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특허청구의 범위

청구항 1 

MHC 복합체의 콘텍스트(context)에서 세포 또는 조직에 제시된(presented) 펩티드 항원을 포함하는 세포 또는

조직을 시험관 내에서(in virto) 또는 생체 외에서(ex vivo)  탐지하는 방법으로서, 이 때, 상기 펩티드 항원은

내재성 항원이고, 다음의 단계를 포함하는 방법. 

a) 인공적 수준의 상기 펩티드 항원을 표시하도록 조작되지 않은 세포 또는 조직을, 하나 이상의 가용성 TCR 분

자 또는 그 기능성 단편(functional fragment)과, 상기 제시된 펩티드 항원 및 상기 가용성 TCR 또는 단편 간에

특이적 결합 복합체를 형성하는 조건 하에서 접촉시키는 단계,

b) 상기 제시된 펩티드 항원에 결합하지 않은 가용성 TCR 분자 또는 단편을 제거하기에 적합한 조건 하에서, 상

기 세포 또는 조직을 세척하는 단계; 및 

c) 상기 제시된 펩티드 항원을 포함하는 상기 세포 또는 조직을 표시하는(indicative of) 것으로서 상기 특이적

결합 복합체를 탐지하는 단계.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 상기 세포 또는 조직을 하나 이상의 차단제(blocking agent)와 추가로 접촉시키는 방법. 

청구항 3 

청구항 2에 있어서, 상기 세포 또는 조직을 단계 a) 이전에 상기 차단제와 접촉시켜서 상기 가용성 TCR 또는 단

편 및 상기 세포 간의 비-특이적 결합을 감소시키는 것을 추가로 포함하는 방법. 

청구항 4 

청구항 2에 있어서, 상기 차단제는 과산화물(peroxide), 혈청 단백질, 항체, 또는 그들의 단편인 방법. 

청구항 5 

청구항 1에 있어서, 상기 방법은, 상기 복합체에 결합된 상기 가용성 TCR 또는 단편과 경쟁하고 특이적으로 결

합하는 조건 하에서, 상기 복합체를 경쟁적 MHC 분자 또는 그 단편과 접촉시키는 것을 추가로 포함하는 방법. 

청구항 6 

청구항 5에 있어서, 본질적으로 모든 상기 가용성 TCR 또는 단편이 경쟁적 MHC 분자 또는 그 단편에 결합하여

경쟁 복합체(competition complex)를 형성하는 방법. 

청구항 7 

청구항 6에 있어서, 상기 방법은 상기 경쟁 복합체를 탐지하고 상기 MHC 분자 또는 상기 가용성 TCR의 결합 특

이성을 결정하는 것을 추가로 포함하는 방법. 

청구항 8 

청구항 5에 있어서, 상기 MHC 분자 또는 단편은 단일-쇄인 방법.

청구항 9 

삭제
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청구항 10 

청구항 1에 있어서, 상기 방법은 상기 세포 또는 조직을 하나 이상의 변성제(denaturing agent)와 접촉시키는

것을 추가로 포함하는 방법. 

청구항 11 

청구항 10에 있어서, 상기 방법은 상기 세포 또는 조직을 단계 a) 이전에 상기 변성제와 접촉시키고 상기 세포

또는 조직을 변성(고정(fixing))시키는 것을 추가로 포함하는 방법.

청구항 12 

청구항 1에 있어서, 상기 방법은 복수의 세포 또는 조직을 어레이(array)에 위치시키는 것을 추가로 포함하는

방법. 

청구항 13 

청구항 12에 있어서, 상기 방법은 세포 또는 조직을 포함하는 상기 어레이의 각 요소에서 수행되는 방법. 

청구항 14 

청구항 12에 있어서, 상기 방법은 상기 어레이의 각 요소에서 실질적으로 동시에 수행되는 방법. 

청구항 15 

청구항 12에 있어서, 단계 c)는 상기 어레이를 스캔하고 상기 특이적 결합 복합체의 존재를 나타내는 영상 신호

를 발생하는 것을 추가로 포함하는 방법. 

청구항 16 

청구항 15에 있어서, 단계 c)는 사용자에게 실시간으로 상기 신호를 출력하고 선택적으로 상기 영상 신호의 저

장된 영상을 색인화(indexing)하는 것을 추가로 포함하는 방법. 

청구항 17 

청구항 1에 있어서, 상기 세포에 존재하는 펩티드 항원의 양은 약 100,000 카피 미만인 방법. 

청구항 18 

청구항 17에 있어서, 세포에 존재하는 펩티드 항원의 양은 약 400 카피 미만인 방법. 

청구항 19 

청구항 1에 있어서, 상기 펩티드 항원은 종양-관련 펩티드 항원인 방법.

청구항 20 

청구항 1에 있어서, 상기 세포 또는 조직은 현탁되는 방법.

청구항 21 

청구항 1에 있어서, 상기 가용성 TCR 분자 또는 단편은 하나 이상의 단일-쇄 TCR을 포함하는 방법.

청구항 22 

청구항 1에 있어서, 상기 가용성 TCR 분자 또는 단편은 탐지가능하게-라벨되는 방법.
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청구항 23 

청구항 22에 있어서, 상기 탐지가능한 라벨은 비오틴(biotin), 스트렙타비딘(streptavidin), 효소 또는 이것의

촉매적으로 활성인 단편, 방사핵종, 나노입자, 상자성 금속 이온, 또는 형광성, 인광성(phosphorescent), 또는

화학발광성 분자인 방법.

청구항 24 

청구항 21에 있어서, 상기 단일-쇄 TCR 또는 단편은 하나 이상의 공유결합된 사이토킨을 추가로 포함하는 방법. 

청구항 25 

청구항 24에 있어서, 상기 가용성 TCR 분자 또는 단편은 공유결합된 사이토킨을 포함하는 단일-쇄 TCR 또는 그

단편인 방법. 

청구항 26 

청구항 25에 있어서, 상기 단일-쇄 TCR 또는 단편은 인터루킨-2(IL-2)를 인코딩하는 서열을 포함하는 방법. 

청구항 27 

청구항 21에 있어서, 상기 단일-쇄 TCR 또는 단편은 하나 이상의 공유결합된 면역글로빈 도메인을 추가로 포함

하는 방법. 

청구항 28 

청구항 27에 있어서, 상기 가용성 TCR 분자 또는 단편은 공유결합된 면역글로빈 도메인을 포함하는 단일-쇄 TCR

또는 그 단편인 방법. 

청구항 29 

청구항 28에 있어서, 상기 단일-쇄 TCR 또는 단편은 IgG1 도메인을 인코딩하는 서열 또는 그 단편을 포함하는

방법. 

청구항 30 

청구항 1에 있어서, 상기 MHC 복합체는 HLA-A2 제한인 방법. 

청구항 31 

청구항 1에 있어서, 상기 방법은 상기 가용성 TCR 또는 단편과 상기 펩티드 항원을 포함하지 않는 세포 사이의

결합을 탐지하는 조절을 수행하는 것을 추가로 포함하는 방법. 

