 의해 스크리닝된 영역은 볼드체로 제시되고, FSY 치환의 아미노산

위치는 표의 제2 행에 제시된다.

표 14.  FSY의 HER2 DARPin 내로의 치환을 위한 아미노산 위치[0499]

[0500]

일반적으로 실시예 11의 방법에 따라 가교 효율을 위해 각각의 개별 C15-FSY 돌연변이체를 Her2 수용체와 함께[0501]

인큐베이션하였다.  C15 내의 부위 9, 12, 37, 66, 68은 도 14에 제시된 바와 같이 Her2 수용체와의 가교를 입

증하였다.  가장 빠른 속도를 갖는 FSY 가교 부위를 확인하기 위해, 상기 확인된 FSY 부위를 갖는 DARPin을 Fc-

태그부착된 Her2 (아크로바이오시스템: 아크로바이오시스템: #HER2-H5253-100ug)와 함께 인큐베이션하고, 15 및
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30분에 가교에 대해 검사하였다.  C15-66 FSY 부위는 다른 부위와 비교하여 더 높은 가교 수율을 갖는 것으로

밝혀졌다.

FSY 치환이 부재하는 DARPin의 1개의 카피인 C16 (서열식별번호: 30)을 5개의 아미노산 GGGGS 링커에 의해 C15-[0502]

66FSY의 C-말단에 융합시켜 융합 단백질을 제조함으로써 이중파라토프 DARPin (C15-66FSY-C16, 이하 C38-FSY로

지칭됨)을 구축하였다.  일반적으로 실시예 11의 방법에 따라 C38-FSY 단백질을 Fc-태그부착된 Her2와 함께 인

큐베이션하고, 가교에 대해 검사하였다.  도 15에 제시된 바와 같이, 이중파라토프 C38-FSY는 시간 의존성 방식

으로 2.5시간 이내에 50% 가교로 Her2와 가교되었다.

실시예 19  표적화된 영상화 페이로드와의 세포 결합[0503]

일반적으로 실시예 2의 방법에 따라 C22-TYR 및 C22-FSY (각각 서열식별번호: 39 및 40)를 발현시키고, 정제하[0504]

되, 예외로 Ni-NTA 수지로부터의 용리 후, 이어서 정제된 단백질을 4℃에서 밤새 1:100의 희석 배율을 사용하여

음이온 교환 실행 완충제 (20 mM 트리스, 7.5 및 20 mM NaCl)로 완충제 교환하였다.  투석된 샘플 풀을 하이트

랩 Q XL, 5 ml 칼럼 (시티바 #17515801) 상에 관통 모드로 통과시켰으며, 내독소는 칼럼에 결합하였다.  sdAb

단량체 관통물 분획을 환원 SDS-PAGE에 의해 분석하고, 풀링하였다.  이어서, 정제된 C22-TYR 및 C22-FSY를 AZ

염료 680 (클릭 케미스트리 툴즈(Click Chemistry Tools), 카탈로그#1578-25)에 접합시켰다.

소르타제 매개된 라이게이션을 사용하여 AZ 염료 680 (클릭 케미스트리 툴즈, 카탈로그 #1578-25)을 C22-FSY 및[0505]

C22-TYR에 접합시켜 C23-TYR 및 C23-FSY를 생성하였다.  소르타제 g블록 서열을 IDT에 의해 코돈 최적화 및 정

렬하고, pBAD 벡터 내로 클로닝하고, 기재된 바와 같이 제조하였다 (PubMed: 21697512).  sdAb 구축물을 AZ 염

료 680에 접합시키기 위해, PBS pH 7.4 중 상기 정제된 20 mg의 단백질을 1 mM CaCl2, 0.5 mM AZ 염료 680, 2

mg  소르타제와 함께 30℃에서 진탕기에서 인큐베이션하였다 (sdAb의 최종 농도는 ~0.7 mg/mL이었음).  2시간

후, 2mM MTSET를 첨가하여 반응물을 켄칭하였다.  켄칭된 반응물을 2 mL Ni 수지 (PBS 평형화됨)에 배치 결합시

켜 실온에서 30분 동안 미동시키면서 소르타제 및 비접합된 물질을 제거하였다.  비드를 회전시켜 미결합 분획

으로부터의 수지의 분리를 용이하게 하고 (700g x 10분, 20℃), 관통물을 유리 칼럼에 로딩하여 수집하고, 비드

를 PBS로 세척하여 남아있는 단백질을 수집하였다.  관통물 및 세척물을 합하고, 농축시키고 (5K MWCO, 4k rcf,

10℃, 1.5시간), 하이로드 26/600 슈퍼덱스 75 pg (시티바, # 28-9893-34) 상에 로딩하여 비접합된 염료를 제

거하였다.  분획을 수집하고, SDS-PAGE에 의해 분석하고, 풀링하고, -80℃에서 저장하였다.

생성된 접합체 C23-TYR 및 C23-FSY를 유동 세포측정법에 의해 인간 표피양 편평세포 암종 세포주 A431 (EGFR+)[0506]

및 인간 결장직장암 세포주 COLO320DM (EGFR-)에의 결합에 대해 평가하였다.  단백질을 FACS 완충제 (1xPBS +

2% HI-FBS+ 5mM EDTA)에 의해 30 μM (10x 최종)로 제제화한 다음, 5x 연속 희석하여 (20 μL sdAb 대 80 μL

FACS 완충제) 검정을 위한 8개의 농도 포인트를 생성하였으며, 최저 농도는 0.000384 μM (10x 최종)이었다.

A431 및 COLO320DM 세포주 (ATCC)를 둘 다 37℃에서 5% CO2 하의 가습 환경에서 10% 열 불활성화 태아 소 혈청

(써모 피셔)으로 보충된 RPMI-1640 중에 유지하였다.  세포를 지수 성장기에서 수거하고, 계수하고, 빙냉 FACS

완충제 중에 1.1x10
6
개/mL로 재현탁시키고, v-바닥 96-웰 플레이트 (코닝(Corning) 3897) 내에 90 μL/웰로 분

취하였다.  C23-TYR 및 C23-FSY 단백질을 A431 세포에 10uL/웰로 첨가하여 최종 농도를 1x로 만들었다.  EGFR+

세포에 대한 결합의 특이성을 제어하기 위해, 동일한 희석 범위의 시험 물품을 COLO320DM 세포에 첨가하였다.

얼음 상에서 2시간 동안 인큐베이션한 후, 세포를 2000 rpm으로 2분 동안 펠릿화한 다음, 200 μL FACS 완충제

로 2회 세척한 다음, 100 μL의 빙냉 FACS 완충제 중에 재현탁시키고, 노보사이트 유동 세포측정기 (ACEA/애질

런트(Aglient))로 분석하였다.

미가공 데이터 (FCS 파일)를 플로우조 10.7.2로 분석하였다.  FSC-A 및 SSC-A를 사용하여 총 무손상 세포를 확[0507]

인한 다음, FSC-H 대비 FSC-A로 단일선을 게이팅 아웃하였다.  샘플의 AZ680의 기하 평균 형광 강도를 추가 분

석 및 플롯팅에 사용하였다.  AZ680 채널에 대한 기하 평균 형광 강도 (기하평균 또는 기하MFI)를 사용하여 그

래프패드 프리즘 (V9.3.1)에서 '로그(효능제) 대 반응-가변 기울기 (4개의 파라미터)'를 사용하여 EC50을 계산

하였다.

도 16에 제시된 바와 같이 C23-FSY 및 C23-TYR은 용량-의존성 방식으로 A431 세포에 결합하였지만, EGFR 음성[0508]

COLO320DM 세포에 대한 결합은 나타내지 않았다.  표 15에 제시된 바와 같이 A431 세포의 염색 및 유동 세포측

정법 후 EC50 값으로부터 C23-FSY 및 C23-TYR에 대한 결합 친화도를 측정하였다.
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표 15.  A431 세포에 대한 C23-FSY 및 C23-TYR AF680 접합체의 결합 친화도[0509]

[0510]

실시예 20  표적화된 영상화 페이로드를 사용한 생체내 종양 고정[0511]

본 연구는 형광 표지된 sdAb의 생체내 가교를 평가하였다.  실시예 19의 방법에 따라 C22-FSY 및 C22-TYR을 변[0512]

형시켜 AZ680 접합체 C23-FSY 및 C23-TYR (각각 서열식별번호: 42, 41)을 생성하였다.  EGFR에 대한 C23-FSY

및 C23-TYR의 생체내 가교를 A431 표피양 편평세포 암종 이종이식 종양 모델에서 평가하였다.  인간 결장직장암

이종이식 모델 COLO320DM은 EGFR- 대조군으로서의 역할을 하였다.  세포주 둘 다를 공급업체의 프로토콜 (ATC

C)에 따라 배양하였다.  주사 당일에, 세포를 수거하고, 무혈청 배지 중에서 세척하고, 계수하고, 저온 무혈청

배지 중에 재현탁시켰다.  A431 세포 펠릿을 100 mL의 무혈청 DMEM 중에 재현탁시키고, COLO320DM을 100 μL

RPMI1640 중에 재현탁시킨 다음, 세포를 100 mL의 매트리겔과 혼합하여 5 x 10
6
개 생존 세포/100 μL의 최종 농

도를 생성하였다.  1천만개의 A431 또는 COLO320DM 세포를 함유하는 200 mL의 부피를 6-8주령의 암컷 Balb/c 누

드 마우스 (찰스 리버(Charles River))의 우측 상부 측복부 내로 이식하였다.  종양 크기가 ~200 mm
3
에 도달하

였을 때, 5mg/kg의 C23-FSY, C23-TYR 또는 비히클 대조군 (PBS)을 꼬리 정맥을 통해 10 mL/kg의 부피로 주사하

였다.  투여 정확도의 확인을 위해 투여 0.5시간 후에 협부 채혈을 통해 말초 혈액 샘플을 수집하였다.

시험 물품의 생체분포를 표 16에 나타낸 바와 같이 2개의 상이한 시점에서 연구하였다.  동물을 안락사시키고,[0513]

종양을 수거하고, 칭량하고, 얼음 상에 놓고, 생체외에서 IVIS 영상화하고, 그 후에 웨스턴 블롯 분석을 위해

순간 동결시켰다.

표 16.  생체분포 분석을 위한 시점[0514]

[0515]

조직 처리.  종양 조각 (~30 내지 50 mg)을 칭량하고, 면도날을 사용하여 작은 조각으로 절단하였다.  절단된[0516]

종양 조직을 CK28-R 튜브 (베르틴 인스트루먼츠(Bertin Instruments), Cat.P000916LYSK0-A)에 넣고, 홀트 프로

테아제 & 포스파타제 억제제 칵테일 (써모 사이언티픽 Cat. 78446)을 함유하는 0.5ml T-PER 완충제 (써모 사이

언티픽 Cat. 78510)를 첨가하였다.  이어서, 조직을 프리셀리스 24 조직 균질화기로 균질화하였다.  균질화 후,

샘플을 4℃에서 10분 동안 12,000 x rpm으로 원심분리하였다.  이어서, 상청액을 보유하고, 펠릿을 폐기하였다.

원심분리 과정을 1회 더 반복하였다 (총 2회).

겔 영상화.  종양 용해물의 단백질 농도를 피어스 래피드 골드 BCA 단백질 검정 키트 (써모 사이언티픽 Cat.[0517]

A53225)를 제조업체의 지침에 따라 사용하여 정량화하였다.  키트로부터의 1 mg/mL BSA에서 시작하여 BSA의 7-

포인트 2배 희석물을 표준물로서 사용하였다.  샘플을 T-PER 완충제에 의해 동일한 농도 (3.6 mg/mL)로 제제화

한 다음, 95℃에서 10분 동안 1x 환원된 로딩 완충제 중에서 가열하여 3 mg/mL의 최종 농도를 수득하였다.  다

음에, 각각의 샘플의 30ug 총 단백질을 전기영동을 위해 4-20% 크리테리온 TGX 겔 (바이오-라드, Cat.5671085)

상에 로딩하였다.  NIR-700 채널이 구비된 아주르 바이오시스템 C600에 의해 영상을 획득하였다.  GIMP 2.10.28

을 사용하여 영상을 처리하였다.

도 17은 A431  (EGFR+)  및 COLO320DM  (EGFR-)  종양에서의 시간-의존성 방식의 종양내 유리- 및 EGFR-가교된[0518]

sdAb를 보여준다.  유리 sdAb는 ~15kD 영역에서 검출되었고 (하부 패널, 유리 VHH로 라벨링됨), EGFR 가교된

sdAb 밴드는 ~175kD 영역에서 검출되었다 (상부 패널, VHH-EGFR 가교로 라벨링됨).  EGFR+ A431 종양에서 C23-

FSY로는 EGFR의 시간-의존성 가교가 관찰되었지만 C23-TYR로는 관찰되지 않았다.  EGFR- COLO320DM 종양에서는

유리-sdAb 체류도 가교도 관찰되지 않았다.

생체외 IVIS 영상화 데이터 분석: 종양을 절개하고, AMI HTX로 영상화하고; 영상화 데이터를 아우라 소프트웨어[0519]
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(스펙트럴 인스트루먼츠 이미징(Spectral Instruments Imaging), 버전 4.0.7)로 분석하였다.  평균 방사 효율

값을 개별 종양 주위의 ROI의 생성으로부터 수득하였다 (아우라의 이클립스 ROI 툴).  총 방출 (광자/s)을 측정

하고 기록하였다.  총 방출 값을 조직 중량에 대해 정규화하였다 (광자/s/g).  프리즘 (v 9.1.0 (221))에서 대

응표본 T-검정 (*=  p≤0.05,  **=  p≤0.005)을 사용하여 통계적 유의성을 결정하였다.  도 18은 C23-FSY  및

C23-TYR의 투여 8 및 24시간 후에서의 A431 및 COLO320DM 종양 조직의 생체외 영상화를 보여준다.

도 18a는 삼중 생물학적 복제물에 걸친 광자/s/g 종양 조직을 보여준다.  개별 동물로부터의 값이 제시되고, 중[0520]

심 막대는 평균 강도를 나타내고, 오차 막대는 SEM을 나타낸다 (대응표본 t 검정에 의해 *는 p= 0.024를 나타내

고, **는 p= 0.002를 나타냄).  C23-FSY는 8 및 24시간 시점 둘 다에서 C23-TYR 단백질과 비교하여 A431 종양

에서 유의하게 더 높은 수준으로 존재하였다.  24시간 후, C23-TYR은 A431 종양 조직에서 매우 낮은 수준으로

관찰된 반면, C23-FSY, 특히 EGFR-VHH 가교된 종은 현저하였다 (도 17, 18a).  시험 물품은 유사한 친화도를 갖

기 때문에 (도 16), 이들 결과는 함께 FSY-함유 sdAb의 종양 AUC가 공유결합가에 의해 증가될 수 있다는 것을

나타낸다.

도 18b는 투여 8 및 24시간 후에 C23-FSY를 투여한 동물로부터의 A431 및 COLO320DM 종양의 정량적 생체외 형광[0521]

강도를 보여준다.  플롯은 삼중 생물학적 복제물에 걸친 광자/s/g 종양 조직을 보여준다.  개별 동물로부터의

값이 제시되고, 중심 막대는 평균 강도를 나타내고, 오차 막대는 SEM을 나타낸다.  C23-FSY는 8 및 24시간 시점

둘 다에서 EGFR- COLO320DM 종양에 존재하는 양과 비교하여 A431 종양에 유의하게 더 높은 수준으로 존재하였으

며, 이는 C23-FSY 단백질의 종양 고정의 특이성을 입증한다.