청구항 32 

청구항 1에 있어서, 상기 제시된 펩티드 항원은 p53(aa 149-157) 또는 p53(aa 264-272)인 방법. 

청구항 33 
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삭제

청구항 34 

청구항 1에 있어서, 상기 세포 또는 조직은 종양 세포 또는 조직인 방법.

청구항 35 

대상(subject) 내의 종양 세포 또는 조직을 탐지하기 위한 약학적 조성물에 있어서, 이 때, 상기 세포 또는 조

직은 MHC 복합체의 콘텍스트에서 상기 세포 또는 조직에 제시되는 종양-관련 펩티드 항원을 포함하고,  

a) 상기 제시된 펩티드 항원 및 상기 가용성 TCR 분자 또는 단편 사이에 특이적 결합 복합체를 형성하는 조건

하에서 대상에게 투여하기 위한 가용성 TCR 분자 또는 그 기능성 단편 및

b) 이에 의해, 상기 제시된 종양-관련 펩티드 항원을 포함하는 종양 세포 또는 조직을 표시하는 것으로서 특이

적 결합 복합체를 탐지하는,

약학적 조성물. 

청구항 36 

청구항 35에 있어서, 상기 가용성 TCR 분자 또는 단편은 하나 이상의 단일-쇄 TCR을 포함하는 약학적 조성물.

청구항 37 

청구항 35에 있어서, 상기 가용성 TCR 분자 또는 단편은 탐지가능하게 라벨되는 약학적 조성물.

청구항 38 

청구항  37에  있어서,  상기  탐지가능한  라벨은  비오틴,  스트렙타비딘,  효소  또는  이것의  촉매적으로  활성인

단편, 방사핵종, 나노입자, 상자성 금속 이온, 또는 형광성, 인광성, 또는 화학발광성 분자인 약학적 조성물.

명 세 서

기 술 분 야

본 출원은 2003년 11월 10일자로 출원된, 발명의 명칭 “가용성 TCR 분자 및 이용 방법”인 미국 가출원번호 제[0001]

60/518,790호에 대한 우선권을 주장하며, 이는 본 명세서에 전체로 도입된다.

본 발명은 MHC 또는 HLA 복합체의 콘텍스트(context)에 제시되는 펩티드 항원을 포함하는 세포 또는 조직을 탐[0002]

지하는 조성물 및 방법을 특징으로 한다. 본 발명은 암 세포를 탐지하는 매우 감도 좋은 방법의 제공을 포함하

는 넓은 범주의 적용을 가진다. 

본 발명에 대한 자금제공이 미국 국립보건원으로부터 부여번호:1R43CA88615-01 및 1R43CA105816-01에 의해 미합[0003]

중국  정부에서  일부  제공되었다.  따라서,  미합중국  정부는  여기에  청구된  본  발명에  대해  일정한  권리를

갖는다. 

배 경 기 술

면역치료가 암을 치료하는 유망한 접근법이라는 인식이 증가하고 있다. 인터루킨-2(IL-2)와 같은 사이토킨으로[0004]

치료하는 것을 포함한 다양한 전략이 제안되어 왔다. IL-2는 T 및 B 세포, 단핵세포, 마크로파지, 림포킨 활성

화 살상 세포(LAK), 및 NK 세포[10,40]를 포함하는 다양한 면역 세포 유형에 강한 영향을 준다. 
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효능 증가를 돕기 위해 종양 부위에 사이토킨을 집중시키는 것이 제안되어왔다. 종래의 방법은 종양 내로 사이[0005]

토킨 또는 상기 사이토킨을 코딩하는 유전자의 직접 주입, 또는 종양 항원 특이적 항체에 융합시킴에 의한 사이

토킨의 표적 전달을 포함한다. 그러나, 이러한 방법들은 결점을 가지고 있다. 

예를 들면, 대부분의 직접 주입 방법은 특히 종양이 일반적으로 작은(미세 전이) 때인 암의 초기 단계에서는 이[0006]

용하기 어렵다. 또한, 상기 방법은 보통 치료적인 성공을 별로 보장할 수 없으면서 노동-집약적이다. 이러한 점

은 많은 환자들의 치료를 비실용적이고 비용이 많이 들게 한다. 

항체-사이토킨 융합 구조물이 암을 치료하는 접근에서 이용되어 왔다. 그러나, 상기 방법은 항체가 제한된 결합[0007]

스펙트럼을 가진다는 점에서 제한적이다. 즉, 항체는 단지 특정 세포 표면 항원만을 인식할 수 있다. 불행하게

도, 많은 종양 항원은 항체 인식에 대해 적절하게 나타나는 것이 아니며, 그 때문에 항체에 근거한 접근법의 가

능성이 제한된다. 또한, 많은 종양 특이적 항원은 세포 유형 특이적 단백질의 비정상 발현으로부터 유도된다는

보고가 있다. 이러한 것은 오직 소수의 암 유형들에만 존재한다. 이러한 결점은 항체 근거 치료의 가능성을 더

욱 제한한다. 

p53 단백질은 세포 주기의 G1/S 상에서 비정상 세포를 저지함으로서 작용하는 것으로 보고된 세포내 종양 억제[0008]

인자이다. 상기 단백질의 과잉 발현은 인간의 많은 악성종양에 대한 중요한 종양 표지자(tumor marker)인 것으

로 여겨지며, 또한 그것은 광범위한 스펙트럼의 표적된 종양 면역 치료에 있어서 우수한 표적이라는 인식이 있

다. p53 단백질은 주조직 적합 복합체 단백질(MHC)의 콘텍스트에서 통상 세포 표면에 표시된다. 상기 단백질 복

합체는 T-세포 수용체들(TCRs)의 결합 표적으로 알려져 있다.[49].

펩티드를  함유하는  MHC/단백질  복합체를  탐지하기  위해  특정  TCR들을  이용하는  시도들이  있었다(Epel  et[0009]

al.,2002; Holler et al.,2003; Lebowitz et al.,1999; Plaksin et al.,1997; Wataya et al.,2001; O'Herron

et al.,1997). 그러나, 이들 및 관련된 방법들은 중대한 단점이 있다. 

예를 들어, 많은 상기 방법들은 TCR 구조물이 다량체를 형성할(즉, 다수의 TCR 카피를 갖는 것을 의미함) 것을[0010]

필요로 하는데, 이는 펩티드 항원과 펩티드 항원의 결합을 인공적으로 높이기 위한 것으로 생각된다. 표적(항원

을 제시하는) 세포는 종종 상기 방법에 의해 상대적으로 많은 양의 펩티드 항원을 발현하도록 조작된다. 때때로

펩티드 항원의 밀도는 세포당 10
4
 ~ 10

5
의 복합체일 정도로 높다(Wataya et al.,2001). 상기와 같은 높은 펩티

드 항원 밀도는 TCR에 의한 결합 및 탐지를 용이하게 하는 것으로 여겨진다. 그러나, 이러한 수준의 펩티드 항

원은 인공적이며, 대부분의 종양-관련 항원(TAA)을 포함하는 MHC/펩티드 항원 복합체의 수준보다 통상적으로 훨

씬 높다. 일부 TAA들에 있어서는, 세포당 약 50HLA/펩티드 복합체보다 낮게 나타난다(Pascolo  et  al.,2001;

Schirle et al.,2000). 그래서, 이전의 방법들은 모든 TAA는 아니더라도 대부분을 탐지하는데 감도가 충분하지

않다는 인식이 있어 왔다. 