이들 결과는 가교-상용성 비천연 아미노산을 갖는 표적화 도메인, 예컨대 sdAb가 표적화 특이성을 갖는 종양에[0522]

페이로드 (여기서는 영상화 염료)를 운반할 수 있고, 또한 가교-상용성 비천연 아미노산이 없는 표적화 도메인

과 비교하여 표적 부위에서의 페이로드의 체류를 개선시킬 수 있다는 것을 나타낸다.

실시예 21  표적화된 영상화 페이로드를 사용한 생체내 PSMA 종양 고정[0523]

본 연구는 LNCaP 마우스 전립선암 이종이식 종양 모델에서 형광 표지된 sdAb의 생체내 PSMA 가교, 전신 및 종양[0524]

내 노출을 평가하였다.

실시예 19의 방법에 따라 위치 101에 TYR 또는 FSY를 갖는 C29-101TYR 및 C29-101FSY (서열식별번호: 53 또는[0525]

54)를 사용하여 AZ 염료 680에 접합된 PSMA-표적화된 sdAb를 제조함으로써 C30-TYR 및 C30-FSY (각각 서열식별

번호: 55, 56)를 생성하였다.  LNCaP 세포를 37℃에서 5% CO2 하의 가습 환경에서 10% 열 불활성화 태아 소 혈

청으로  보충된  RPMI-1640  배지  중에  유지하였다.   이식  당일에,  세포를  수거하고,  무혈청  배지  중에서

세척하고, 계수하고, 저온 무혈청 배지 중에 재현탁시켰다.  세포 펠릿을 50 μL의 무혈청 RPMI 중에 재현탁시

키고, 50  μL의 매트리겔과 혼합하여 5  x  10
6
개 생존 세포/100  μL의 최종 농도를 생성하였다.  5백만개의

LNCaP 세포를 함유하는 100 μL의 부피를 수컷 NU/J 마우스 (잭슨 랩스)의 우측 상부 측복부 내로 이식하였다.

종양 크기가 ~200 mm
3
에 도달하였을 때, 5mg/kg의 C30-TYR 또는 C30-FSY를 10 mL/kg의 부피로 꼬리 정맥을 통해

주사하였다.  투여 정확도의 확인을 위해 투여 0.5시간 후에 협부 채혈을 통해 말초 혈액 샘플을 수집하였다.

시험 물품의 생체분포를 표 17에 제시된 바와 같이 8개의 상이한 시점 (투여 전, 투여 15분, 1시간, 6시간, 24

시간, 48시간, 72시간 및 96시간 후)에서 연구하였다.  안락사시킨 후, 종양 조직을 수거하고, 칭량하고, 생체

외에서 IVIS 영상화하고, 그 후에 웨스턴 블롯 분석을 위해 순간 동결시켰다.

표 17  PK 샘플링을 위한 시점[0526]

[0527]

조직 처리, 단백질 정량화 및 정규화를 실시예 20의 방법을 사용하여 수행하였다.  유리 및 PSMA-가교된 sdAb[0528]

시험 물품의 정량화를 위해, C30-FSY의 2배 16-포인트 표준 곡선을 500 ng/mL에서 시작하여 T-PER 완충제 중에

서 제조하였다.  표준물을 95℃에서 10분 동안 1x 환원된 로딩 완충제 중에서 가열하였다.  샘플 중 시험 물품
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농도의 추정에 기초하여, 상이한 겔에 대해 상이한 범위의 표준물을 사용하였다.  엑셀에서 선형 피트 함수를

사용하여 표준물의 밴드 면적 대 그의 농도를 사용하여 표준 곡선을 생성하였다.  영상에서의 밴드의 밀도를 이

미지J  1.51j8로  지침에  따라  결정하였다  (https://imagej.nih.gov/ij/docs/guide/146-

30.html#infobox:Densitometry, Section 30.13).  이미지J를 사용하여 샘플의 밴드의 면적을 수득한 후, 표준

곡선의 선형 피트로부터 추론된 식을 사용하여 레인 내의 TA의 양을 계산하였다.  30 μg의 총 단백질이 로딩됨

에 따라, 레인 내의 TA의 양은 또한 30 μg의 총 단백질 내의 TA의 양이다.  종양 sdAb 농도 (pg sdAb/mg 종양

조직) = 레인 내의 sdAb 양 (pg)*(단백질 농도 (mg/ml) * (0.5 ml*1000/30 μg)/종양 조직 중량 (mg).  생성된

표준 곡선은 R2 > 0.99인 적어도 5개의 포인트를 함유하였다.  그래프패드 프리즘으로 사다리꼴 규칙을 사용하

여 곡선하 면적 (AUC)을 계산하였으며, 여기서 2개의 인접한 포인트 사이의 면적은 ΔX*([(Y1+Y2)/2]-기준선]으

로서 계산된다 (https://www.graphpad.com/guides/prism/latest/statistics/stat_area_under_the_curve.htm).

C30-TYR에 대한 AUC는 1676이었고, C30-FSY에 대한 AUC는 4902이었다.

도 19는 C30-TYR 및 C30-FSY의 투여 후에 종양 연관 유리 sdAb 및 PSMA-가교된 sdAb를 시간-의존성 방식으로[0529]

보여주는 SDS PAGE 겔의 형광 영상을 보여준다.  처리 후 지정된 시점에서, 종양을 수거하고, 겔 전기영동을 위

해 처리하여 형광단-접합된 sdAb 시험 물품을 검출하였다.  유리 (비-가교된) sdAb-AF680은 ~20kD 영역에서 검

출되었고 (하부 패널), C30-FSY에 대한 PSMA-가교된 sdAb-AF680 종은 100kD 영역에서 이동하였다 (상부 패널).

*로 표시된 레인은 비히클 샘플을 나타낸다.

도 20은 종양 연관 유리 및 PSMA-가교된 시험 물품의 정량적 분석을 보여준다.  상기 겔로부터의 유리 및 PSMA-[0530]

가교된 종 밴드의 형광 밴드 강도를 밀도측정법 및 표준 곡선과의 비교를 통해 정량화하였다.  총 종양내 시험

물품 농도 (유리 및 PSMA-가교됨, pg/mg 종양 조직)가 시간 (h)에 대해 플롯팅되어 있다.  *로 나타낸 데이터

포인트는 검출 및 정량화 한계 미만인 샘플을 나타낸다.  C30-FSY의 종양 노출은 비-공유 C30-TYR에 비해 대략

3x 증가하였다.

실시예 22  세포독성 페이로드의 전달[0531]

C25 및 C27 sdAb를 FSY 치환이 존재 및 부재하도록 제조하여 C25-54TYR, C25-54FSY, C27-101TYR 및 C27-101FSY[0532]

(각각  서열식별번호:  45,  46,  49,  50)를  생성하였다.   일반적으로  실시예  2의  방법에  따라  단백질을

발현시키고, 정제하되, 예외로 Ni-NTA 수지로부터의 용리 후, 이어서 정제된 단백질을 4℃에서 밤새 1:100의 희

석 배율을 사용하여 음이온 교환 실행 완충제 (20 mM 트리스, 7.5 및 20 mM NaCl)로 완충제 교환하였다.  투석

된 샘플 풀을 하이트랩 Q XL, 5 ml 칼럼 (시티바 #17515801) 상에 관통 모드로 통과시켰으며, 내독소는 칼럼에

결합하였다.  sdAb 단량체 관통물 분획을 환원 SDS-PAGE에 의해 분석하고, 풀링하였다.

sdAb 구축물을 MC-PEG8-VC-PABC-MMAE (하기 제시된 구조)에 접합시켜 C26-54 TYR, C26-54 FSY, C28-101TYR 및[0533]

C28-101FSY를  생성하였다.   샘플을  먼저  1  mM  EDTA  및  1.5  당량의  TCEP  (산소제거된  물  중  10mM)로

환원시키고, 실온에서 1시간 동안 인큐베이션하였다.  환원 후에, 임의의 잔류 TCEP를 제바 스핀 탈염 칼럼 (써

모 P/N 89891, 7K MWCO)을 사용하여, 1X PBS 중 1mM EDTA를 평형 완충제로서 사용하여 제거하였다.  프로필렌

글리콜 (PG) 및 디메틸아세트아미드 (DMA)를 반응 혼합물 (Cf = 10% v/v)에 첨가하여 링커 페이로드 용해도를

개선시키고, 1.5 당량의 링커-페이로드를 첨가하였다.  반응물을 서서히 볼텍싱하고, 4℃에서 밤새 인큐베이션

하였다.  접합체 혼합물을 사전-수화된 투석 카세트 (~1ml 샘플:3500 mL 완충제 부피)에 첨가하고, 최소 2시간

동안 투석하였다.  투석 완충제를 교체하고, 샘플을 4℃에서 밤새 투석한 후에, A280 및 분석용 SEC에 의한 분

석을 위해 샘플을 꺼냈다.  비접합된 링커 페이로드를 시티바 PD-10 칼럼 (카트리지당 4.3mL의 세파덱스 G-25

흡착제)을 사용하여 표준 PD-10 스핀 프로토콜 (평형 완충제: 1X PBS, pH 7.4)에 따라 제거하였다.  용리액을

수집한 후에, 칼럼을 추가의 1mL의 1X PBS, pH 7.4로 헹구었다.  PD-10 상에서의 정제 후에, 샘플을 50mL의 1X

PBS를 사용하는 써모 사이언티픽 슬라이드-A-라이저 미니 투석 장치 (3.5k MWCO)를 사용한 최종 투석 단계에 적

용하였다.  모든 샘플을 0.2μm 멸균 PES 필터에 통과시키고, -20℃에서 저장하였다.

MC-PEG8-VC-PABC-MMAE:[0534]

[0535]

시험관내에서 불멸화된 PSMA-발현 종양 세포주에 특이적으로 세포독성 페이로드를 전달하는 FSY-함유 sdAb 접합[0536]
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체의 능력을 비-공유 sdAb 접합체에 비해 측정하기 위해, 세포 투과성 페이로드 모노메틸 아우리스타틴을 약물

대 항체 비 (DAR) 1로 sdAb에 접합시켰다.  PSMA를 발현하도록 조작된 PC3pip 세포주 및 PC3flu PSMA 음성 세

포주 (오하이오주 클리블랜드 소재 케이스 웨스턴 리저브 유니버시티(Case Western Reserve University)의 사이

닝 왕(Xinning Wang) 및 워렌 디. 헤스톤(Warren D. Heston) 교수에 의해 제공됨)를 37℃에서 5% CO2 하의 가습

환경에서 10% 열 불활성화 태아 소 혈청 (써모 피셔, FB-12)으로 보충된 RPMI-1640 (써모 사이언티픽, 11875-

903)으로 이루어진 성장 배지 중에 유지하였다.  세포를 트리플 익스프레스(TrypLE Express) (써모 사이언티픽,

14175-095)를 사용하여 지수 성장기에서 수거하고, 100 μL 성장 배지 중에 넣어 흑색 96-웰 편평 투명 바닥 플

레이트 (코스타(Costar), 3603)에 800개 세포/웰로 시딩하였다.  이어서, 세포를 37℃에서 5% CO2 하의 가습 환

경에서 밤새 인큐베이션하여 세포가 플레이트에 부착되도록 하였다.  하기 표에 열거된 sdAb-MMAE 접합체를 성

장 배지 중에 50x 최종 농도로 희석하고, 3배 증분으로 희석하여 10-포인트 희석 시리즈를 생성하였다.  각각의

50x 시험 물품 희석 시리즈의 2 μL의 부피를 웰에 삼중으로 첨가하여 1x의 최종 농도를 달성하였다 (각각의 시

리즈에 대한 최고 농도를 표 18에 나타냄).

표 18.  시험 물품 접합체[0537]

[0538]

플레이트를  4일  동안  인큐베이터로  복귀시킨  후에,  세포  생존율을  평가하였다.   셀타이터-글로  (프로메가[0539]

(Promega), G5737)를 모든 플레이트에 50 μL/웰로 첨가한 다음, 플레이트를 실온에서 1분 동안 1000rpm으로 진

탕하였다.  이어서, 발광을 빅터 X5 플레이트 판독기 (퍼킨엘머(PerkinElmer)) 상에서 판독하고, 상대 발광 단

위 (RLU)로서 보고하였다.  생존율을 엑셀 (마이크로소프트 365 MSO, 버전 2202 빌드 16.0.14931.20128, 64-비

트용 마이크로소프트® 엑셀®)에서 % 생존율 = 100*(처리된 RLU/비처리된 RLU)로서 계산하였다.  데이터를 그

래프패드 프리즘 (V9.3.1)에서 % 생존율 대 시험 물품의 농도로서 플롯팅하고, IC50을 로그 [억제제] 대 반응 -

가변 기울기 (4개의 파라미터)를 사용하여 계산하였다.

PC3flu 세포주에 대한 sdAb-PEG8-VC-PABC-MMAE 접합체에 대해 극도로 낮은 수준의 세포독성 활성이 관찰되었으[0540]

며, 이는 이러한 세포주 상에서의 PSMA 표적 발현의 결여와 일치한다.  PMSA에 대해 14.9 nM의 추정 친화도를

갖는 C26-54TYR (LNCaP 세포에 대한 비-접합된 화합물에 대해 실시예 14에 제시된 바와 같음)은 PC3pip 세포에

대한 세포독성의 용량-의존성 증가를 나타냈으며, 이는 PSMA 결합 및 내재화를 통한 페이로드의 표적화된 전달

과 일치한다.  표 19에 제시된 바와 같이, C26-54FSY는 페이로드를 전달하는 데 있어서 C26-54TYR보다 3.57x 더

강력하였으며, 이는 공유결합가가 단일 도메인 항체 약물 접합체의 세포 효력을 증진시킨다는 것을 입증한다.

제2 예에서, PSMA에 대해 >500nM 친화도를 갖는 C28-101TYR은 PC3pip 세포에 대해 낮은 수준의 세포독성 활성을

갖는 반면, C28-101FSY의 가교 활성은 효력을 400x 초과만큼 이동시켜 세포 효력에 대한 공유결합가의 영향을

확인시켜 주었다.  MMAE에 접합된 sdAb에 대한 농도 대 세포 생존율 곡선을 보여주는 시험 물품의 세포독성의

비교가 도 21a (C26 구축물) 및 도 21b (C28 구축물)에 제시된다.  sdAb-PEG8-VC-PABC-MMAE 접합체와의 4-일

인큐베이션 후, PSMA+ PC3pip 및 PSMA- PC3flu 세포의 생존율을 셀타이터-글로 검정에 의해 평가하였다.  용량-

반응 분석을 삼중으로 수행하였으며, 기호는 평균을 나타내고, 오차 막대는 STDEV를 나타낸다.
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표 19.  sdAb-PEG8-VC-PABC-MMAE 접합체의 세포 세포독성에 대한 IC50 값[0541]

[0542]

실시예 23  HER2 표적에 대한 세포독성 페이로드의 전달[0543]

HER2-표적화된 sdAb (C17; 서열식별번호: 31)를 HER2 표적에 대한 가교를 제공한 FSY 삽입에 대한 개별 위치를[0544]

확인하기 위해 평가하였다.  일반적으로 실시예 2의 방법에 따라 sdAb를 클로닝하고, 발현시키고, 정제하되, 예

외로 특이적 단일 부위를, 풀링된 스크리닝의 사용보다는 변형 및 시험을 위해 선택하였다.  FSY 삽입을 위해

선택된 부위가 표 20에 제시된다.

표 20.  HER2를 표적화하는 집중된 FSY 삽입 sdAb 라이브러리[0545]

[0546]

위치 52 및 54를 HER2 표적에 대한 가교로서 확인하였다.  FSY 가교 동역학을 평가하기 위해, C17의 52FSY 및[0547]

54FSY  변이체를 Her2  수용체와 함께 인큐베이션하고, 가교 효율에 대해 검사하였다.  도 22에 제시된 바와

같이, 54FSY 부위는 1시간 이내에 >90%의 가교로 가장 높은 가교 속도를 갖는 것으로 밝혀진 반면, 52FSY는 2시

간 이내에 90% 가교에 도달하였다.  이들 2개의 구축물을 그의 비-FSY (TYR) 대응물과 함께 세포독성 페이로드

에의 접합을 위해 선택하였다.

표 21  C17 변이체에 기초한 접합체[0548]

[0549]

sdAb 구축물을 GGG-PEG8-vc-PABC-MMAE에 접합시키기 위해, C32-54TYR, C32-54 FSY, C32-52TYR 및 C32-52FSY 화[0550]

합물을 상기와 같이 정제하였다.  화합물을 PBS pH 7.4 중에서 인큐베이션하고, 1 mM CaCl2, 10 당량의 링커 페

이로드 (10% DMA 중 원액 10mM) 및 소르타제 (2 mg 소르타제/10mg sdAb)와 함께 인큐베이션하고, 4℃에서 밤새

인큐베이션하였다.  반응물을 2 mL Ni 수지 (PBS 평형화됨)에 배치 결합시켜 실온에서 30분 동안 미동시키면서

소르타제 및 비접합된 물질을 제거하였다.  비드를 회전시켜 미결합 분획으로부터의 수지의 분리를 용이하게 하

고 (700g x 10분, 20℃), 관통물을 유리 칼럼에 로딩하여 수집하고, 비드를 PBS로 세척하여 남아있는 단백질을

수집하였다.  관통물 및 세척물을 합하고, 농축시키고 (5K MWCO, 4k rcf, 10℃, 1.5시간), 하이로드 26/600 슈

퍼덱스 75 pg (시티바, # 28-9893-34) 상에 로딩하여 비접합된 염료를 제거하였다.  분획을 수집하고, SDS-PAGE

에 의해 분석하고, 풀링하고, -80℃에서 저장하였다.
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GGG-PEG8-VC-PABC-MMAE:[0551]

[0552]

52 및 54 위치에 TYR 또는 FSY를 함유하는 C33 접합체 (표 21)를 인간 유방암 세포주 BT-474 (HER2+)에의 결합[0553]

에 대해 평가하였다.  단백질을 FACS 완충제 (1xPBS + 2% HI-FBS+ 5mM EDTA) 중에 3 μM (1x 최종)로 희석한

다음, 3x 연속 희석하여 검정을 위한 8개의 농도 포인트를 생성하였으며, 최저 농도는 0.00384 μM (1x 최종)이

었다.

BT-474 세포주 (ATCC HTB-20)를 37℃에서 5% CO2 하의 가습 환경에서 10% 열 불활성화 태아 소 혈청 (써모 피[0554]

셔, FB-12)으로 보충된 RPMI-1640 (써모 사이언티픽, 11875-903)으로 이루어진 성장 배지 중에 유지하였다.  세

포를 지수 성장기에서 수거하고, 빙냉 pH 6.0 FACS 완충제 (PBS pH6.0/2% FBS/5mM EDTA) 중에 1.0x10
6
개/mL로

재현탁시키고, v-바닥 96-웰 플레이트 (코닝 3897) 내에 100 μl/웰로 분취하였다.  세포를 2000 rpm으로 2분

동안 펠릿화한 다음, 100 μL/웰로 이중으로 pH6.0 FACS 완충제 중 시험 물품의 적정물 중에 재현탁시켰다.  얼

음 상에서 2시간 동안 인큐베이션한 후, 세포를 2000 rpm으로 2분 동안 펠릿화한 다음, 200 μl FACS 완충제로

2회 세척하였다.  이어서, 세포를 AF488 염소 항-알파카 VHH 항체 (잭슨 이뮤노리서치 128-547-232)의 1:100 희

석물을 함유하는 100 μl의 빙냉 FACS 완충제 pH 7.4 중에 재현탁시켰다.  얼음 상에서 30분 동안 인큐베이션한

후, 세포를 2000 rpm으로 2분 동안 펠릿화하고, 200 μl FACS 완충제로 2회 세척한 다음, 100 μL pH 7.4 FACS

완충제 중에 재현탁시키고, 노보사이트 유동 세포측정기 (ACEA/애질런트)로 분석하였다.

미가공 데이터 (FCS 파일)를 플로우조 10.7.2로 분석하였다.  FSC-A 및 SSC-A를 사용하여 총 무손상 세포를 확[0555]

인한 다음, FSC-H 대비 FSC-A로 단일선을 게이팅 아웃하였다.  샘플의 AF488의 기하 평균 형광 강도를 추가 분

석 및 플롯팅에 사용하였다.  AF488 채널에 대한 기하 평균 형광 강도 (기하평균 또는 기하MFI)를 사용하여 그

래프패드 프리즘 (V9.3.1)에서 '로그(효능제) 대 반응-가변 기울기 (4개의 파라미터)'를 사용하여 EC50을 계산

하였다.  시험 물품은 용량-의존성 방식으로 BT-474 세포에 결합하였다.  표 22에 제시된 바와 같이 BT-474 세

포의 염색 및 유동 세포측정법 후 EC50 값으로부터 시험 물품에 대한 결합 친화도를 측정하였다.

표 22.  BT-474 세포에 대한 결합 친화도[0556]

[0557]

이어서, 시험관내에서 불멸화된 HER2-발현 종양 세포주에 특이적으로 세포독성 페이로드를 전달하는 공유 sdAb[0558]

접합체의 능력을 비-공유 sdAb 접합체에 비해 측정하기 위해 접합체를 세포 기반 검정에서 사용하였다.  BT-474

세포주를 상기 기재된 바와 같이 유지하였다.  세포를 트리플 익스프레스 (써모 사이언티픽, 14175-095)를 사용

하여 지수 성장기에서 수거하고, 100 μL 성장 배지 중에 넣어 흑색 96-웰 편평 투명 바닥 플레이트 (코스타,

3603)에 5000개 세포/웰로 시딩하였다.  이어서, 세포를 37℃에서 5% CO2 하의 가습 환경에서 밤새 인큐베이션

하여 세포가 플레이트에 부착되도록 하였다.  다음 날, 1개의 플레이트를 CTG에 의해 분석하여 배경을 결정하였
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다.  나머지 플레이트를 하기와 같이 C33-TYR 및 C33-FSY 접합체로 처리하였다: 표 23에 열거된 접합체를 성장

배지 중에 11x 최종 농도 (1.1 μM)로 희석한 다음, 5배 증분으로 희석하여 10-포인트 희석 시리즈를 생성하였

다.   각각의  11x  시험  물품  희석  시리즈의  10uL의  부피를  웰에  삼중으로  첨가하여  1x의  최종  농도를

달성하였다.  한 세트의 플레이트를 5시간 동안 인큐베이터로 복귀시키고, 이 후에 각각의 웰을 100 μL 성장

배지로 1회 서서히 헹군 다음, 성장 배지 (100 μL/웰)를 교체하고, 세포를 37℃에서 5% CO2 하의 가습 환경에

서 6일 동안 배양함으로써 시험 물품을 세척하였다.  또 다른 세트의 플레이트를 37℃에서 5% CO2 하의 가습 환

경에서 전체 6일 동안 시험 물품과 함께 인큐베이션하였다.  제6일에, 세포 생존율을 평가하기 위해, 모든 배양

된 플레이트의 성장 배지를 제거하고, 셀타이터-글로 (프로메가, G5737)를 동등 부피의 PBS와 혼합하고, 모든

플레이트에 100 μl/웰로 첨가한 다음, 플레이트를 실온에서 1분 동안 1000rpm으로 진탕하였다.  이어서, 발광

을 빅터 X5 플레이트 판독기 (퍼킨엘머) 상에서 판독하고, 상대 발광 단위 (RLU)로서 보고하였다.  생존율을 엑

셀 (마이크로소프트 365 MSO,  버전 2202  빌드 16.0.14931.20128, 64-비트용 마이크로소프트® 엑셀®)에서 %

생존율 =  100*(처리된 RLU-배경 RLU/비처리된 RLU-배경 RLU)로서 계산하였다.  데이터를 그래프패드 프리즘

(V9.3.1)에서 % 생존율 대 시험 물품의 농도로서 플롯팅하고, IC50을 로그 [억제제] 대 반응 - 가변 기울기 (4

개의 파라미터)를 사용하여 계산하였다.

결과가 도 23 및 표 23에 제시된다.  도 23a는 5시간 휴약을 보여주고, 도 23b는 연속 6일 노출을 보여준다.[0559]

모든 용량 반응 분석을 삼중으로 수행하였으며, 기호는 평균을 나타내고, 오차 막대는 STDEV를 나타낸다.  FSY

변이체는  5-시간  휴약  연구  및  6-일  연속  노출  실험에서  그의  TYR  대응물에  비해  증가된  세포독성을

나타냈으며, 이는 공유 형태의 우수한 세포 효력을 나타낸다.

표 23.  5시간 휴약 및 6일 노출에서 세포 세포독성에 대한 IC50 값.[0560]

[0561]

실시예 24  이중파라토프 구축물의 평가 - 결합[0562]

일련의 단일파라토프 sdAb 및 이중파라토프 sdAb를 FSY가 존재 및 부재하도록 표 24에 제시된 바와 같이 제조하[0563]

고, PSMA 표적에 가교하는 그의 능력에 대해 비교하였다.  단백질을 일반적으로 실시예 2의 방법에 따르되 실시

예 19에 나타낸 바와 같이 변형을 가하여 발현시켰다.

표 24  단일- 및 이중-파라토프 구축물[0564]

[0565]

일반적으로 실시예 14의 방법에 따르되 하기 변형을 가하여 유동 세포측정법을 사용하여 시험 물품을 PSMA+[0566]

LNCaP 인간 전립선 종양 세포에의 결합에 대해 평가하였다.

C34-TYR, C35-TYR 및 C2-54TYR을 FACS 완충제를 사용하여 3uM (1x 최종)으로 제제화한 다음, 5x 연속 희석하여[0567]

검정을 위한 12개의 농도 포인트를 생성하였으며, 최저 농도는 0.06 pM (1x 최종)이었다.  별도의 실험에서,

C24-101TYR을 FACS 완충제로 제제화한 다음, 5x 연속 희석하여 검정을 위한 8개의 농도 포인트를 생성하였으며,
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최저 농도는 38.4 pM (1x 최종)이었다.  검정에서의 LNCaP 세포는 모두에 대해 120,000개 세포/웰이었으며, 예

외로 C24-101TYR은 160,000개/웰이었다.  얼음 상에서 2시간 동안 시험 물품과 함께 인큐베이션한 후, 세포를

세척당 200 μL/웰의 FACS 완충제 (500 x g, 3분)로 2회 세척한 다음, 암실에서 5 μg/ml의 알렉사 플루오르

488 아피니퓨어 염소 항-알파카 IgG, VHH 도메인 (잭슨 이뮤노리서치, 코드: 128-545-230) 2차 항체를 함유하는

100 μL의 빙냉 FACS 완충제와 함께 얼음 상에서 30분 동안 인큐베이션하였다.  이어서, 세포를 FACS 완충제로

2회 세척하고 (200 μL/세척), 노보익스프레스 소프트웨어 버전 1.5.0을 사용하여 노보사이트 2060 (s/n 45-1-

1511-2036-9) 유동 세포측정기 상에서의 획득을 위해 100 μL FACS 완충제 중에 재현탁시켰다.  미가공 데이터

(FCS  3.1  파일)를 분석하여 알렉사 플루오르-488 (FITC  채널 내)의 기하 평균 강도를 결정하였다 (플로우조

v.10.8.1, 윈도우).  샘플의 알렉사 플루오르-488의 기하 평균 강도의 평균 및 STDEV를 그래프패드 프리즘 (v

9.3.1)에서 시험 물품의 로그 농도에 대해 플롯팅하였다.  EC50을 방정식 '로그(효능제) 대 반응-가변 기울기

(4개의 파라미터)'로 계산하였다.  데이터를 가시화하기 위해, 결합 곡선을 프리즘에서 각각의 시험 물품에 대

해 정규화하였으며, 여기서 각각의 시험 물품에 대한 최저 값의 평균을 0%로 설정하고, 각각의 시험 물품에 대

한 평균 최고 값을 100%로 설정하였다.  시험 물품에 대한 결합 친화도를 LNCaP 세포의 유동 염색 후 EC50 값으

로부터 측정하였으며, 이는 표 25에 제시된다.  이중파라토프 단백질은 용량 의존성 방식으로 LNCaP 세포에 결

합하였다.  데이터는 친화도가 모 단량체 화합물과 비교하여 증가하는 것으로 관찰되었기 때문에, 이중파라토프

화합물의 결합에서의 결합력 효과를 시사한다.

표 25.  LNCaP 세포에서의 결합 친화도[0568]

[0569]

실시예 25  표적 세포에 대한 FSY-변형된 이중파라토프 구축물의 가교[0570]

PSMA를  발현하는 세포에 대한 C34-FSY  및  C36-FSY의  가교를 1가  C24-101FSY와  비교하였다.   성장 배지 중[0571]

LNCaP 세포를 폴리-L-리신으로 코팅된 12-웰 플레이트에 250,000개 세포/웰의 밀도로 시딩하였다.  시딩 48시간

후에, 배양 배지를 제거하고, 표 26에 나타낸 농도의 시험 화합물을 함유하는 0.4 mL 배양 배지를 1 또는 6시간

동안 첨가하였다.  세포를 0.5 mL/웰의 빙냉 1xPBS로 2회 헹구고, 0.15 mL/웰의 1x 프로테아제 억제제 칵테일

함유 RIPA 완충제를 첨가하였다.  얼음 상에서 10분 인큐베이션 후, 트리밍된 200 μL 피펫 팁으로 플레이트를

스크레이핑함으로써 세포 용해물을 수집하였다.  용해물을 1.5 mL 에펜도르프 튜브로 옮기고, 4℃에서 10분 동

안 12,000 rpm으로 원심분리하였다.  원심분리 후, 상청액을 새로운 1.5 mL 에펜도르프 튜브로 옮기고, 0.2 mL/

웰의 0.25% EDTA-트립신 (깁코, 카탈로그 번호 25200-056)을 첨가하였다.

변성된 샘플을 전기영동에 이어서, 1차 항체 항-인간 PSMA (인비트로젠, 카탈로그 번호 37-3900) 또는 내부 표[0572]

준 항-GAPDH (셀 시그널링 테크놀로지, 카탈로그 번호 CST-2118)를 사용한 웨스턴 블롯에 의해 분석하였다.  아

주르 바이오시스템 C600에 의해 영상을 획득하였다.  GIMP 2.10.28을 사용하여 영상을 처리하였다.  웨스턴 블

롯에서의  밴드의  밀도를  이미지J  1.51j8로  지침에  따라  결정하였다

(https://imagej.nih.gov/ij/docs/guide/146-30.html#infobox:Densitometry,  Section  30.13).   가교된  PSMA

대 총 PSMA의 백분율을 하기 식으로 계산하였다: 가교된 PSMA의 밀도/(가교된 PSMA의 밀도 + 비가교된 PSMA의

밀도) x 100%.  밀도 대 각각의 시험 물품 (구축물)의 농도의 플롯이 도 24a 및 24b에 제시된다.