특정 TCR들을 특정 펩티드 항원을 발현하는 세포를 탐지하는데 이용하는 시도들이 있었다. 항체에 근거한 많은[0011]

방법과 같이, 이러한 접근들은 펩티드 항원을 탐지하는 감도가 충분하지 않거나, 상기 항원을 완전하게 탐지하

는데 실패했다. 

예를 들어, Holler et al.(2003)는 MHC/펩티드 복합체와 반응하는 것으로 보고된 특정 가용성 TCR의 개발을 보[0012]

고했다. 이 TCR들은 항원으로 인공적으로 "적재된(loaded)" 세포로 그 항원을 탐지할 수 있었지만, 이 분자들은

종양 세포상의 내재성(endogenous) 항원은 탐지할 수 없었다. Holler et al.은 항원이 세포당 600 카피(copy)

보다 낮은 밀도로 존재하는 경우, TCR 근거한 방법들은 항원을 탐지하는데 충분히 감도가 좋거나 믿을만하지 않
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다고 결론지었다. 

TCR에  근거한  특수한  방법들이  MHC  분자들의  콘텍스트에서  바이러스  펩티드를  탐지하는데  이용되어  왔[0013]

다.(Strominger, et al., WO9618105). 그러나, 이러한 것들 및 관련된 방법들은 단점이 있다. 예를 들면, 바이

러스 감염은 종종 예외적으로 , 세포당 >1000 내지 >10
5
의 복합체에 이르는, 높은 밀도의 MHC/펩티드 복합체를

만드는 것으로 일반적으로 인식되고 있다. Herberts et al., 2001; van Els et al.,2000 참조. 그래서 대부분

의 다른 펩티드 항원 탐지 방법들처럼, 바이러스 항원을 탐지하는 TCR 근거한 접근들은 탐지 방법을 구동하기

위해 지금껏 상대적으로 많은 항원 표적에 의존하고 있다. 

비록 일부 TCR 근거한 방법들이 상대적으로 많은 양의 펩티드 항원을 탐지하는데 이용되고 있다고는 하지만, 상[0014]

기  방법들은,  TCR이  사이토킨,  IgG1과  같은  면역글로빈  도메인,  비오틴(biotin)  또는  스트렙타비딘

(streptavidin) 등의 다른 분자에 융합되어 작동하는지는 덜 분명하다. 즉, 특히 낮은 밀도의 TAA가 분석될 필

요가 있을 때 결과로 생긴 융합 분자가 TCR 펩티드 결합 홈(groove)에 어떻게 강한 영향을 줄 것인지 확신할 수

없다. TCR 펩티드 결합 홈에 작은 뒤틀림(distortion)은, 상대적으로 많은 양의 펩티드 항원이 분석될 예정인

경우에 반드시 문제 있는 것은 아니지만, TAA 결합 특이성 및 선택성을 감소시킬 수 있다. TCR 펩티드 결합 홈

기능에서 작은 변화 역시 낮은 TAA 밀도를 보이는 암세포의 탐지를 위태롭게 할 수 있다. 

특히 펩티드 항원이 저밀도로 존재할 때 감도 좋고, 선택적이며 또한 재현성 있게 TAA를 탐지하는 방법을 가지[0015]

는 것은 유용할 것이다. 만일 상기 방법이 탐지가능한 라벨(label)에 융합된 것들 또는 사이토킨과 같은 분자를

포함하는 다양한 가용성 TCR들과 함께 사용될 수 있다면 특히 유용할 것이다. 

발명의 상세한 설명

본 발명은 일반적으로 MHC 또는 HLA 복합체의 콘텍스트(context)에 있는 세포 또는 조직에 제시되는 펩티드 항[0016]

원을 포함하는 세포 또는 조직을 탐지하는 방법을 특징으로 한다. 한 실시태양에서, 본 발명은 다음 단계의 적

어도 하나 및 바람직하게는 모두를 포함한다:

a) 세포 또는 조직과 적어도 하나의 가용성 TCR 분자 또는 그 기능성 단편을, 상기 제시된 펩티드 항원 및 상기[0017]

가용성 TCR 또는 단편(fragment) 간에 특이적 결합 복합체를 형성하는 조건 하에서 접촉시키는 단계,

b) 상기 제시된 펩티드 항원에 결합하지 않은 가용성 TCR 분자나 단편을 제거하기에 적합한 조건 하에서 상기[0018]

세포 또는 조직을 세척하는 단계; 및 

c) 상기 제시된 펩티드 항원을 포함하는 세포 또는 조직을 표시하는 것으로서 상기 특이적 결합 복합체를 탐지[0019]

하는 단계.

바람직한 실시에서, 본 발명은 세포 또는 조직에 있는 약 100,000 카피 미만, 바람직하게는 약 100에서 약 800[0020]

카피와 같이 약 1,000 카피 미만의 펩티드 항원의 양을 탐지하는 것에 이용된다. 

본 발명의 용도는 몇 가지 장점을 갖는다. 예를 들면, 본 발명은 매우 감도가 우수하고 매우 저-밀도의 내재성[0021]

펩티드를 함유하는 것들을 포함하는 MHC/펩티드 복합체, 특히 조작되지 않은 종양 세포에 제시되는 종양-관련

펩티드 항원을 탐지하고 임의로 수량 평가하는 데 이용할 수 있다. 반대로, MHC/펩티드 복합체를 탐지하는 종전

의 방법은 상대적으로 더 높은 밀도의 복합체를 탐지할 수 있는 것으로 보고되었다. 
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또한, 본 발명은 조직배열(histoarray), 예를 들면 종양 조직배열에서 통상 발견되는 것들과 같은 고정된 세포[0022]

및 조직을 탐지하고 임의로 수량 평가하는 데 이용할 수 있다. MHC/펩티드 복합체를 탐지하는 능력(종종 "염색

(staining)"으로 불림)은,특히 환자로부터 얻은 세포, 조직 또는 기타 생물학적 샘플을 고정하는 전형적인 인

장소인 임상적 또는 기타 의료적 세팅에 유익하다. 이에 반해, 비공유 결합된 펩티드는 조직 가공 단계에서 통

상 소실되기 때문에 많은 종전의 TCR-근거한 탐지법은 고정된 조직을 수용할 수 없다. 