웨스턴 블롯 결과는 도 25a 및 25b에 제시된다.  시험된 모든 3개의 구축물은 PSMA에 가교할 수 있었다.  이중[0573]

파라토프 구축물 C34-FSY는 단량체보다 더 높은 겉보기 분자량으로 이동한 가교된 밴드를 나타냈으며, 이는 복

합체의 증가된 질량을 반영하고, 반면 C36-FSY 구축물은 훨씬 더 높은 겉보기 분자량을 갖는 가교된 밴드를 보

였으며, 이는 2개의 PSMA 분자의 가교를 나타낸다.  모든 FSY 화합물에 대한 밴드의 강도는 시간 및 농도 의존

성 방식으로 증가하였으며, 이는 특이적 가교를 나타낸다.  가교의 정량화는 두 이중파라토프 구축물이 단일파

라토프 구축물보다 PSMA에 대해 더 효율적이고 더 강력한 가교를 나타냈다는 것을 보여주었다 (표 26 및 도 25a

및 25b).
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표 26.  LNCaP 세포에서의 가교 동역학[0574]

[0575]

실시예 26  세포독성 페이로드를 갖는 이중파라토프 접합체[0576]

실시예 24 및 25에 일반적으로 기재된 방법에 따르되 하기 변형을 가하여 이중파라토프 sdAb 화합물에 접합된[0577]

세포독성 페이로드를 함유하는 시험 물품을 제조하였다.  이중파라토프 화합물에 대한 PEG8-VC-PABC-MMAE 링커

페이로드의 시스테인-말레이미드 접합을 가능하게 하기 위해, 화합물 C34-FSY 또는 C34-TYR을 코딩하는 플라스

미드 서열을 C-말단에 또는 그 근처에 cys 잔기를 함유하도록 변형시키고, 화합물을 101 위치에 FSY 또는 TYR을

혼입시키도록 발현시키고, 접합시키고, 정제하였다.

이중파라토프 화합물에 대한 PEG8-VC-PABC-MMAE 링커 페이로드의 소르태그-매개된 접합을 가능하게 하기 위해,[0578]

화합물 C34-FSY 또는 C34-TYR을 코딩하는 서열을 C-말단 소르타제 인식 및 His 태그 서열을 함유하도록 변형시

키고, 화합물을 101 위치에 FSY 또는 TYR을 혼입시키도록 발현시키고, 접합시키고, 정제하였다.

PSMA를 발현하도록 조작된 PC3pip 세포주 및 PC3flu PSMA 음성 세포주를 실시예 22에 기재된 바와 같이 연구를[0579]

위해 유지, 시딩 및 제조하였다.  이중파라토프 sdAb-MMAE 접합체를 성장 배지 중에 50x 최종 농도로 희석하고,

3배 증분으로 희석하여 10-포인트 희석 시리즈를 생성하였다.  각각의 시험 물품 희석 시리즈를 웰에 삼중으로

첨가하여 각각의 시리즈에 대해 1x의 최종 농도 (최고 농도)를 달성하였다.

한 세트의 플레이트를 5시간 동안 인큐베이터로 복귀시키고, 이 후에 각각의 웰을 100 μL 성장 배지로 1회 서[0580]

서히 헹군 다음, 성장 배지 (100 μL/웰)를 교체하고, 세포를 37℃에서 5% CO2 하의 가습 환경에서 6일 동안 배

양함으로써 시험 물품을 세척하였다.  또 다른 세트의 플레이트를 37℃에서 5% CO2 하의 가습 환경에서 전체 6

일 동안 시험 물품과 함께 인큐베이션하였다.  제6일에, 세포 생존율을 평가하기 위해, 모든 배양된 플레이트의

성장 배지를 제거하고, 셀타이터-글로 (프로메가, G5737)를 동등 부피의 PBS와 혼합하고, 모든 플레이트에 100

μl/웰로 첨가한 다음, 플레이트를 실온에서 1분 동안 1000rpm으로 진탕하였다.  이어서, 발광을 빅터 X5 플레

이트 판독기 (퍼킨엘머) 또는 유사물 상에서 판독하고, 상대 발광 단위 (RLU)로서 보고하였다.  생존율을 엑셀

또는 유사한 프로그램에서 % 생존율 = 100*(처리된 RLU-배경 RLU/비처리된 RLU-배경 RLU)로서 계산하였다.  데

이터를 그래프패드 프리즘 (V9.3.1) 또는 유사한 프로그램에서 % 생존율 대 시험 물품의 농도로서 플롯팅하고,

IC50을 로그 [억제제] 대 반응 - 가변 기울기 (4개의 파라미터)를 사용하여 계산하였다.

실시예 27  PSMA+ 종양의 치료를 위한 마우스 이종이식 모델[0581]

마우스 이종이식 종양 모델에서 종양 성장의 제어에 대한 티로신 및 FSY-함유 단일파라토프 및 이중파라토프 접[0582]

합체의 효과를 평가하기 위해, 세포주 LNCaP (PSMA+) 및 PC3 (PSMA-)을 사용하였다.  세포주를 실시예 20 및 21

에 기재된 바와 같이 유지시키고, 확장시키고, Balb/C 누드 마우스 내로 이식하였다.  종양 크기가 ~200 mm
3
에

도달하였을 때, 이중파라토프 C34-TYR 또는 C34-FSY 접합체 (실시예 25), 단일파라토프 C26-54TYR 또는 C26-

54FSY 접합체 (실시예 22) 또는 비히클을 상이한 용량 및 스케줄로, 예컨대 7일 동안 매일 5mg/kg으로 꼬리 정

맥을 통해 주사하였다.  종양 크기를 캘리퍼 측정을 통해 매일 측정하여 시간 경과에 따른 종양 성장을 추적하

였다.  1000mm
3
에 도달한 종양을 보유하는 동물을 희생시키고, 생존 시간을 기록하였다.

실시예 28 - EGFR-표적화된 이중파라토프 구축물[0583]
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FSY를 갖는 EGFR-표적화된 sdAb (C4-109FSY, 서열식별번호: 17) 및 링커에 의해 연결된 2개의 EGFR-표적화된[0584]

sdAb를 갖는 이중파라토프 구축물 (C4-109 TYR 또는 FSY)-L1-C5 (이하 C37-TYR 또는 C37-FSY로 지칭됨, 서열식

별번호: 69)을 실시예 2에 기재된 바와 같이 구축하고, 클로닝하고, 발현시켰다.  구축물을 성숙 단백질로부터

절단된 pelB 리더 서열 (서열식별번호: 15)로 합성하고, 6개의 C-말단 히스티딘을 His-태그 정제에 사용하였다.

이중파라토프 구축물 C37은 제1 sdAb C4와 제2 sdAb C5 사이에 GGGGSGGGGS (서열식별번호: 14) 링커를 함유한

다.

FSY-변형된 sdAb를 EGFR 가교 동역학에 대해 평가하였다.  단백질을 EGFR과 8:1 몰비로 인큐베이션하였다 (EGFR[0585]

최종 농도는 0.125 mg/mL, 1.25 μM이었음).  샘플을 0-180분의 시점에 취하고, 가교된 EGFR의 백분율을 SDS-

PAGE에 의해 평가하였다.  sdAb-EGFR 가교 밴드를 정량화함으로써 가교 밴드 백분율을 계산하고, 이미지 J를 사

용하여 EGFR 밴드 강도를 정량화하였다.

샘플을 시간 0에서 360분까지 취하였다.  커플링의 동역학이 도 26-27에 제시된다.  이중파라토프 구축물을 FSY[0586]

변형을 갖는 sdAb  C4  (C4-109FSY)만을 포함하는 단일파라토프 구축물과 비교하였다.  도 27에 제시된 바와

같이, 이중파라토프 구축물 C37-FSY는, 단일파라토프 구축물과 비교하여 반수-최대 가교까지의 감소된 시간에

의해 측정된 바와 같이, 단일파라토프 C4-109FSY 서열보다 더 급속하게 EGFR에 커플링되었다.

실시예 29: 이종-다중특이적 결합 접합체의 구축[0587]

종양 세포 항원과 같은 표적에 대한 sdAb ("표적 sdAb1")가 동일한 세포 상에서 발현되는 상이한 종양 세포 항[0588]

원에 표적화된 sdAb ("표적 sdAb2")에 링커에 의해 연결된, 다수의 별개의 항원을 표적화하는 이종-이중특이적

FSY-함유 화합물을 구축하였다.  각각의 경우에, 표적 sdAb1, 표적 sdAb2 또는 둘 다는 FSY를 함유할 수 있다.

이어서, 이중특이적 구축물을 실시예 2에 기재된 바와 같이 pBAD 벡터 내로 클로닝하고, 발현시켰다.

실시예 2로부터의 C4-109FSY (또는 그의 변이체)를 Her3 표적화 sdAb (FSY 부재)와 연결함으로써 EGFR 및 Her3[0589]

의 세포외 도메인을 표적화하는 이종-이중특이적 FSY-함유 화합물을 생성하였다.  C4 (FSY 부재)에 연결된 Her3

표적화 sdAb  (FSY  존재)를 포함하는 대안적 구축물을 생성하였다.  2개의 sdAb  아미노산 서열 사이에 서열

GGGGS 또는 유사물의 반복부를 함유하는 링커를 부가하여 구축물을 설계하였다.  이어서, 이중특이적 구축물을

실시예 2에 기재된 바와 같이 pBAD 벡터 내로 클로닝하고, 발현시켰다.  이중특이적 구축물에 대한 예시적인 예

상 아미노산 서열이 하기에 제시된다.

[0590]

X는 FSY 혼입 부위의 위치를 나타내며; 볼드체 N 말단 잔기는 성숙 단백질로부터 절단된 pelB 리더 서열이다.[0591]

C-말단 6 히스티딘은 친화도 정제에 사용되는 His-태그를 포함한다.  생성을 위한 다른 이중특이적 구축물은

Her3-EGFR, EGFR-Her2, Her2-Her3, Her3-Her3 (동일하거나 상이한 에피토프), EGFR-cMET 및 EGFR-CEA를 포함할

수 있다.

이중특이적 FSY-변형된 sdAb를 사용하는 접합체를 링커/페이로드의 화학적 커플링을 위한 고유한 접합 부위를[0592]

조작하는 것을 통해 제조하였다.  상기 기재된 이중특이적 FSY-변형된 구축물을 구축물의 C-말단에, 또는 변형

되는 경우 각각의 표적에 대한 결합을 파괴하지 않는 구축물 내의 대안적 허용 부위에, 유리 Cys 잔기를 함유하

도록 변형시켰다.  대안적 방법은 링커/페이로드의 소르타제-매개된 또는 트랜스-글루타미나제 매개된 라이게이

션, 리신 잔기에 대한 NHS-에스테르 접합 또는 관련 분야에서 통상적인 다른 방법을 포함할 수 있다.  링커 페

이로드에 대한 접합체를 표적화 도메인 (sdAb 또는 다른 결합 단백질), 링커 및 페이로드를 연결하도록 생성하

였으며, 페이로드는 독성 페이로드, 킬레이트화된 방사성금속, 펩티드 또는 단백질 독소 또는 다른 기능적 세포

독성 화합물을 포함할 수 있다.

이중특이적 FSY-변형된 sdAb 또는 그의 접합체를 각각 EGFR 및 Her3과의 시험관내 생화학적 가교에 대해 평가하[0593]

였다.  단백질을 EGFR 또는 Her3 수용체 도메인과 함께 과량의 화학량론적 비, 예컨대 5:1 또는 8:1로 인큐베이

션하였다.  샘플을 인큐베이션하고, sdAb-FSY 화합물에 가교된 EGFR 또는 Her3의 백분율을 SDS-PAGE를 사용하여
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겔 이동을 통해 평가하고, 밀도측정법에 의해 정량화하였다.

이중특이적 FSY-변형된 sdAb 또는 그의 접합체를 ELISA를 사용하여 EGFR 및 Her3에 대한 동시 결합에 대해 평가[0594]

하였다.  Her3 또는 EGFR의 세포외 도메인을 마이크로타이터 플레이트의 표면에 흡착시키고, 광범위하게 세척하

였다.  플레이트를 비-특이적 상호작용에 대해 차단하고, 이중특이적 FSY-변형된 sdAb를 첨가하고, 인큐베이션

하여  결합하도록  하였다.   이어서,  웰을  세척하여  미결합  물질을  제거한  다음,  제2  수용체  서브유닛을

첨가하고, 인큐베이션하여 결합하도록 하였다.  플레이트를 다시 세척하여 미결합 화합물을 제거하고, 제2 수용

체를 항-수용체 항체를 사용하여 검출하였다.  대안적으로, 제2 수용체 서브유닛을 수용체 도메인과 검출 시스

템, 예컨대 HRP 또는 형광 염료 사이의 융합체 또는 접합체로서 첨가하고, 표준 비색 또는 형광 검출에 의해 검

출하였다.  특이성에 대한 대조군으로서, 제1 수용체, 이중특이적 화합물 또는 제2 수용체의 첨가는 절차에서

생략하였다.  항-수용체 항체의 결합은 항-종 HRP 2차 항체, 스트렙타비딘 HRP로 검출되는 비오티닐화 항-수용

체 항체, 형광 염료 접합된 2차 항체 또는 ELISA 검출을 위한 다른 유사한 방법 표준을 통해 검출할 수 있다.

이중특이적 FSY-변형된 sdAb 또는 그의 접합체를 표면 플라즈몬 공명 (SPR)을 사용하여 EGFR 및 Her3에 대한 동[0595]

시 결합에 대해 평가하였다.  Her3 또는 EGFR 수용체의 세포외 도메인을 NHS-에스테르 화학 또는 다른 표준 방

법을 통해 SPR 칩의 표면에 고정화시켰다.  이어서, 이중특이적 FSY-변형된 sdAb 화합물을 수용체 1 표면과 회

합시킨 후, 세척하여 미결합 물질을 제거하였다.  3원 복합체를 조립하고 검출하기 위해, 이어서 제2 수용체 서

브유닛을 주입하고, 신호를 측정하였다.  특이성에 대한 대조군으로서, 제1 수용체, 이중특이적 화합물 또는 제

2 수용체의 첨가는 수용체 서브유닛 사이에 일부 친화도가 관찰될 수 있기 때문에 절차로부터 생략하였다.

이중특이적 FSY-변형된 sdAb 또는 그의 접합체를 EGFR 및 Her3 양성 세포에 대한 특이적 결합에 대해 평가하였[0596]

다.  일련의 상이한 농도의 시험 물품을 세포에 투여하고, 시험 물품의 용량-의존성 결합을 유동 세포측정법에

의해 또는 세포-기반 ELISA 또는 유사한 방법에 의해 검출할 수 있다.  관찰된 결합 신호에 대한 각각의 수용체

특이성의 기여를 결정하기 위해, 경쟁적 항체 (콜드 경쟁자)를 큰 화학량론적 과량으로 첨가하여 EGFR, Her3 또

는 둘 다의 수용체의 시험 물품 결속을 길항시켰다.  인큐베이션하고 세척하여 미결합 길항제 항체를 제거한

후, 일련의 농도의 이중특이적 시험 물품을 세포에 첨가하고, 결합하도록 하였다.  인큐베이션하고 세척하여 미

결합 시험 화합물을 제거한 후, 시험 물품을 화합물에 특이적인 항체, 예컨대 항-에피토프 태그 또는 항-sdAb

항체 또는 다른 방법에 의해 검출하였다.  항-시험 샘플 항체의 결합은 유동 세포측정법을 통해, 또는 항-종

HRP 2차 항체, 스트렙타비딘 HRP로 검출되는 비오티닐화 항-수용체 항체, 형광 염료 접합된 2차 항체를 통한

ELISA에 의해 또는 ELISA 검출을 위한 다른 유사한 방법 표준을 통해 검출할 수 있다.

이중특이적 FSY-변형된 sdAb 또는 그의 접합체를 시험관내에서 표적 항원 또는 항원들을 발현하는 종양 세포에[0597]

특이적으로 독성 페이로드를 시험관내 전달하는 것에 대해 평가하였다.  조작된 C-말단 Cys 잔기를 함유하는 구

축물을 상기 기재된 일반적 방법을 사용하여 세포독성 페이로드, 예컨대 MMAE 또는 다른 부류의 고도-세포독성

화합물에 커플링시켰다.  용량-반응 곡선을 생성하고, 샘플을 시험관내에서 SKBR3 및 Colo320DM 세포와 함께 인

큐베이션하였다.  특이성에 대한 대조군으로서, 제1 수용체, 제2 수용체 또는 둘 다에 대한 교차-반응 항체를

특정 샘플에 첨가하였다.  다양한 기간 동안 인큐베이션한 후, 세포를 세척하여 유리 화합물을 제거하고, 세포

생존율을 프로메가 사이톡스그린과 같은 검정 또는 리포터 화합물 검출, 프레스토 블루 CCK-8 또는 유사한 시약

에 의한 생존 세포의 검출 및/또는 아넥신 V-FITC, 아이오딘화프로피듐 염색 또는 유사한 시약을 통한 아폽토시

스의 측정을 통해 세포 생존율을 측정하는 다른 검정을 사용하여 측정하였다.

이중특이적 FSY-변형된 sdAb 또는 그의 접합체를 종양 조직으로의 페이로드의 생체내 전달에 대해 평가하였다.[0598]

구축물 대 비-공유 sdAb 접합체의 종양 노출을 비교하기 위해, 형광단 표지를 대용 페이로드로서 사용하여 시간

경과에 따른 추적/생체분포 측정을 가능하게 하였다.  단일 잔기가 Tyr 또는 FSY로 치환된 sdAb 구축물을 말레

이미드 화학 또는 상기 기재된 다른 방법을 통해 화학적 형광단 (알렉사680 또는 유사물)에 조작된 시스테인 잔

기를 통해 접합시키고, 상기 기재된 바와 같이 정제하였다.  형광단-표지된 sdADC 접합체 분자를 종양 항원 +

또는 - 이종이식 종양을 보유하는 수컷 누드 마우스에 꼬리 정맥 IV 주사를 통해 투여하고, 시험 물품의 생체분

포를 AmiX, IVIS 스펙트럼 영상화기 또는 유사물을 사용하여 전체-동물 영상화를 통해 시간 경과에 따라 관찰하

였다.  종양-특이적 및 말초 노출을 영상 밀도측정법을 통해 정량화하고, sdAb의 FSY 버전과 Tyr 버전을 비교하

였다.  영상화에 추가로, 종양 샘플을 수집하고, 겔-기반 검출 방법, 예컨대 웨스턴 블롯 또는 형광 영상화를

위해  처리하여,  투여  후  시간  경과에  따라  종양  조직  내  가교된  sdAb-수용체  복합체  및  유리  sdAb를

검출하였다.

본 개시내용의 바람직한 실시양태가 본원에 제시되고 기재되었지만, 이러한 실시양태는 단지 예로서 제공된다는[0599]
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것이  관련  기술분야의  통상의  기술자에게  명백할  것이다.   본  개시내용으로부터  벗어나지  않으면서  수많은

변형, 변화 및 치환이 이제 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 일어날 것이다.  본원에 기재된 본 개시내용의

실시양태에 대한 다양한 대안이 본 개시내용을 실시하는 데 사용될 수 있는 것으로 이해되어야 한다.  하기 청

구범위는 본 개시내용의 범주를 규정하고, 이들 청구범위의 범주 내의 방법 및 구조 및 그의 등가물은 그에 의

해 포괄되는 것으로 의도된다.
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			 128
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..128
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 RSDLGKKLLEAARAGQDDEVRILMANGADVNAKDEYGLTPLYLATAHGHLEIVEVLLKNGADVNAVDAIGFTPLHLAAFIGHLEIAEVLLKHGADVNAQDKFGKTAFDISIGNGNEDLAEILQKLNGS
		
	
	 
		 
			 129
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..129
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVQAGGSLKLTCAASGYIFNSCGMGWYRQSPGRERELVSRISGDGDTWHKESVKGRFTISQDNVKKTLYLQMNSLKPEDTAVYFCAVCYNLETYWGQGTQVTVSSSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 129
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..129
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 52
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVQAGGSLKLTCAASGYIFNSCGMGWYRQSPGRERELVSRIXGDGDTWHKESVKGRFTISQDNVKKTLYLQMNSLKPEDTAVYFCAVCYNLETYWGQGTQVTVSSSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 129
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..129
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 54
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVQAGGSLKLTCAASGYIFNSCGMGWYRQSPGRERELVSRISGXGDTWHKESVKGRFTISQDNVKKTLYLQMNSLKPEDTAVYFCAVCYNLETYWGQGTQVTVSSSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 138
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..138
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 EVQLVQSGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTSSKYAMGWFRQAPGKGTEFVATISWSDGSTYYADSVEGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAAAVDVLAGTFEYEYDYWGQGTLVTVSSSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 124
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..124
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 QVKLEESGGGSVQTGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKSREFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSAWYGTRYEYDYWGQGTQVTVSS
		
	
	 
		 
			 124
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..124
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 109
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
			
			 QVKLEESGGGSVQTGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKSREFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSAWYGTRXEYDYWGQGTQVTVSS
		
	
	 
		 
			 123
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..123
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 QVTLRESGGGLVQAGGSLRLSCKGSGRAINTYAMGWFRQAPGKEREFVAAISWNGGHTRYADSVQGRFAISRDNADNTMYLQMNSLKPEDTAVYHCAAYSDYHRIATMEADADSWGQGTQVTV
		
	
	 
		 
			 140
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..140
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASDFTFRNYEMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGGSTYYAHSLKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAIYYCARLRDGFNNGFDYWGQGTLVTVSSLPETGGSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 146
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..146
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MGQVKLEESGGGSVQTGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKSREFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSAWYGTRYEYDYWGQGTQVTVSSLPETGGSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 146
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..146
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 111
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
			
			 MGQVKLEESGGGSVQTGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKSREFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSAWYGTRXEYDYWGQGTQVTVSSLPETGGSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 133
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..133
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 133
					 
						 
							 note
							 Alexa Fluor 680 modified residue
						
					
				
			
			 MGQVKLEESGGGSVQTGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKSREFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSAWYGTRYEYDYWGQGTQVTVSSLPETGGG
		
	
	 
		 
			 133
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..133
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 111
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
				 
					 SITE
					 133
					 
						 
							 note
							 Alexa Fluor 680 modified residue
						
					
				
			
			 MGQVKLEESGGGSVQTGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKSREFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSAWYGTRXEYDYWGQGTQVTVSSLPETGGG
		
	
	 
		 
			 137
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..137
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRYFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGS
		
	
	 
		 
			 137
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..137
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 101
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRXFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGS
		
	
	 
		 
			 126
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..126
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFMISEYSMHWVRQAPGKGLEWVSTINPYGTTDYAESVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKPEDTAVYYCDGYGYRGQGTQVTVSSSPSTPPTPSPSTPPC
		
	
	 
		 
			 126
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..126
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 54
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
			
			 EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFMISEYSMHWVRQAPGKGLEWVSTINPXGTTDYAESVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKPEDTAVYYCDGYGYRGQGTQVTVSSSPSTPPTPSPSTPPC
		
	
	 
		 
			 132
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..132
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 132
					 
						 
							 note
							 Polyethyleneglycol-valine-citrulline-p-aminobenzylcarbamyl-monomethyl auristatin E modified residue
						
					
				
			
			 EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFMISEYSMHWVRQAPGKGLEWVSTINPYGTTDYAESVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKPEDTAVYYCDGYGYRGQGTQVTVSSSPSTPPTPSPSTPPCHHHHHH
		
	
	 
		 
			 132
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..132
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 54
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
				 
					 SITE
					 132
					 
						 
							 note
							 Polyethyleneglycol-valine-citrulline-p-aminobenzylcarbamyl-monomethyl auristatin E modified residue
						
					
				
			
			 EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFMISEYSMHWVRQAPGKGLEWVSTINPXGTTDYAESVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKPEDTAVYYCDGYGYRGQGTQVTVSSSPSTPPTPSPSTPPCHHHHHH
		
	
	 
		 
			 152
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..152
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRYFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSSPSTPPTPSPSTPPC
		
	
	 
		 
			 152
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..152
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 101
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRXFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSSPSTPPTPSPSTPPC
		
	
	 
		 
			 158
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..158
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 158
					 
						 
							 note
							 Polyethyleneglycol-valine-citrulline-p-aminobenzylcarbamyl-monomethyl auristatin E modified residue
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRYFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSSPSTPPTPSPSTPPCHHHHHH
		
	
	 
		 
			 158
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..158
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 101
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
				 
					 SITE
					 158
					 
						 
							 note
							 Polyethyleneglycol-valine-citrulline-p-aminobenzylcarbamyl-monomethyl auristatin E modified residue
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRXFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSSPSTPPTPSPSTPPCHHHHHH
		
	
	 
		 
			 157
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..157
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRYFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 157
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..157
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 101
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRXFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 144
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..144
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 144
					 
						 
							 note
							 Alexa Fluor 680 modified residue
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRYFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGG
		
	
	 
		 
			 144
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..144
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 101
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
				 
					 SITE
					 144
					 
						 
							 note
							 Alexa Fluor 680 modified residue
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRXFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGG
		
	
	 
		 
			 148
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..148
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVQAGGSLKLTCAASGYIFNSCGMGWYRQSPGRERELVSRIYGDGDTWHKESVKGRFTISQDNVKKTLYLQMNSLKPEDTAVYFCAVCYNLETYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 148
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..148
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 52
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVQAGGSLKLTCAASGYIFNSCGMGWYRQSPGRERELVSRIXGDGDTWHKESVKGRFTISQDNVKKTLYLQMNSLKPEDTAVYFCAVCYNLETYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 148
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..148
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVQAGGSLKLTCAASGYIFNSCGMGWYRQSPGRERELVSRISGYGDTWHKESVKGRFTISQDNVKKTLYLQMNSLKPEDTAVYFCAVCYNLETYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 148
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..148
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 54
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVQAGGSLKLTCAASGYIFNSCGMGWYRQSPGRERELVSRISGXGDTWHKESVKGRFTISQDNVKKTLYLQMNSLKPEDTAVYFCAVCYNLETYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 135
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..135
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 135
					 
						 
							 note
							 Polyethyleneglycol-valine-citrulline-p-aminobenzylcarbamyl-monomethyl auristatin E modified residue
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVQAGGSLKLTCAASGYIFNSCGMGWYRQSPGRERELVSRIYGDGDTWHKESVKGRFTISQDNVKKTLYLQMNSLKPEDTAVYFCAVCYNLETYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGG
		
	
	 
		 
			 135
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..135
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 52
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
				 
					 SITE
					 135
					 
						 
							 note
							 Polyethyleneglycol-valine-citrulline-p-aminobenzylcarbamyl-monomethyl auristatin E modified residue
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVQAGGSLKLTCAASGYIFNSCGMGWYRQSPGRERELVSRIXGDGDTWHKESVKGRFTISQDNVKKTLYLQMNSLKPEDTAVYFCAVCYNLETYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGG
		
	
	 
		 
			 135
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..135
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 135
					 
						 
							 note
							 Polyethyleneglycol-valine-citrulline-p-aminobenzylcarbamyl-monomethyl auristatin E modified residue
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVQAGGSLKLTCAASGYIFNSCGMGWYRQSPGRERELVSRISGYGDTWHKESVKGRFTISQDNVKKTLYLQMNSLKPEDTAVYFCAVCYNLETYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGG
		
	
	 
		 
			 135
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..135
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 54
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
				 
					 SITE
					 135
					 
						 
							 note
							 Polyethyleneglycol-valine-citrulline-p-aminobenzylcarbamyl-monomethyl auristatin E modified residue
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVQAGGSLKLTCAASGYIFNSCGMGWYRQSPGRERELVSRISGXGDTWHKESVKGRFTISQDNVKKTLYLQMNSLKPEDTAVYFCAVCYNLETYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGG
		
	
	 
		 
			 283
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..283
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFMISEYSMHWVRQAPGKGLEWVSTINPYGTTDYAESVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKPEDTAVYYCDGYGYRGQGTQVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRYFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 283
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..283
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 227
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
			
			 EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFMISEYSMHWVRQAPGKGLEWVSTINPYGTTDYAESVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKPEDTAVYYCDGYGYRGQGTQVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRXFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 296
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..296
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRYFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRYFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 296
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..296
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 101
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
				 
					 SITE
					 240
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRXFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLQESGGGSVEAGGSLRLSCARSGWPYSTYSMNWFRQAPGKEREAVAGISSTMSGIIFAESKAGQFTISQDNAKNTVYLQMNNLKPEDTAIYYCAARRXFSLSSSSDDFDYWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSLPETGGSPSTPPTPSPSTPP
		
	
	 
		 
			 266
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..266
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 109
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
			
			 QVKLEESGGGSVQTGGSLRLTCAASGRTSRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGDSTGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLQMNSLKPEDTAIYYCAAAAGSAWYGTLXEYDYWGQGTQVTVSSGGGGSGGGGSQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSSYAMGWFRQAPGKQREFVAAIRWSGGYTYYTDSVKGRFTISRDNAKTTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAATYLSSDYSRYALPQRPLDYDYWGQGTQVTVSSLE
		
	
	 
		 
			 289
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..289
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
				 
					 SITE
					 66
					 
						 
							 note
							 Fluorosulfonyltyrosine
						
					
				
			
			 MDLGKKLLEAARAGQDDEVRILMANGADVNAHDFYGITPLHLAANFGHLEIVEVLLKHGADVNAFXYDNTPLHLAADAGHLEIVEVLLKYGADVNASDRDGHTPLHLAAREGHLEIVEVLLKNGADVNAQDKFGKTAFDISIDNGNEDLAEILQKLGGGGSRSDLGKKLLEAARAGQDDEVRILMANGADVNAKDEYGLTPLYLATAHGHLEIVEVLLKNGADVNAVDAIGFTPLHLAAFIGHLEIAEVLLKHGADVNAQDKFGKTAFDISIGNGNEDLAEILQKLNGS
		
	
	 
		 
			 140
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..140
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCTAPGYTDSNYYMSWFRQAPGKEREWVAGVNTGRGSTSYADSVKGRFTISQDNAKNTMFLQMNSLKPEDTAIYYCAVAAAHFADSLPKTQDEYILWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGS
		
	
	 
		 
			 290
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..290
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 QVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCTAPGYTDSNYYMSWFRQAPGKEREWVAGVNTGRGSTSYADSVKGRFTISQDNAKNTMFLQMNSLKPEDTAIYYCAVAAAHFADSLPKTQDEYILWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGSGGGGSGGGGSQVQLQESGGGSVQAGGSLRLSCTAPGYTDSNYYMSWFRQAPGKEREWVAGVNTGRGSTSYADSVKGRFTISQDNAKNTMFLQMNSLKPEDTAIYYCAVAAAHFADSLPKTQDEYILWGQGTQVTVSSAAAYPYDVPDYGS
		
	
	 
		 
			 558
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..558
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ctttaagaaggagatatacatatgaagtatttgttgcctacagcggctgccggattacttctgcttgccgcacagccagcgatggcccaagtccaactgcaagagtcgggtggcggctctgttcaagcgggaggctccttgcgcttgagctgtaccgctcctgggtacacagacagtaattattatatgagctggttccgccaagcgcccggtaaagaacgtgaatgggtagctggtgtgaacacaggacgcgggtcgacatcctacgcggacagtgttaaaggtcgcttcacaatctcgcaagataacgctaagaacacaatgttcttgcaaatgaactcgcttaagccagaagatactgctatttactactgcgctgtagccgcctgccacttctgtgatagtcttccaaagactcaagacgagtacattttatggggccagggcactcaagtcacagtttcgagcgccgccgcatacccatacgacgtcccagactatggctctcatcatcaccatcaccattaaaagcttggctgttttggcggatgagagaag
		
	
	 