본 발명은 또한 추가적인 이점을 제공한다. 예를 들면, 본 방법은 단량체 및/또는 다량체 가용성 TCR 분자의 사[0023]

용에 유연하고 적합한 것으로 계획된 것이다. 불행하게도, 과거의 실시는 제한된 유연성과 감도를 가진 다량체

TCR의 사용에 매우 의존했다. 특히, 그러한 다량체 TCR은 붕괴 또는 응집의 잠재성, 표적 부위에 대한 접근성

부족, 면역원성의 증가 및 제거 때문에 생체 내 화상진찰(imaging)에 이용하기 어려웠다. 

본 발명의 실시는 세포 표면상의 MHC/펩티드 복합체의 콘텍스트에 제시되는 내재성 펩티드 항원을 탐지하는 능[0024]

력을 제공함으로서 당업계에서 오랫동안 필요로 했던 것에 초점을 둔 것이다. 본 방법은 세포 활동, 병리 및 감

염을 모니터하는 것을 보조하는 것과 같은 다양한 중요한 용도를 갖는다. 예를 들면, 본 발명에 의해 세포 또는

조직상의 내부 종양-관련 펩티드 항원의 탐지는 암의 존재/정도를 탐지하고 임의로 수량 평가하는 수단을 제공

할 수 있다. 과거의 실시는 암세포 표면상의 단백질 항원을 탐지하는 진단용 도구로서 종종 항체에 의존했었다.

그러나, 항체는 일반적으로 세포-막 단백질의 탐지에는 제한된다. 또한, 항체에 의한 탐지는 순환 내로 항원 발

산 또는 항원성 단백질의 분비에 의해 종종 손상된다. 항체는 또한 제한된 표적 인식을 갖는다. 본 발명의 실시

는 표적 펩티드 항원을 탐지하기 위해 가용성 TCR 및 그 단편을 이용한 고감도이고 믿을만한 탐지 방법을 제공

함으로써 이러한 것들 및 기타 어려움을 예방한다. 

본 발명의 상기 용도 및 이점들은 생체 내(예를 들면, 화상진찰 또는 진단 방법으로서) 또는 시험관 내(예를 들[0025]

면, 조직배열 또는 FACS 분석에서)를 포함하는 다양한 세팅의 펩티드 항원을 탐지하는데 적용될 수 있다. 

본 발명의 다른 측면들을 아래에서 상세히 설명한다. [0026]

실 시 예

검토한 것과 같이, 본 발명은 일반적으로 MHC 복합체의 콘텍스트(context)에서 펩티드 항원을 제시하고, 이 항[0049]

원을 포함하는 세포 또는 조직을 탐지하는 방법에 관한 것이다. 한 실시형태에서, 본 발명은 세포 또는 조직과

적어도  하나의  가용성  TCR  분자  또는  그  기능성  단편을,  제시된  펩티드  항원  및  가용성  TCR  또는  단편

(fragment) 간에 특이적 결합 복합체를 형성하는 조건 하에서 접촉시키는 것; 상기 제시된 펩티드 항원에 결합

하지 않은 가용성 TCR 분자나 단편을 제거하기에 적합한 조건 하에서 상기 세포 또는 조직을 세척하는 것; 및

제시된 펩티드 항원을 포함하는 세포 또는 조직을 표시하는 것으로서 상기 특이적 결합 복합체를 탐지하는 것을

포함한다. 

일반적으로, 본 발명의 가용성 TCR의 제조는 여기에 기재된 과정 및 인식된 재조합 DNA 기술에 의해 수행될 수[0050]

있다. 예를 들면, 플라스미드 DNA의 제조, 제한 효소에 의한 DNA 분할, DNA의 결찰(ligation), 세포 내로 DNA의

도입,  세포  배양,  및  발현된  단백질의  분리  및  정제는  공지된  기술이다.  일반적으로  Sambrook  et  al.in

Molecular  Cloning:  A  Laboratory  Manual(2d  ed.1989);  및  Ausubel  et  al.(1989),  Current  Protocols  in

Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York  참조.

다양한 가용성 TCR 구조물의 일반적인 구조 및 그것을 제조하고 이용하는 방법은 출원중인 미합중국 특허 출원[0051]

제08/813,781호 및 제08/943,086호에 기재되어 있다. 
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예를 들어, 특정 가용성 TCR은 V 쇄의 적어도 하나 및 바람직하게는 양자의 막횡단(transmembrane) 서열이 삭제[0052]

된 헤테로다이머(heterodimer)이다. 그러나 편의를 위해, 출원중인 특허출원 제08/813,781호 및 제08/943,086호

에 의해 보고된 것과 같은 단일-쇄("sc-") 구조물을 사용하는 것이 종종 바람직할 것이다. 

간단히 언급하면, 단일-쇄("sc-") TCR 분자는 적당한 펩티드 링커 서열을 통해 공유결합으로 연결된 V-α 및 V-[0053]

β쇄를 포함한다. 예를 들면, 상기 V-α쇄는 V-α 쇄의 C-말단 및 V-β쇄의 N-말단에 융합된 적당한 펩티드 링

커 서열을 통해 상기 V-β쇄에 공유로 연결될 수 있다. sc-TCR 융합 단백질의 V-α 및 V-β쇄는 일반적으로 길

이 약 200 내지 400 아미노산이며, 바람직하게는 길이 약 300 내지 350의 아미노산이고, 자연적으로 발생하는

TCR의 V-α 및 V-β 쇄에 대해 최소한 90%가 동일하고, 바람직하게는 100%가 동일할 것이다. 용어 "동일한"은

V-α 또는 V-β쇄의 아미노산이 대응하는 자연적으로 발생하는 TCR V-β 또는 V-α쇄와 100% 상동(homologous)

인 것을 의미한다. 

특허출원 제08/943,086호에 기재된 바와 같이, sc-TCR 분자의 V-α쇄는 V-β쇄의 C-말단에 융합된 C-β쇄 또는[0054]

그 단편을 추가로 포함할 수 있다. 또한, V-α쇄는 V-α쇄의 C-말단 및 펩티드 링커 서열의 N-말단에 융합된 C-

α쇄 또는 그 단편을 포함할 수 있다. 일반적으로, C-β쇄 단편을 포함하는 상기 융합 단백질에서, 상기 단편은

대략 50 내지 130 아미노산의 길이를 가질 것이고, C-β쇄의 마지막 시스테인 잔기(마우스에서 127 위치 또는

인간에서 131 위치에)를 통상적으로 포함하지 않을 것이다. C-α쇄를 포함하는 상기 융합 단백질에 대해서, 길

이는 대략 1 내지 90 아미노산 사이에서 변화될 수 있다(즉, C-α쇄는 마지막 시스테인에 이르지만 포함하지는

않음). 예를 들어, 한 실시형태에서, 융합 단백질은 아미노산 1 내지 72에서 시작하는 약 1 내지 72 아미노산

사이에 C-α쇄 단편을 포함한다. 다른 실시형태에서, C-α쇄 단편은 첫 번째 내지 22(류신) 아미노산에서 시작

하는 약 1 내지 22 아미노산 사이에 있다. C-α쇄 단편은 일반적으로 두 개의 시스테인 잔기를 포함하는 Cα90 변

이체 및 하나의 시스테인 잔기를 포함하는 Cα72 변이체를 제외하면 어떠한 시스테인 잔기도 포함하지 않는다. 대

부분의 경우, C-α 및 C-β쇄 길이의 선택은 선택된 특정의 V쇄 및 가용성 융합 분자의 계획된 용도를 포함하는

몇 가지의 파라미터에 의해 안내된다. 

또한 특허출원 제08/943,086호에 기재된 바와 같이, 본 발명의 추가적인 sc-TCR 단백질은 예를 들면, 두 펩티드[0055]

링커 서열을 포함하며, 여기서 제1 펩티드 링커 서열은 V-α쇄의 C-말단 및 V-β쇄의 N-말단 사이에 융합된다.

V-β쇄의 C-말단은 C-β쇄 단편의 N-말단에 융합될 수 있다. 제2 펩티드 링커 서열은 이후 V-β쇄 또는 C-β쇄

단편의  C-말단에  또는,  필요에  따라,  이후에  설명하는  태그(tag)  분자에  융합된다.  다른  설명된

실시형태에서는, sc-TCR 단백질은 V-β쇄 또는 그들의 C-β쇄 단편의 C-말단과 V-α쇄의 N-말단이 공유결합으로

연결된 적당한 펩티드 링커를 통해 V-β쇄를 V-α쇄에 융합하여 만들어질 수 있다. 

본 발명에 의한 가용성 TCR 단백질은 하나 이상의 융합된 단백질 태그를 포함할 수 있다. 상기 태그가 "탐지가[0056]

능한(detactable)"  실시형태에서, 상기 가용성 TCR은 "탐지가능하게 라벨된(detactably-labeled)"으로 언급될

것이다. 예를 들면, 가용성 융합 단백질에 관해서, 단백질 태그는 sc-TCR V-β쇄(또는 C-β쇄 단편)의 C-말단에

융합될 수 있다. 필요에 따라, 출원중인 특허출원 제08/943,086호에 의해 보고된 것, 및 또한 하기의 실시예에

서 상세히 설명한 것과 같이 상기 가용성 TCR 단백질은 면역글로빈 쇄에 융합될 수 있다. 

본 발명과 함께 이용될 바람직한 가용성 융합 단백질은 완전히 기능성이고 가용성이다. 용어 "완전히 기능성인[0057]

(fully functional)" 또는 유사한 용어는 융합 단백질이 특이적으로 리간드와 결합하는 것을 의미한다. 상기 특

이적  결합을  탐지하기  위한  분석은  본  명세서에  기재되어  있고,  웨스턴  블로팅과  같은  표준  면역블로트

(immunoblot) 기술을 포함한다. 상기 가용성 TCR의 기능성 단편은 웨스턴 블로트 또는 표면 플라즈마 공명 분석

에 의해 측정시, 대응하는 전체 길이 TCR의 적어도 70%, 바람직하게는 약 80% 내지 90% 또는 그 이상의 친화성

으로 항원에 결합할 수 있다. 
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적당한 TCR 쇄의 핵산 및 단백질 서열이 개시되어 있다. 예를 들면 Fundamental Immunology, (1993) 3
rd
 Edi.[0058]

W.  Paul.  Ed.  Rsen  Press  Ltd.  New  York;  및  Kabat,  E.A.,  et  al.,(1991)  Sequences  of  Proteins  of

Immunological Interest(5
th
 Ed.) Public Health Services, National Institutes of Health 참조. 또한 출원중

인 특허출원 제08/813,781호와 제08/943,086호 및 다음의 실시예들을 참조.

본 발명의 특정 실시형태에서, 본 방법은 또한 세포 또는 조직을 적어도 하나의 차단제(blocking agent)와 접촉[0059]

시키는 것을 포함한다. 접촉 단계는 가용성 TCR 또는 단편 및 세포 사이의 비-특이적 결합을 감소시키기 위해

단계  a)의  이전,  도중  또는  이후를  포함하여  본  방법의  어떠한  시점에서도  수행될  수  있다.  본  발명은

과산화물, 혈청 단백질, 항체 또는 그들의 항원-결합 단편 등의 거의 어떠한 표준 차단제를 함께 사용해도 적합

하다. 

특정 실시형태에서는, 탐지될 세포 또는 조직상의 MHC 복합체에 대한 TCR의 결합 특이성을 확인하는 것이 종종[0060]

유용할 것이다. 그러한 경우, 본 발명은 복합체에 결합된 가용성 TCR 또는 단편과 경쟁하고 특이적으로 결합하

는 조건 하에서 특이적 복합체(가용성 TCR 및 세포 또는 조직상에 존재하는 MHC 복합체 사이에 형성된)를 경쟁

적 MHC(또는 HLA) 분자 또는 그들의 단편에 접촉하는 것을 또한 포함할 수 있다. 다양한 적당한 MHC 분자가 기

재되어 있다. 

본 방법의 한 실시형태에서, 가용성 TCR 또는 단편의 특이적 결합은 경쟁적 MHC 분자 또는 그들의 단편을 첨가[0061]

함에 의해 감소하거나 또는 본질적으로 제거되고, 그리하여 가용성 TCR 또는 단편은 경쟁적인 MHC 분자 또는 그

단편과 결합하여 경쟁 복합체(competition complex)를 형성한다. 본 방법의 한 특정 실시형태에서, 경쟁적 MHC

분자는 가용성 TCR에 대해, 0.01 내지 1000 배(fold) 사이, 또는 바람직하게는 1 내지 100 배 몰 과량의 농도

범위로 첨가된다. 다른 실시형태에서, 경쟁적 MHC 분자는 가용성 TCR의 특이적 결합을 감소시키기에 충분한 단

일 농도(즉, 가용성 TCR에 대해 1-배, 10 배, 또는 100-배 몰 과량)로 첨가된다. 필요에 따라, 상기 경쟁 복합

체는 탐지될 수 있고, MHC 분자 또는 가용성 TCR 분자의 결합 특이성은 종래의 방법의 하나 또는 조합에 의해

결정될 수 있다. 특정 MHC 분자 또는 단편은 단일-쇄일 수 있지만 대부분의 경우 미합중국 특허 제5,869,270;

6,309,645호; 및 출원중인 특허출원 번호 제09/848,164호에 기재된 것과 같은 가용성 헤테로다이머의 분자들일

것이다. 또한 추가적인 기재에 대해 PCT 출원 PCT/US95/09816호, 및 하기에 제공된 실시예를 참조한다. 전형적

인 MHC 분자 또는 단편은 펩티드 항원으로 적재될 것이다. 

또한 본 발명을 실시하는데 이용할 수 있는 기타 가용성 TCR 및 MHC 분자와 관련하여 다음의 공개된 미합중국[0062]

특허 공개공보를 참조한다: 20020198144; 20020091079; 20020034513; 20030171552; 20030144474; 20030082719;

및 상기 공보에 인용된 참고문헌들.