		 
			 468
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..468
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ctttaagaaggagatatacatatgaagtatttattacctacagcggcagcagggttattgttattggccgcgcagcccgcaatggctgaagttcaacttgttgagagcgggggcggattggtacagccgggggggtcacttaccttatcatgtgcagcatcgcgcttcatgatctcagaatacagtatgcattgggttcgtcaagcgccggggaaaggtcttgagtgggttagtaccatcaacccagccggaaccactgattacgcggaaagcgtgaagggccgttttaccatctcccgcgacaatgctaaaaatactttatacttacagatgaacagtttgaaacccgaagatacggcggtgtactactgtgacgggtacggctatcgtggccaaggaacacaagttactgtatcctctcatcatcatcaccatcactaaaagcttggctgttttggcggatgagag
		
	
	 
		 
			 539
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..539
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ctttaagaaggagatatacatatgaagtaccttctgccgactgccgctgcaggtttgttgttattggccgctcaaccagcgatggcccaggtacagctgcaagaaagtggtggtggtagcgtagaggcgggtgggtctttacgtctgtcgtgcgctcgttcgggttggccctactcaacgtatagtatgaattggttccgtcaggcccccggtaaagaacgtgaggcagtcgcggggatttcgtcaacgatgtctgggattatctttgccgagtccaaagctggacagttcactattagccaagataacgccaagaacacagtgtatcttcagatgaataacctgaaaccggaagacaccgcaatttactactgcgcagcgcgccgtgactactccttgtcttcgagctcggacgatttcgattattggggtcaggggacccaagtcactgtgagttccgccgcagcatatccgtatgatgtacccgattacggctcgcaccaccatcatcaccattaaaagcttggctgttttggcgg
		
	
	 
		 
			 513
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..513
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ctttaagaaggagatatacatatgaaatacctgctgccgaccgctgctgctggtctgctgctcctcgctgcccagccggcgatggccatgggccaagtaaaactagaggaatcaggtggagggtccgtgcaaaccggtggcagtctccgtttgacctgtgctgcgagcggccgtaccagccgcagctacggcatgggttggtttcgtcaggcaccgggtaaggagcgcgagttcgtgtccggcatcagctggcgtggtgacagcacgggctatgcggatagcgttaaaggtcgcttcaccatttctcgtgataatgcaaagaacaccgttgatctgcaaatgaacagcctgaaaccggaagacaccgctatctactactgcgccgcggcggcgggttctgcctggtatggcactctgtatgaatacgactactggggtcagggtacgcaggttaccgtctcgtcccatcatcaccaccaccactaaaagcttggctgttttggcggatgagag
		
	
	 
		 
			 513
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..513
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ctttaagaaggagatatacatatgaaatacctgctgccgaccgctgctgctggtctgctgctcctcgctgcccagccggcgatggccatgggccaagtaaaactagaggaatcaggtggagggtccgtgcaaaccggtggcagtctccgtttgacctgtgctgcgagcggccgtaccagccgcagctacggcatgggttggtttcgtcaggcaccgggtaaggagcgcgagttcgtgtccggcatcagctggcgtggtgacagcacgggctatgcggatagcgttaaaggtcgcttcaccatttctcgtgataatgcaaagaacaccgttgatctgcaaatgaacagcctgaaaccggaagacaccgctatctactactgcgccgcggcggcgggttctgcctggtatggcactctgtaggaatacgactactggggtcagggtacgcaggttaccgtctcgtcccatcatcaccaccaccactaaaagcttggctgttttggcggatgagag
		
	
	 
		 
			 525
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..525
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ctttaagaaggagatatacatatgaaatacttacttccaacagcagccgcaggattattactgttggccgctcagcctgcaatggctcaagtgcagttacaagaaagcgggggcggacttgtgcaaacaggagggagtctgcgtctttcctgtgcggcgagtgggtcgatcttcgttggaaatgcgatgggctggtatcgccaagccttgggtaatcaacgtgaattagtcgcagggatcacgtccgatgggatcacatactacccggattcagttaagggccgctttacaatctctcgtgataacgataaaaacacgatttacttacaaatgaatagtttaaaaccagaggataccgctgtttactactgcaacctgtggccccctcgtatcgggttcgcctcctggggacaaggaactcaagtgacggtctcgagtgctgccgcttacccttacgacgtaccggattacgggtcgcatcatcatcatcaccactaaaagcttggctgttttggcggatgagag
		
	
	 
		 
			 522
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..522
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 ctttaagaaggagatatacatatgaaatacttattacctaccgctgcagcggggctgttgttgttggccgcccagccagcaatggctatggcgcaagtccaattagttcaatcaggcggggggttggtccaggcggggggatccttacgtctgtcatgtgctttcagtggccgcacgttctcaatgtacacgatggggtggtttcgtcaagctccggggaaagaacgcgagtttgtggccgcaaatcgcggacgtgggttaagtcccgacattgctgacagtgttaatggacgcttcaccatttcacgcgacaatgctaagaatactctttaccttcagatggactctctgaaaccagaggacaccgccgtatattattgcgccgcagacttacagtacgggtcatcatggcctcaacgttcgtctgctgaatatgattactgggggcaaggaacgacagtcactgtatcctcgcatcaccaccatcaccattaaaagcttggctgttttggcggatgagag
		
	
	 
		 
			 45
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..45
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 cttggctgttttggcggatgagagaagattttcagcctgatacag
		
	
	 
		 
			 60
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..60
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 gtatatctccttcttaaagttaaacaaaattatttctagcccaaaaaaacgggtatggag
		
	
	 
		 
			 4457
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..4457
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 aagaaaccaattgtccatattgcatcagacattgccgtcactgcgtcttttactggctcttctcgctaaccaaaccggtaaccccgcttattaaaagcattctgtaacaaagcgggaccaaagccatgacaaaaacgcgtaacaaaagtgtctataatcacggcagaaaagtccacattgattatttgcacggcgtcacactttgctatgccatagcatttttatccataagattagcggatcctacctgacgctttttatcgcaactctctactgtttctccatacccgtttttttgggctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatatgaaatacttacttccaacagcagccgcaggattattactgttggccgctcagcctgcaatggctcaagtgcagttacaagaaagcgggggcggacttgtgcaaacaggagggagtctgcgtctttcctgtgcggcgagtgggtcgatcttcgttggaaatgcgatgggctggtatcgccaagccttgggtaatcaacgtgaattagtcgcagggatcacgtccgatgggatcacatactacccggattcagttaagggccgctttacaatctctcgtgataacgataaaaacacgatttacttacaaatgaatagtttaaaaccagaggataccgctgtttactactgcaacctgtggccccctcgtatcgggttcgcctcctggggacaaggaactcaagtgacggtctcgagtgctgccgcttacccttacgacgtaccggattacgggtcgcatcatcatcatcaccactaaaagcttggctgttttggcggatgagagaagattttcagcctgatacagattaaatcagaacgcagaagcggtctgataaaacagaatttgcctggcggcagtagcgcggtggtcccacctgaccccatgccgaactcagaagtgaaacgccgtagcgccgatggtagtgtggggtctccccatgcgagagtagggaactgccaggcatcaaataaaacgaaaggctcagtcgaaagactgggcctttcgttttatctgttgtttgtcggtgaacgctctcctgagtaggacaaatccgccgggagcggatttgaacgttgcgaagcaacggcccggagggtggcgggcaggacgcccgccataaactgccaggcatcaaattaagcagaaggccatcctgacggatggcctttttgcgtttctacaaactctttttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgcccttattcccttttttgcggcattttgccttcctgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgcggtattatcccgtgttgacgccgggcaagagcaactcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgctcggcccttccggctggctggtttattgctgataaatctggagccggtgagcgtgggtctcgcggtatcattgcagcactggggccagatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggccttttgctggccttttgctcacatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgataccgctcgccgcagccgaacgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcctgatgcggtattttctccttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatatcgtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagtatacactccgctatcgctacgtgactgggtcatggctgcgccccgacacccgccaacacccgctgacgcgccctgacgggcttgtctgctcccggcatccgcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgaggcagcagatcaattcgcgcgcgaaggcgaagcggcatgcataatgtgcctgtcaaatggacgaagcagggattctgcaaaccctatgctactccgtcaagccgtcaattgtctgattcgttaccaattatgacaacttgacggctacatcattcactttttcttcacaaccggcacggaactcgctcgggctggccccggtgcattttttaaatacccgcgagaaatagagttgatcgtcaaaaccaacattgcgaccgacggtggcgataggcatccgggtggtgctcaaaagcagcttcgcctggctgatacgttggtcctcgcgccagcttaagacgctaatccctaactgctggcggaaaagatgtgacagacgcgacggcgacaagcaaacatgctgtgcgacgctggcgatatcaaaattgctgtctgccaggtgatcgctgatgtactgacaagcctcgcgtacccgattatccatcggtggatggagcgactcgttaatcgcttccatgcgccgcagtaacaattgctcaagcagatttatcgccagcagctccgaatagcgcccttccccttgcccggcgttaatgatttgcccaaacaggtcgctgaaatgcggctggtgcgcttcatccgggcgaaagaaccccgtattggcaaatattgacggccagttaagccattcatgccagtaggcgcgcggacgaaagtaaacccactggtgataccattcgcgagcctccggatgacgaccgtagtgatgaatctctcctggcgggaacagcaaaatatcacccggtcggcaaacaaattctcgtccctgatttttcaccaccccctgaccgcgaatggtgagattgagaatataacctttcattcccagcggtcggtcgataaaaaaatcgagataaccgttggcctcaatcggcgttaaacccgccaccagatgggcattaaacgagtatcccggcagcaggggatcattttgcgcttcagccatacttttcatactcccgccattcagag
		
	
	 
		 
			 4453
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..4453
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 aagaaaccaattgtccatattgcatcagacattgccgtcactgcgtcttttactggctcttctcgctaaccaaaccggtaaccccgcttattaaaagcattctgtaacaaagcgggaccaaagccatgacaaaaacgcgtaacaaaagtgtctataatcacggcagaaaagtccacattgattatttgcacggcgtcacactttgctatgccatagcatttttatccataagattagcggatcctacctgacgctttttatcgcaactctctactgtttctccatacccgtttttttgggctagaaataattttgtttaactttaagaaggagatatacatatgaaatacttattacctaccgctgcagcggggctgttgttgttggccgcccagccagcaatggctatggcgcaagtccaattagttcaatcaggcggggggttggtccaggcggggggatccttacgtctgtcatgtgctttcagtggccgcacgttctcaatgtacacgatggggtggtttcgtcaagctccggggaaagaacgcgagtttgtggccgcaaatcgcggacgtgggttaagtcccgacattgctgacagtgttaatggacgcttcaccatttcacgcgacaatgctaagaatactctttaccttcagatggactctctgaaaccagaggacaccgccgtatattattgcgccgcagacttacagtacgggtcatcatggcctcaacgttcgtctgctgaatatgattactgggggcaaggaacgacagtcactgtatcctcgcatcaccaccatcaccattaaaagcttggctgttttggcggatgagagaagattttcagcctgatacagattaaatcagaacgcagaagcggtctgataaaacagaatttgcctggcggcagtagcgcggtggtcccacctgaccccatgccgaactcagaagtgaaacgccgtagcgccgatggtagtgtggggtctccccatgcgagagtagggaactgccaggcatcaaataaaacgaaaggctcagtcgaaagactgggcctttcgttttatctgttgtttgtcggtgaacgctctcctgagtaggacaaatccgccgggagcggatttgaacgttgcgaagcaacggcccggagggtggcgggcaggacgcccgccataaactgccaggcatcaaattaagcagaaggccatcctgacggatggcctttttgcgtttctacaaactcttttgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgcccttattcccttttttgcggcattttgccttcctgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggcgcggtattatcccgtgttgacgccgggcaagagcaactcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagccataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgctcggcccttccggctggctggtttattgctgataaatctggagccggtgagcgtgggtctcgcggtatcattgcagcactggggccagatggtaagccctcccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttcatttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatctgctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccggatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagcgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggttcgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggcggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggagcctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggccttttgctggccttttgctcacatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagctgataccgctcgccgcagccgaacgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcctgatgcggtattttctccttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatatggtgcactctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagtatacactccgctatcgctacgtgactgggtcatggctgcgccccgacacccgccaacacccgctgacgcgccctgacgggcttgtctgctcccggcatccgcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagctgcatgtgtcagaggttttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgaggcagcagatcaattcgcgcgcgaaggcgaagcggcatgcataatgtgcctgtcaaatggacgaagcagggattctgcaaaccctatgctactccgtcaagccgtcaattgtctgattcgttaccaattatgacaacttgacggctacatcattcactttttcttcacaaccggcacggaactcgctcgggctggccccggtgcattttttaaatacccgcgagaaatagagttgatcgtcaaaaccaacattgcgaccgacggtggcgataggcatccgggtggtgctcaaaagcagcttcgcctggctgatacgttggtcctcgcgccagcttaagacgctaatccctaactgctggcggaaaagatgtgacagacgcgacggcgacaagcaaacatgctgtgcgacgctggcgatatcaaaattgctgtctgccaggtgatcgctgatgtactgacaagcctcgcgtacccgattatccatcggtggatggagcgactcgttaatcgcttccatgcgccgcagtaacaattgctcaagcagatttatcgccagcagctccgaatagcgcccttccccttgcccggcgttaatgatttgcccaaacaggtcgctgaaatgcggctggtgcgcttcatccgggcgaaagaaccccgtattggcaaatattgacggccagttaagccattcatgccagtaggcgcgcggacgaaagtaaacccactggtgataccattcgcgagcctccggatgacgaccgtagtgatgaatctctcctggcgggaacagcaaaatatcacccggtcggcaaacaaattctcgtccctgatttttcaccaccccctgaccgcgaatggtgagattgagaatataacctttcattcccagcggtcggtcgataaaaaaatcgagataaccgttggcctcaatcggcgttaaacccgccaccagatgggcattaaacgagtatcccggcagcaggggatcattttgcgcttcagccatacttttcatactcccgccattcagag
		
	
	 
		 
			 454
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..454
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MDKKPLNTLISATGLWMSRTGTIHKIKHHEVSRSKIYIEMACGDHLVVNNSRSSRTARALRHHKYRKTCKRCRVSDEDLNKFLTKANEDQTSVKVKVVSAPTRTKKAMPKSVARAPKPLENTEAAQAQPSGSKFSPAIPVSTQESVSVPASVSTSISSISTGATASALVKGNTNPITSMSAPVQASAPALTKSQTDRLEVLLNPKDEISLNSGKPFRELESELLSRRKKDLQQIYAEERENYLGKLEREITRFFVDRGFLEIKSPILIPLEYIERMGIDNDTELSKQIFRVDKNFCLRPMLIPNLYNYLRKLDRALPDPIKIFEIGPCYRKESDGKEHLEEFTMLTFIQMGSGCTRENLESIITDFLNHLGIDFKIVGDSCMVLGDTLDVMHGDLELSSAVVGPIPLDREWGIDKPKIGAGFGLERLLKVKHDFKNIKRAARSESYYNGISTNL
		
	
	 