결합 특이성의 확인이 요구되는 전형적인 방법에서, TCR 분자 또는 단편은 하나 이상의 태그로 탐지가능하게 라[0063]

벨된다. 적절한 태그는 EE 또는 상업적으로 입수가능한 단일클론 항체에 의해 특이적으로 결합된 myc 에피토프

를 포함한다. 일반적으로, 항체, 예를 들면 단일 클론 항체에 의해 특이적으로 결합할 수 있는 다양한 종류의

에피토프들은 단백질 태그로 기능할 수 있다. 다른 적당한 합성 기질들은 분자들과 특이적으로 결합할 수 있는

결합된 항체를 가진 것들을 포함한다. 추가로 태그들은 엔테로키나아제, 제 Xa 인자, 뱀독 또는 트롬빈 분열 부

위를 가진 것들을 포함한다. 예를 들면, PCT 공개공보 제WO96/13593호를 참조한다. 

TCR  분자  또는  단편을  탐지가능하게  라벨하는  기타  적당한  태그들은  비오틴(biotin),  스트렙타비딘[0064]

(streptavidin), 예를 들면 식물 또는 박테리아 기원의 세포 독소, 즉 디프테리아 독소(DT), 시가(shiga) 독소,

아브린, 콜레라 독소, 리신, 사포린, 슈도모나스 엑소톡신(PE), 미국자리공(pokeweed) 항바이러스 단백질, 또는

겔로닌과 같은 식물 또는 박테리아 기원의 세포 독소를 포함한다. 
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상기 독소의 생물학적으로 활성인 단편은 본 분야에 공지되어 있고, 예를 들어 DT A 쇄 및 리신 A 쇄를 포함한[0065]

다. 또한, 독소는 예를 들어 포스포리파아제 효소(예를 들어 포스포리파아제 C)와 같은 세포 표면에서 활성인

시약일 수 있다. 예를 들면 주효인자(effector) 또는 태그를 포함하는 단백질을 제조하고 이용하는 것과 관련하

여 기재된 것으로 Moskaug, et al. J.Biol. Chem. 264, 15709(1989); Pastan, I. et al. Cell 47, 641,1986;

Pasten  et  al.,  Recombient  Toxins  as  Novel  Therapeutic  Agents,  Ann.  Rev.Biochem.  61,  331,  (1992);

"Chimeric Toxins" Olsnes and Phil, Pharmac. Ther., 25, 355(1982); PCT공개공보 제WO94/29350호; PCT공개

공보 제WO 94/04689호; 및 미합중국 특허 제5,620,939호를 참조한다. 비오틴 수용체 기능을 수행하는 태그의 예

는 BirA 태그이고, Bekett, D. et al. Protein Sci.1999 Apr;8(4):921-9에 기재되어 있다. 하기의 실시예들에

추가로 기재되어 있는 것과 같이, BirA 태그 서열은 TCR 분자에 포함되어 단백질의 비오틴화(biotinylation)를

촉진할  수  있다.  추가로,  태그는  예를  들면,  빈데신,  빈크리스틴,  빈블라스틴,  메토트렉세이트,

아드리아마이신, 블레오마이신 또는 시스플라틴과 같은 치료요법 약제일 수 있다.

또한, 태그는 요오드-131, 이트륨-90, 레늄-188, 요오드-123, 인듐-111, 테크네티움-99m, 갈륨-67, 탈륨-201,[0066]

또는 비스무트-212와 같은 진단 또는 영상화 연구에 적당한, 방사핵종 또는 킬레이트일 수 있다. 사용된 방사핵

종 중에서, 베타-방사체 및 알파-방사체 또한 사용될 수 있지만, 감마-방사체, 양전자-방사체, x-선 방사체, 및

형광-방사체가 위치선정(localization)에 적당하다. 본 발명의 방법에 대한 기타 적당한 방사성 동위원소는 여

기에 한정되는 것은 아니지만, 카드뮴-109, 악티늄-225, 악티늄-227, 아스타틴-211, 요오드-125, 요오드-126,

요오드-133, 디스프로슘-165, 디스프로슘-166, 비스무트-212, 비스무트-213, 브롬-77, 인듐-113m, 갈륨-67, 갈

륨-68,  루테늄-95,  루테늄-97,  루테늄-101,  루테늄-103,  루테늄-105,  수은-107,  수은-203,  레늄-186,  레늄-

188, 텔루르-99m, 텔루르-121m, 텔루르-122m, 텔루르-125m, 툴륨-165, 툴륨-167, 툴륨-168, 불소-18, 은-111,

백금-197, 팔라듐-109, 구리-67, 인-32, 인-33, 이트륨-90, 스칸듐-47, 사마륨-153, 루테튬-177, 로듐-105, 프

라세오디뮴-142, 프라세오디뮴-143, 프로메튬-149, 테르븀-161, 홀뮴-166, 금-198, 금-199, 코발트-57, 코발트

-58, 크로뮴-51, 철-59, 셀레늄-75, 및 이테르븀-169를 포함한다. 상기 방사핵종은 바람직하게는 10-5,000kev

범위, 더욱 바람직하게는 50-1,500kev, 가장 바람직하게는 50-500kev를 방사한다. 

적당한 양전자 방사체 및 기타 유용한 방사핵종은, 여기에 한정되는 것은 아니지만, 
11
C, 

13
N, 

15
O, 

18
F, 

51
Mn,[0067]

52
Fe, 

55
Co, 

60
Cu, 

61
Cu, 

62
Cu, 

64
Cu, 

62
Zn, 

63
Zn, 

70
As, 

71
As, 

72
As, 

76
Br, 

82
Rb, 

86
Y, 

89
Zr, 

94
mTc, 

110
In, 

120
I, 

124
I,

122
Xe,  

128
Ba,  

131
Ba,  

7
Be,  

204
Bi,  

205
Bi,  

206
Bi,  

14
C,  

36
Cl,  

48
Cr,  

51
Cr,  

155
Eu,  

153
Gd,  

66
Ga,  

72
Ga,  

3
H,  

115m
In,  

189
Ir,

191m
Ir, 

192
Ir, 

194
Ir, 

55
Fe, 

59
Fe, 

119m
Os, 

42
K, 

226
Ra, 

186
Re, 

188
Re, 

82m
Rb, 

46
Sc, 

47
Sc, 

72
Se, 

105
Ag, 

22
Na, 

24
Na, 

89
Sr,

35
S, 

38
S, 

177
Ta, 

96
Tc, 

201
Tl, 

202
Tl, 

113
Sn, 

117
mSn, 

121
Sn, 

166
Yb, 

174
Yb, 

88
Y, 

90
Y, 

62
Zn 및 

65
Zn을 포함한다. 

적당한 킬레이트는, 여기에 한정되는 것은 아니지만, 디에틸렌트리아민 펜타아세트산(DPTA), 1,4,7,10-테트라아[0068]

자시클로테트라데칸-1,4,7,10-테트라아세트산(DOTA), 1-치환된 1,4,7,-트리카복시메틸 1,4,7,10 테트라아자시클

로도데칸  트리아세트산(DO3A),  에틸렌디아민테트라아세트산(EDTA),  및  1,4,8,11-테트라아자시클로테트라데칸-

1,4,8,11-테트라아세트산(TETA)을  포함한다.  추가의  킬레이팅  리간드는  에틸렌비스-(2-히드록시-페닐글리

신)(EHPG) 및 5-Cl-EHPG, 5Br-EHPG, 5-Me-EHPG, 5-t-Bu-EHPG, 및 5sec-Bu-EHPG 포함하는, 그 유도체들; 벤조디

에틸렌트리아민 펜타아세트산(벤조-DPTA) 및 디벤조-DPTA, 페닐-DPTA, 디페닐-DPTA, 벤질-DPTA, 및 디벤질-DPTA

를  포함하는  그  유도체들;  비스-2(히드록시벤질)-에틸렌-디아민디아세트산(HBED)  및  그들의  유도체;  적어도

3개, 더욱 바람직하게는 적어도 6개의 탄소원자, 및 적어도 2개의 헤테로원자(산소 및/또는 질소)를 함유하는

거대고리형 화합물 류이고, 여기서 거대고리형 화합물은 하나의 고리, 또는 헤테로 고리 원소에서 서로 결합된

2 또는 3개의 고리로 이루어질 수 있으며, 예를 들면 벤조-DOTA, 디벤조-DOTA, 및 벤조-NOTA, 여기서 NOTA는

1,4,7-트리아자시클로노난 N, N', N''-트리아세트산, 벤조-TETA, 벤조-DOTMA, 여기서 DOTMA는 1,4,7,10-테트라

아자시클로테트라데칸-1,4,7,10-테트라(메틸 테트라아세트산), 및 벤조-TETMA, 여기서 TETMA는 1,4,8,11-테트라

아자시클로테트라데칸-1,4,8,11-(메틸 테트라아세트산);  1,3-프로필렌디아민테트라아세트산(PDTA)  및 트리에틸

렌테트라아민헥사아세트산(TTHA)의 유도체; 1,5,10-N, N', N''-트리스(2,3-디히드록시벤조일)-트리카테콜레이트
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(LICAM) 및 1,3,5-N, N', N''-트리스(2,3-디히드록시벤조일)아미노메틸벤젠(MECAM)의 유도체를 포함한다. 

기타 적당한 태그는 폴리히스티딘, 형광 라벨, 화학발광 라벨, 핵 자기 공명 활성 라벨, 발색단(chromophore)[0069]

라벨, 양전자 방사 X-선 단층촬영("PET") 스캐너에 의해 탐지할 수 있는 양전자 방사 동위원소, 베타-갈락토시

다아제 및 홍당무퍼록시다아제를 포함하는 퍼록시다아제와 같은 효소적 표지, 나노입자, 상자성 금속이온, 조영

제(contrast agent) 또는 항원성 태그를 포함한다. 

적당한  형광  라벨은,  여기에  한정되는  것은  아니지만,  
152
Eu  라벨,  플루오레세인  라벨,  이소티오시아네이트[0070]

라벨, 로다민 라벨, 피코에리트린 라벨, 피코시아닌 라벨, 알로피코시아닌 라벨, o-프탈데히드(phthaldehyde)

라벨, 텍사스 레드 라벨, 플루오레스카민(fluorescamine) 라벨, 란타니드 포스포(lanthanide phosphor) 라벨,

형광 단백질 라벨, 예를 들면 그린 형광 단백질(GFP) 라벨, 또는 양자 도트(quantum dot) 라벨을 포함할 수 있

다. 화학발광 라벨의 예로는 루미날 라벨, 이소루미날 라벨, 방향성 아크리디늄 에스테르 라벨, 이미다졸 라벨,

아크리디늄 염 라벨, 옥살레이트 에스테르 라벨, 루시페린 라벨, 루시페라아제 라벨, 에쿼린 라벨 등을 포함한

다. 

적당한 상자성 금속 이온은, 여기에 한정되는 것은 아니지만, Mn
2+
,  Cu

2+
,  Fe

2+
,  Co

2+
,  Ni

2+
,  Gd

3+
,  Eu

3+
,  Dy

3+
,[0071]

Pr
3+
, Cr

3+
, Co

3+
, Fe

3+
, Ti

3+
, Tb

3+
, Nd

3+
, Sm

3+
, Ho

3+
, Er

3+
, Pa

4+
, 및 Eu

2+
를 포함한다.  

이용할 수 있는 효소 표지는 효소 활성 또는 효소 기질을 쉽게 탐지할 수 있는 어떠한 것이라도 포함한다. 상기[0072]

효소들은 말레이트 탈수소효소, 포도상구균 핵산분해효소, 델타-5-스테로이드 이성화효소, 알콜 탈수소효소, 아

글리세롤 포스페이트 탈수소효소, 트리오스 포스페이트 이성화효소, 퍼록시다아제, 알칼리성 포스파다아제, 아

스파라기나아제, 글루코스 산화효소, 베타-갈락토시다아제, 리보핵산분해효소, 우레아제, 카탈라아제, 글루코스

-6-포스페이트 탈수소효소, 글루코아밀라아제, 아세틸콜린 에스테라아제, 루시페라아제, 및 DNA 중합효소를 포

함한다. 

적당한 나노입자는, 여기에 한정되는 것은 아니지만, 고체 콜로이드성 입자, 덴드리머, 리포솜, 미셀, 세라믹[0073]

입자, 알루미나 캡슐, 에멀젼화 왁스 또는 브리즈(Brij) 72 입자, 강자성 입자, 금 또는 은 입자, 폴리락트산-

글리콜산(poly(lactic-co-glycolic)acid),  폴리글리콜산,  폴리 D-  또는 L-락트산,  폴리카프로락톤 또는 혈청

알부민을 포함하는 생분해성 입자 및 폴리(비닐 피롤리돈), 폴리스틸렌, 폴리아크릴아미드, 또는 폴리(부틸 시

아노아크릴레이트) 또는 그 유도체들을 포함하는 입자를 포함한다. 본 발명의 적용의 일부에서, 폴리에틸렌 글

리콜, 다당류, 폴리펩티드, 지질, 실리카 등과 같은 제제로 코팅된 나노입자가 이용될 수 있다. 상기 코팅된 나

노입자는 개선된 흡수성, 생체이용률, 조직 분배, 조직 교차 반응성, 독성, 약물 동력학/역학, 또는 종양 위치

결정(localization)을 갖는다. 표적 리간드를 나노입자에 부착하는 방법은 기재되어 있으며 가용성 TCR-근거한

시약에 적용될 수 있다(예를 들면, Nob et al. 2004. J Pharm Sci.93:1980-92 참조). 