		 
			 1365
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..1365
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 atggataaaaagcctttgaacactctgatttctgcgaccggtctgtggatgtcccgcaccggcaccatccacaaaatcaaacaccatgaagttagccgttccaaaatctacattgaaatggcttgcggcgatcacctggttgtcaacaactcccgttcttctcgtaccgctcgcgcactgcgccaccacaaatatcgcaaaacctgcaaacgttgccgtgttagcgatgaggacctgaacaaattcctgaccaaagctaacgaggatcagacctccgtaaaagtgaaggtagtaagcgctccgacccgtactaaaaaggctatgccaaaaagcgtggcccgtgccccgaaacctctggaaaacaccgaggcggctcaggctcaaccatccggttctaaattttctccggcgatcccagtgtccacccaagaatctgtttccgtaccagcaagcgtgtctaccagcattagcagcatttctaccggtgctaccgcttctgcgctggtaaaaggtaacactaacccgattactagcatgtctgcaccggtacaggcaagcgccccagctctgactaaatcccagacggaccgtctggaggtgctgctgaacccaaaggatgaaatctctctgaacagcggcaagcctttccgtgagctggaaagcgagctgctgtctcgtcgtaaaaaggatctgcaacagatctacgctgaggaacgcgagaactatctgggtaagctggagcgcgaaattactcgcttcttcgtggatcgcggtttcctggagatcaaatctccgattctgattccgctggaatacattgaacgtatgggcatcgataatgataccgaactgtctaaacagatcttccgtgtggataaaaacttctgtctgcgtccgatgctgattccgaacttgtacaactatttacgtaaactggaccgtgccctgccggacccgatcaaaatattcgagatcggtccttgctaccgtaaagagtccgacggtaaagagcacctggaagaattcaccatgctgacattcattcagatgggtagcggttgcacgcgtgaaaacctggaatccattatcaccgacttcctgaatcacctgggtatcgatttcaaaattgttggtgacagctgtatggtgttaggcgatacgctggatgttatgcacggcgatctggagctgtcttccgcagttgtgggcccaatcccgctggatcgtgagtggggtatcgacaaacctaaaatcggtgcgggttttggtctggagcgtctgctgaaagtaaaacacgacttcaagaacatcaaacgtgctgcacgttccgagtcctattacaatggtatttctactaacctgtaa
		
	
	 
		 
			 5652
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..5652
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 actagtatggataaaaagcctttgaacactctgatttctgcgaccggtctgtggatgtcccgcaccggcaccatccacaaaatcaaacaccatgaagttagccgttccaaaatctacattgaaatggcttgcggcgatcacctggttgtcaacaactcccgttcttctcgtaccgctcgcgcactgcgccaccacaaatatcgcaaaacctgcaaacgttgccgtgttagcgatgaggacctgaacaaattcctgaccaaagctaacgaggatcagacctccgtaaaagtgaaggtagtaagcgctccgacccgtactaaaaaggctatgccaaaaagcgtggcccgtgccccgaaacctctggaaaacaccgaggcggctcaggctcaaccatccggttctaaattttctccggcgatcccagtgtccacccaagaatctgtttccgtaccagcaagcgtgtctaccagcattagcagcatttctaccggtgctaccgcttctgcgctggtaaaaggtaacactaacccgattactagcatgtctgcaccggtacaggcaagcgccccagctctgactaaatcccagacggaccgtctggaggtgctgctgaacccaaaggatgaaatctctctgaacagcggcaagcctttccgtgagctggaaagcgagctgctgtctcgtcgtaaaaaggatctgcaacagatctacgctgaggaacgcgagaactatctgggtaagctggagcgcgaaattactcgcttcttcgtggatcgcggtttcctggagatcaaatctccgattctgattccgctggaatacattgaacgtatgggcatcgataatgataccgaactgtctaaacagatcttccgtgtggataaaaacttctgtctgcgtccgatgctgattccgaacttgtacaactatttacgtaaactggaccgtgccctgccggacccgatcaaaatattcgagatcggtccttgctaccgtaaagagtccgacggtaaagagcacctggaagaattcaccatgctgacattcattcagatgggtagcggttgcacgcgtgaaaacctggaatccattatcaccgacttcctgaatcacctgggtatcgatttcaaaattgttggtgacagctgtatggtgttaggcgatacgctggatgttatgcacggcgatctggagctgtcttccgcagttgtgggcccaatcccgctggatcgtgagtggggtatcgacaaacctaaaatcggtgcgggttttggtctggagcgtctgctgaaagtaaaacacgacttcaagaacatcaaacgtgctgcacgttccgagtcctattacaatggtatttctactaacctgtaagtcgaccatcatcatcatcatcattgagtttaaacggtctccagcttggctgttttggcggatgagagaagattttcagcctgatacagattaaatcagaacgcagaagcggtctgataaaacagaatttgcctggcggcagtagcgcggtggtcccacctgaccccatgccgaactcagaagtgaaacgccgtagcgccgatggtagtgtggggtctccccatgcgagagtagggaactgccaggcatcaaataaaacgaaaggctcagtcgaaagactgggccttgtttgtgagctcccggtcatcaatcatccccataatccttgttagattatcaattttaaaaaactaacagttgtcagcctgtcccgctttaatatcatacgccgttatacgttgtttacgctttgaggaatcccatatgatacgcggccgctttcaaacgctaaattgcctgatgcgctacgcttatcaggcctacatgatctctgcaatatattgagtttgcgtgcttttgtaggccggataaggcgttcacgccgcatccggcaagaaacagcaaacaatccaaaacgccgcgttcagcggcgttttttctgcttttcttcgcgaattaattccgcttcgcaacatgtgagcaccggtttattgactaccggaagcagtgtgaccgtgtgcttctcaaatgcctgaggccagtttgctcaggctctccccgtggaggtaataattgacgatatgatcagtgcacggctaactaagcggcctgctgactttctcgccgatcaaaaggcattttgctattaagggattgacgagggcgtatctgcgcagtaagatgcgccccgcattggaaacctgatcatgtagatcgaatggactctaaatccgttcagccgggttagattcccggggtttccgccaaattcgaaaagcctgctcaacgagcaggcttttttgcatgctcgagcagctcagggtcgaatttgctttcgaatttctgccattcatccgcttattatcacttattcaggcgtagcaaccaggcgtttaagggcaccaataactgccttaaaaaaattacgccccgccctgccactcatcgcagtactgttgtaattcattaagcattctgccgacatggaagccatcacaaacggcatgatgaacctgaatcgccagcggcatcagcaccttgtcgccttgcgtataatatttgcccatggtgaaaacgggggcgaagaagttgtccatattggccacgtttaaatcaaaactggtgaaactcacccagggattggctgagacgaaaaacatattctcaataaaccctttagggaaataggccaggttttcaccgtaacacgccacatcttgcgaatatatgtgtagaaactgccggaaatcgtcgtggtattcactccagagcgatgaaaacgtttcagtttgctcatggaaaacggtgtaacaagggtgaacactatcccatatcaccagctcaccgtctttcattgccatacggaattccggatgagcattcatcaggcgggcaagaatgtgaataaaggccggataaaacttgtgcttatttttctttacggtctttaaaaaggccgtaatatccagctgaacggtctggttataggtacattgagcaactgactgaaatgcctcaaaatgttctttacgatgccattgggatatatcaacggtggtatatccagtgatttttttctccattttagcttccttagctcctgaaaatctcgataactcaaaaaatacgcccggtagtgatcttatttcattatggtgaaagttggaacctcttacgtgccgatcaacgtctcattttcgccaaaagttggcccagggcttcccggtatcaacagggacaccaggatttatttattctgcgaagtgatcttccgtcacaggtatttattcggcgcaaagtgcgtcgggtgatgctgccaacttactgatttagtgtatgatggtgtttttgaggtgctccagtggcttctgtttctatcagctgtccctcctgttcagctactgacggggtggtgcgtaacggcaaaagcaccgccggacatcagcgctagcggagtgtatactggcttactatgttggcactgatgagggtgtcagtgaagtgcttcatgtggcaggagaaaaaaggctgcaccggtgcgtcagcagaatatgtgatacaggatatattccgcttcctcgctcactgactcgctacgctcggtcgttcgactgcggcgagcggaaatggcttacgaacggggcggagatttcctggaagatgccaggaagatacttaacagggaagtgagagggccgcggcaaagccgtttttccataggctccgcccccctgacaagcatcacgaaatctgacgctcaaatcagtggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggcggctccctcgtgcgctctcctgttcctgcctttcggtttaccggtgtcattccgctgttatggccgcgtttgtctcattccacgcctgacactcagttccgggtaggcagttcgctccaagctggactgtatgcacgaaccccccgttcagtccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggaaagacatgcaaaagcaccactggcagcagccactggtaattgatttagaggagttagtcttgaagtcatgcgccggttaaggctaaactgaaaggacaagttttggtgactgcgctcctccaagccagttacctcggttcaaagagttggtagctcagagaaccttcgaaaaaccgccctgcaaggcggttttttcgttttcagagcaagagattacgcgcagaccaaaacgatctcaagaagatcatcttattaatcagataaaatatttctagatttcagtgcaatttatctcttcaaatgtagcacctgaagtcagccccatacgatataagttgtaattctcatgtttgacagcttatcatcgataagcttggtacccaattatgacaacttgacggctacatcattcactttttcttcacaaccggcacggaactcgctcgggctggccccggtgcattttttaaatacccgcgagaaatagagttgatcgtcaaaaccaacattgcgaccgacggtggcgataggcatccgggtggtgctcaaaagcagcttcgcctggctgatacgttggtcctcgcgccagcttaagacgctaatccctaactgctggcggaaaagatgtgacagacgcgacggcgacaagcaaacatgctgtgcgacgctggcgatatcaaaattgctgtctgccaggtgatcgctgatgtactgacaagcctcgcgtacccgattatccatcggtggatggagcgactcgttaatcgcttccatgcgccgcagtaacaattgctcaagcagatttatcgccagcagctccgaatagcgcccttccccttgcccggcgttaatgatttgcccaaacaggtcgctgaaatgcggctggtgcgcttcatccgggcgaaagaaccccgtattggcaaatattgacggccagttaagccattcatgccagtaggcgcgcggacgaaagtaaacccactggtgataccattcgcgagcctccggatgacgaccgtagtgatgaatctctcctggcgggaacagcaaaatatcactcggtcggcaaacaaattctcgtccctgatttttcaccaccccctgaccgcgaatggtgagattgagaatataacctttcattcccagcggtcggtcgataaaaaaatcgagataaccgttggcctcaatcggcgttaaacccgccaccagatgggcattaaacgagtatcccggcagcaggggatcattttgcgcttcagccatacttttcatactcccgccattcagagaagaaaccaattgtccatattgcatcagacattgccgtcactgcgtcttttactggctcttctcgctaaccaaaccggtaaccccgcttattaaaagcattctgtaacaaagcgggaccaaagccatgacaaaaacgcgtaacaaaagtgtctataatcacggcagaaaagtccacattgattatttgcacggcgtcacactttgctatgccatagcatttttatccataagattagcggatcctacctgacgctttttatcgcaactctctactgtttctccatacccgtttttttgggctaacaggaggaatt
		
	
	 
		 
			 275
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..275
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MTVKYTDAQIQRLREYGNGTYEQKVFEDLASRDAAFSKEMSVASTDNEKKIKGMIANPSRHGLTQLMNDIADALVAEGFIEVRTPIFISKDALARMTITEDKPLFKQVFWIDEKRALRPMLAPNLGSVARDLRDHTDGPVKIFEMGSCFRKESHSGMHLEEFTMLNLFDMGPRGDATEVLKNYISVVMKAAGLPDYDLVQEESDVYKETIDVEINGQEVCSAAVGPTPIDAAHDVHEPWSGAGFGLERLLTIREKYSTVKKGGASISYLNGAKIN
		
	
	 
		 
			 828
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..828
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 atgaccgtgaagtacaccgacgcccagatccaacgcctgcgcgagtatggtaatggcacctatgaacagaaagtttttgaggacctggccagccgtgacgccgcgttcagcaaggaaatgagcgtggccagcaccgacaacgagaagaaaatcaagggtatgattgccaatccgagccgccacggcctgacccagctgatgaacgacatcgctgatgccctggtggcggagggtttcattgaagtgcgtaccccgatctttattagcaaggatgcgctggctcgcatgaccatcaccgaagacaagccgctgttcaaacaggtgttttggattgatgagaaacgtgccctgcgcccgatgctggcgccaaacctgggtagcgtggctcgtgacctgcgcgatcacaccgacggtccggtgaaaatcttcgaaatgggcagctgctttcgtaaagagagccacagcggtatgcacctggaggagttcaccatgctgaatctgtttgatatgggtccgcgcggcgacgctaccgaagtgctgaagaactacattagcgtggtgatgaaagctgccggcctgccggactacgatctggtgcaggaagagagcgacgtgtacaaggaaaccatcgacgtggaaattaacggtcaggaagtgtgcagcgcggctgtgggtccaactcctattgatgcggcccatgacgtgcatgagccgtggagcggtgctggttttggcctggaacgtctgctgaccatccgcgagaaatactccaccgtgaaaaagggcggcgcaagcatctcctacctgaatggtgccaaaatcaattaa
		
	
	 
		 
			 5114
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..5114
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 actagtatgaccgtgaagtacaccgacgcccagatccaacgcctgcgcgagtatggtaatggcacctatgaacagaaagtttttgaggacctggccagccgtgacgccgcgttcagcaaggaaatgagcgtggccagcaccgacaacgagaagaaaatcaagggtatgattgccaatccgagccgccacggcctgacccagctgatgaacgacatcgctgatgccctggtggcggagggtttcattgaagtgcgtaccccgatctttattagcaaggatgcgctggctcgcatgaccatcaccgaagacaagccgctgttcaaacaggtgttttggattgatgagaaacgtgccctgcgcccgatgctggcgccaaacctgggtagcgtggctcgtgacctgcgcgatcacaccgacggtccggtgaaaatcttcgaaatgggcagctgctttcgtaaagagagccacagcggtatgcacctggaggagttcaccatgctgaatctgtttgatatgggtccgcgcggcgacgctaccgaagtgctgaagaactacattagcgtggtgatgaaagctgccggcctgccggactacgatctggtgcaggaagagagcgacgtgtacaaggaaaccatcgacgtggaaattaacggtcaggaagtgtgcagcgcggctgtgggtccaactcctattgatgcggcccatgacgtgcatgagccgtggagcggtgctggttttggcctggaacgtctgctgaccatccgcgagaaatactccaccgtgaaaaagggcggcgcaagcatctcctacctgaatggtgccaaaatcaattaagtcgaccatcatcatcatcatcattgagtttaaacggtctccagcttggctgttttggcggatgagagaagattttcagcctgatacagattaaatcagaacgcagaagcggtctgataaaacagaatttgcctggcggcagtagcgcggtggtcccacctgaccccatgccgaactcagaagtgaaacgccgtagcgccgatggtagtgtggggtctccccatgcgagagtagggaactgccaggcatcaaataaaacgaaaggctcagtcgaaagactgggccttgtttgtgagctcccggtcatcaatcatccccataatccttgttagattatcaattttaaaaaactaacagttgtcagcctgtcccgctttaatatcatacgccgttatacgttgtttacgctttgaggaatcccatatgatacgcggccgctttcaaacgctaaattgcctgatgcgctacgcttatcaggcctacatgatctctgcaatatattgagtttgcgtgcttttgtaggccggataaggcgttcacgccgcatccggcaagaaacagcaaacaatccaaaacgccgcgttcagcggcgttttttctgcttttcttcgcgaattaattccgcttcgcaacatgtgagcaccggtttattgactaccggaagcagtgtgaccgtgtgcttctcaaatgcctgaggccagtttgctcaggctctccccgtggaggtaataattgacgatatgatcagtgcacggctaactaagcggcctgctgactttctcgccgatcaaaaggcattttgctattaagggattgacgagggcgtatctgcgcagtaagatgcgccccgcattgggggacggtccggcgaccagcgggtctctaaaacctagccagcggggttcgacgccccggtctctcgccaaattcgaaaagcctgctcaacgagcaggcttttttgcatgctcgagcagctcagggtcgaatttgctttcgaatttctgccattcatccgcttattatcacttattcaggcgtagcaaccaggcgtttaagggcaccaataactgccttaaaaaaattacgccccgccctgccactcatcgcagtactgttgtaattcattaagcattctgccgacatggaagccatcacaaacggcatgatgaacctgaatcgccagcggcatcagcaccttgtcgccttgcgtataatatttgcccatggtgaaaacgggggcgaagaagttgtccatattggccacgtttaaatcaaaactggtgaaactcacccagggattggctgagacgaaaaacatattctcaataaaccctttagggaaataggccaggttttcaccgtaacacgccacatcttgcgaatatatgtgtagaaactgccggaaatcgtcgtggtattcactccagagcgatgaaaacgtttcagtttgctcatggaaaacggtgtaacaagggtgaacactatcccatatcaccagctcaccgtctttcattgccatacggaattccggatgagcattcatcaggcgggcaagaatgtgaataaaggccggataaaacttgtgcttatttttctttacggtctttaaaaaggccgtaatatccagctgaacggtctggttataggtacattgagcaactgactgaaatgcctcaaaatgttctttacgatgccattgggatatatcaacggtggtatatccagtgatttttttctccattttagcttccttagctcctgaaaatctcgataactcaaaaaatacgcccggtagtgatcttatttcattatggtgaaagttggaacctcttacgtgccgatcaacgtctcattttcgccaaaagttggcccagggcttcccggtatcaacagggacaccaggatttatttattctgcgaagtgatcttccgtcacaggtatttattcggcgcaaagtgcgtcgggtgatgctgccaacttactgatttagtgtatgatggtgtttttgaggtgctccagtggcttctgtttctatcagctgtccctcctgttcagctactgacggggtggtgcgtaacggcaaaagcaccgccggacatcagcgctagcggagtgtatactggcttactatgttggcactgatgagggtgtcagtgaagtgcttcatgtggcaggagaaaaaaggctgcaccggtgcgtcagcagaatatgtgatacaggatatattccgcttcctcgctcactgactcgctacgctcggtcgttcgactgcggcgagcggaaatggcttacgaacggggcggagatttcctggaagatgccaggaagatacttaacagggaagtgagagggccgcggcaaagccgtttttccataggctccgcccccctgacaagcatcacgaaatctgacgctcaaatcagtggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggcggctccctcgtgcgctctcctgttcctgcctttcggtttaccggtgtcattccgctgttatggccgcgtttgtctcattccacgcctgacactcagttccgggtaggcagttcgctccaagctggactgtatgcacgaaccccccgttcagtccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggaaagacatgcaaaagcaccactggcagcagccactggtaattgatttagaggagttagtcttgaagtcatgcgccggttaaggctaaactgaaaggacaagttttggtgactgcgctcctccaagccagttacctcggttcaaagagttggtagctcagagaaccttcgaaaaaccgccctgcaaggcggttttttcgttttcagagcaagagattacgcgcagaccaaaacgatctcaagaagatcatcttattaatcagataaaatatttctagatttcagtgcaatttatctcttcaaatgtagcacctgaagtcagccccatacgatataagttgtaattctcatgtttgacagcttatcatcgataagcttggtacccaattatgacaacttgacggctacatcattcactttttcttcacaaccggcacggaactcgctcgggctggccccggtgcattttttaaatacccgcgagaaatagagttgatcgtcaaaaccaacattgcgaccgacggtggcgataggcatccgggtggtgctcaaaagcagcttcgcctggctgatacgttggtcctcgcgccagcttaagacgctaatccctaactgctggcggaaaagatgtgacagacgcgacggcgacaagcaaacatgctgtgcgacgctggcgatatcaaaattgctgtctgccaggtgatcgctgatgtactgacaagcctcgcgtacccgattatccatcggtggatggagcgactcgttaatcgcttccatgcgccgcagtaacaattgctcaagcagatttatcgccagcagctccgaatagcgcccttccccttgcccggcgttaatgatttgcccaaacaggtcgctgaaatgcggctggtgcgcttcatccgggcgaaagaaccccgtattggcaaatattgacggccagttaagccattcatgccagtaggcgcgcggacgaaagtaaacccactggtgataccattcgcgagcctccggatgacgaccgtagtgatgaatctctcctggcgggaacagcaaaatatcactcggtcggcaaacaaattctcgtccctgatttttcaccaccccctgaccgcgaatggtgagattgagaatataacctttcattcccagcggtcggtcgataaaaaaatcgagataaccgttggcctcaatcggcgttaaacccgccaccagatgggcattaaacgagtatcccggcagcaggggatcattttgcgcttcagccatacttttcatactcccgccattcagagaagaaaccaattgtccatattgcatcagacattgccgtcactgcgtcttttactggctcttctcgctaaccaaaccggtaaccccgcttattaaaagcattctgtaacaaagcgggaccaaagccatgacaaaaacgcgtaacaaaagtgtctataatcacggcagaaaagtccacattgattatttgcacggcgtcacactttgctatgccatagcatttttatccataagattagcggatcctacctgacgctttttatcgcaactctctactgtttctccatacccgtttttttgggctaacaggaggaatt
		
	
	 
		 
			 454
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..454
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 Methanosarcina mazei
						
					
				
			
			 MDKKPLNTLISATGLWMSRTGTIHKIKHHEVSRSKIYIEMACGDHLVVNNSRSSRTARALRHHKYRKTCKRCRVSDEDLNKFLTKANEDQTSVKVKVVSAPTRTKKAMPKSVARAPKPLENTEAAQAQPSGSKFSPAIPVSTQESVSVPASVSTSISSISTGATASALVKGNTNPITSMSAPVQASAPALTKSQTDRLEVLLNPKDEISLNSGKPFRELESELLSRRKKDLQQIYAEERENYLGKLEREITRFFVDRGFLEIKSPILIPLEYIERMGIDNDTELSKQIFRVDKNFCLRPMLAPNLYNYLRKLDRALPDPIKIFEIGPCYRKESDGKEHLEEFTMLNFCQMGSGCTRENLESIITDFLNHLGIDFKIVGDSCMVYGDTLDVMHGDLELSSAVVGPIPLDREWGIDKPWIGAGFGLERLLKVKHDFKNIKRAARSESYYNGISTNL
		
	
	 
		 
			 828
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..828
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 atgaccgtgaagtacaccgacgcccagatccaacgcctgcgcgagtatggtaatggcacctatgaacagaaagtttttgaggacctggccagccgtgacgccgcgttcagcaaggaaatgagcattgccagcaccgacaacgagaagaaaatcaagggtatgattgccaatccgagccgccacggcctgacccagctgatgaacgacatcgctgatgccctggtggcggagggtttcattgaagtgcgtaccccgatctttattagcaaggatgcgctggctcgcatgaccatcaccgaagacaagccgctgttcaaacaggtgttttggattgatgagaaacgtgccctgcgcccgatgctggcgccaaacctgggtagcgtggctcgtgacctgcgcgatcacaccgacggtccggtgaaaatcttcgaaatgggcagctgctttcgtaaagagagccacagcggtatgcacctggaggagttcaccatgctgaatctgtttgatatgggtccgcgcggcgacgctaccgaagtgctggaaaactacattagcgtggtgatgaaagtggccggcctgccggactacgatctggtgcaggaagagagcgacgtgtacaaggaaaccatcgacgtggaaattaacggtcaggaagtgtgcagcgcggctgtgggtccaactcctattgatgcggcccatgacgtgcatgagccgtggagcggtgctggttttggcctggaacgtctgctgaccatccgcgagaaatactccaccgtgaaaaagggcggcgcaagcatctcctacctgaatggtgccaaaatcaattaa
		
	
	 
		 
			 275
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..275
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MTVKYTDAQIQRLREYGNGTYEQKVFEDLASRDAAFSKEMSIASTDNEKKIKGMIANPSRHGLTQLMNDIADALVAEGFIEVRTPIFISKDALARMTITEDKPLFKQVFWIDEKRALRPMLAPNLGSVARDLRDHTDGPVKIFEMGSCFRKESHSGMHLEEFTMLNLFDMGPRGDATEVLENYISVVMKVAGLPDYDLVQEESDVYKETIDVEINGQEVCSAAVGPTPIDAAHDVHEPWSGAGFGLERLLTIREKYSTVKKGGASISYLNGAKIN
		
	
	 
		 
			 5114
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..5114
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 actagtatgaccgtgaagtacaccgacgcccagatccaacgcctgcgcgagtatggtaatggcacctatgaacagaaagtttttgaggacctggccagccgtgacgccgcgttcagcaaggaaatgagcattgccagcaccgacaacgagaagaaaatcaagggtatgattgccaatccgagccgccacggcctgacccagctgatgaacgacatcgctgatgccctggtggcggagggtttcattgaagtgcgtaccccgatctttattagcaaggatgcgctggctcgcatgaccatcaccgaagacaagccgctgttcaaacaggtgttttggattgatgagaaacgtgccctgcgcccgatgctggcgccaaacctgggtagcgtggctcgtgacctgcgcgatcacaccgacggtccggtgaaaatcttcgaaatgggcagctgctttcgtaaagagagccacagcggtatgcacctggaggagttcaccatgctgaatctgtttgatatgggtccgcgcggcgacgctaccgaagtgctggaaaactacattagcgtggtgatgaaagtggccggcctgccggactacgatctggtgcaggaagagagcgacgtgtacaaggaaaccatcgacgtggaaattaacggtcaggaagtgtgcagcgcggctgtgggtccaactcctattgatgcggcccatgacgtgcatgagccgtggagcggtgctggttttggcctggaacgtctgctgaccatccgcgagaaatactccaccgtgaaaaagggcggcgcaagcatctcctacctgaatggtgccaaaatcaattaagtcgaccatcatcatcatcatcattgagtttaaacggtctccagcttggctgttttggcggatgagagaagattttcagcctgatacagattaaatcagaacgcagaagcggtctgataaaacagaatttgcctggcggcagtagcgcggtggtcccacctgaccccatgccgaactcagaagtgaaacgccgtagcgccgatggtagtgtggggtctccccatgcgagagtagggaactgccaggcatcaaataaaacgaaaggctcagtcgaaagactgggccttgtttgtgagctcccggtcatcaatcatccccataatccttgttagattatcaattttaaaaaactaacagttgtcagcctgtcccgctttaatatcatacgccgttatacgttgtttacgctttgaggaatcccatatgatacgcggccgctttcaaacgctaaattgcctgatgcgctacgcttatcaggcctacatgatctctgcaatatattgagtttgcgtgcttttgtaggccggataaggcgttcacgccgcatccggcaagaaacagcaaacaatccaaaacgccgcgttcagcggcgttttttctgcttttcttcgcgaattaattccgcttcgcaacatgtgagcaccggtttattgactaccggaagcagtgtgaccgtgtgcttctcaaatgcctgaggccagtttgctcaggctctccccgtggaggtaataattgacgatatgatcagtgcacggctaactaagcggcctgctgactttctcgccgatcaaaaggcattttgctattaagggattgacgagggcgtatctgcgcagtaagatgcgccccgcattgggggacggtccggcgaccagcgggtctctaaaacctagccagcggggttcgacgccccggtctctcgccaaattcgaaaagcctgctcaacgagcaggcttttttgcatgctcgagcagctcagggtcgaatttgctttcgaatttctgccattcatccgcttattatcacttattcaggcgtagcaaccaggcgtttaagggcaccaataactgccttaaaaaaattacgccccgccctgccactcatcgcagtactgttgtaattcattaagcattctgccgacatggaagccatcacaaacggcatgatgaacctgaatcgccagcggcatcagcaccttgtcgccttgcgtataatatttgcccatggtgaaaacgggggcgaagaagttgtccatattggccacgtttaaatcaaaactggtgaaactcacccagggattggctgagacgaaaaacatattctcaataaaccctttagggaaataggccaggttttcaccgtaacacgccacatcttgcgaatatatgtgtagaaactgccggaaatcgtcgtggtattcactccagagcgatgaaaacgtttcagtttgctcatggaaaacggtgtaacaagggtgaacactatcccatatcaccagctcaccgtctttcattgccatacggaattccggatgagcattcatcaggcgggcaagaatgtgaataaaggccggataaaacttgtgcttatttttctttacggtctttaaaaaggccgtaatatccagctgaacggtctggttataggtacattgagcaactgactgaaatgcctcaaaatgttctttacgatgccattgggatatatcaacggtggtatatccagtgatttttttctccattttagcttccttagctcctgaaaatctcgataactcaaaaaatacgcccggtagtgatcttatttcattatggtgaaagttggaacctcttacgtgccgatcaacgtctcattttcgccaaaagttggcccagggcttcccggtatcaacagggacaccaggatttatttattctgcgaagtgatcttccgtcacaggtatttattcggcgcaaagtgcgtcgggtgatgctgccaacttactgatttagtgtatgatggtgtttttgaggtgctccagtggcttctgtttctatcagctgtccctcctgttcagctactgacggggtggtgcgtaacggcaaaagcaccgccggacatcagcgctagcggagtgtatactggcttactatgttggcactgatgagggtgtcagtgaagtgcttcatgtggcaggagaaaaaaggctgcaccggtgcgtcagcagaatatgtgatacaggatatattccgcttcctcgctcactgactcgctacgctcggtcgttcgactgcggcgagcggaaatggcttacgaacggggcggagatttcctggaagatgccaggaagatacttaacagggaagtgagagggccgcggcaaagccgtttttccataggctccgcccccctgacaagcatcacgaaatctgacgctcaaatcagtggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggcggctccctcgtgcgctctcctgttcctgcctttcggtttaccggtgtcattccgctgttatggccgcgtttgtctcattccacgcctgacactcagttccgggtaggcagttcgctccaagctggactgtatgcacgaaccccccgttcagtccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggaaagacatgcaaaagcaccactggcagcagccactggtaattgatttagaggagttagtcttgaagtcatgcgccggttaaggctaaactgaaaggacaagttttggtgactgcgctcctccaagccagttacctcggttcaaagagttggtagctcagagaaccttcgaaaaaccgccctgcaaggcggttttttcgttttcagagcaagagattacgcgcagaccaaaacgatctcaagaagatcatcttattaatcagataaaatatttctagatttcagtgcaatttatctcttcaaatgtagcacctgaagtcagccccatacgatataagttgtaattctcatgtttgacagcttatcatcgataagcttggtacccaattatgacaacttgacggctacatcattcactttttcttcacaaccggcacggaactcgctcgggctggccccggtgcattttttaaatacccgcgagaaatagagttgatcgtcaaaaccaacattgcgaccgacggtggcgataggcatccgggtggtgctcaaaagcagcttcgcctggctgatacgttggtcctcgcgccagcttaagacgctaatccctaactgctggcggaaaagatgtgacagacgcgacggcgacaagcaaacatgctgtgcgacgctggcgatatcaaaattgctgtctgccaggtgatcgctgatgtactgacaagcctcgcgtacccgattatccatcggtggatggagcgactcgttaatcgcttccatgcgccgcagtaacaattgctcaagcagatttatcgccagcagctccgaatagcgcccttccccttgcccggcgttaatgatttgcccaaacaggtcgctgaaatgcggctggtgcgcttcatccgggcgaaagaaccccgtattggcaaatattgacggccagttaagccattcatgccagtaggcgcgcggacgaaagtaaacccactggtgataccattcgcgagcctccggatgacgaccgtagtgatgaatctctcctggcgggaacagcaaaatatcactcggtcggcaaacaaattctcgtccctgatttttcaccaccccctgaccgcgaatggtgagattgagaatataacctttcattcccagcggtcggtcgataaaaaaatcgagataaccgttggcctcaatcggcgttaaacccgccaccagatgggcattaaacgagtatcccggcagcaggggatcattttgcgcttcagccatacttttcatactcccgccattcagagaagaaaccaattgtccatattgcatcagacattgccgtcactgcgtcttttactggctcttctcgctaaccaaaccggtaaccccgcttattaaaagcattctgtaacaaagcgggaccaaagccatgacaaaaacgcgtaacaaaagtgtctataatcacggcagaaaagtccacattgattatttgcacggcgtcacactttgctatgccatagcatttttatccataagattagcggatcctacctgacgctttttatcgcaactctctactgtttctccatacccgtttttttgggctaacaggaggaatt
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