본  발명의  가용성  TCR은  단량체  및  다량체  TCR을  포함한다.  다량체  TCR  분자는  TCR  단백질이  다량체화[0074]

(multimerization)를 용이하게 하는 폴리펩티드 도메인 또는 태그에 융합된 것을 포함한다. 상기 도메인은 면역

글로빈,  류신  지퍼(leucine  zipper),  및  단백질  이량체화를  용이하게  하는  헬릭스-턴-헬릭스(helix-turn-

helix) 및 배럴-배럴 모티프를 포함한다. 상기 태그는 항체-결합 에피토프, 스트렙타비딘-결합 펩티드, 6xHis

모티프, 비오틴 리가아제 표적 모티프 등을 포함한다. 다량체 TCR 분자는 또한 화학적으로 교차결합된 반응성

아미노산 또는 다당류를 통해 생성된 것들을 포함한다. 상기 아미노산(또는 다당류)은 TCR 구조 고유의 것일 수

있고, 유전자 변형을 통해 첨가될 수도 있다. 다량체 TCR 분자는 또한 여기에서 기재한 것과 같은 탐지가능한

라벨을 포함할 수 있거나 또는 포함할 수 없는 다른 분자(또는 분자들)에 부착되어 생성된 것들을 포함한다. 상

기 부착 분자는, 기재한 바와 같이, 스트렙타비딘, 비오틴, 항체, 단백질 A 또는 단백질-, 지질-, 및 다당류-코

팅되거나,  코팅되지  않은  비즈(beads),  나노입자,  고체-상  표면,  어레이(array),  기질을  포함하는  골격
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(scaffold)을 포함한다. 예를 들면, 탐지가능한  라벨이 비오틴인 다양한 실시 형태에서, 본 방법은 TCR 분자를

다량체화하기 위해 TCR 분자를 스트렙타비딘과 조합하는 것을 추가로 포함한다. 

여기에 기재된 어떠한 태그들이라도 본 발명의 방법에서 사용된 가용성 TCR 의 탐지가능한 라벨로서 이용될 수[0075]

있으며, 특히 관심 대상이 되는 펩티드 항원을 발현하는 세포 또는 조직을 탐지하는데 이용될 수 있다는 것이

인정될 것이다.

본 발명의 목적은 세포 또는 조직을 "고정(fix)"하기에 충분한 변성제(denaturing agent)와 접촉된 세포 또는[0076]

조직을 이용하여 수행하는 펩티드 항원 탐지 방법을 제공하는 것이다. 상기 제제(agent)의 예들은 당업계에 공

지이고 포름알데히드(포르말린), 글루타르알데히드, 메탄올, 프로판올, 등과 같은 알콜, 및 벤젠 및 자일렌과

같은 유기 용매를 포함한다. 논의된 바와 같이, 세포 또는 조직이 고정되어 있는 경우라도 본 발명의 방법이 실

질적으로 세포 상의 MHC 분자 및 동종의(cognate) 펩티드 항원 간의 상호작용을 방해하는 것은 아니라는 것을

발견했다. 따라서, 본 발명은 고정된 세포 또는 조직에 이용될 수 있으며, 그래서 구조적 완전성을 유지하는 것

을 돕고 본 방법의 신뢰도를 향상시킨다. 

따라서, 한 실시형태에서, 본 발명은 추가로 세포 또는 조직을 적어도 하나의 변성제와 접촉시키는 것을 포함한[0077]

다. 상기 접촉은 단계 a) 및 세포 또는 조직의 변성(고정)을 포함하는 거의 어떤 때라도 수행될 수 있다. 

또한, 논의한 바와 같이, 본 발명은 조직배열(histoarray)로 당업계에서 언급되는 것과 같은 배열에서 세포 또[0078]

는 조직의 이용에 적합하다.  즉,  본  발명은 반복 방식으로 세포 또는 조직 샘플(진료소에서 접하는 것들과

같은)을  스크린하는  데  요구되는  감도와  신뢰성을  갖고  있다.  많은  상기  배열은  미합중국  특허  번호  제

6,466,690; 4,384,193; 6,602,661; 6,594,432; 6,566,063; 6,406,840; 6,246,785호;및 거기에 인용된 참고문헌

들에 기재된 것들과 같이 당업계에 공지이다. 

따라서, 한 실시형태에서, 본 발명의 방법은 복수의 세포 또는 조직을 어레이(array)에 위치시키는 것을 추가로[0079]

포함한다. 바람직하게는, 상기 세포 또는 조직은 종양 세포를 포함하는(또는 구성하는) 것으로 알려졌거나, 추

정되는 것이다. 본 방법은 세포 또는 조직을 포함하는 어레이의 각 요소에서 수행될 수 있다. 경우에 따라, 본

방법은 어레이의 각 요소에서 실질적으로 동시에 수행된다. 한 실시형태에서, 본 방법의 단계 c)는 어레이의 스

캔 및 특이적 결합 복합체의 존재를 나타내는 영상 신호의 발생을 추가로 포함한다. 필요에 따라, 상기 단계는

사용자에게 실시간으로 신호를 출력하고 선택적으로 영상 신호의 저장된 영상을 색인화하는 것을 추가로 포함할

수 있다. 

본 발명은 종양-관련 펩티드 항원 또는 TAA로 언급된 것들을 포함하는 다양한 펩티드 항원을 탐지하는데 사용될[0080]

수 있다. 세포 또는 조직은 본 방법에 따라 현탁되거나(suspended), 반-현탁되거나, 고정될 수 있다. 

논의한 바와 같이, 가용성 TCR 분자 또는 단편은 적어도 하나의 단일-쇄 TCR 을 포함할 수 있거나, 또는 막횡단[0081]

(transmembrane) 도메인을 제거하기 위해 재조합하여 조정된 것과 같은 헤테로다이머 구조물일 수 있다. 출원중

인 제08/813,781 및 08/943,086호 특허출원 및 하기 실시예를 참조한다. 상기 가용성 TCR 분자 또는 단편은 비

오틴, 스트렙타비딘, 효소 또는 촉매적으로 활성인 그들의 단편, 방사핵종, 형광, 인광성(phosphorescent), 또

는 화학발광 분자로 라벨링하는 것을 포함하여 여기서 약술한 바와 같은 전략의 하나 또는 조합에 의해 탐지가

능하게 라벨될 수 있다. 예들로는 잘 알려진 그린(또는 적색) 형광 단백질 또는 그 단편을 포함한다. 

특정 실시형태에서, 가용성 TCR은 분자가 적어도 하나의 사이토킨과 공유결합된 단일-쇄 TCR이다. 상기 사이토[0082]

킨의 예들로는, 여기에 한정되는 것은 아니지만, IL-2와, GM-CSF, IFNγ, IFN-α 등과 같은 콜로니 자극 인자를
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포함한다. 한 예로, 가용성 TCR 분자 또는 단편은 적어도 하나 및 바람직하게는 하나의 공유결합된 사이토킨 또

는 그 단편을 포함하는 단일-쇄 TCR이다. 

특정의 다른 변형에서, 가용성 TCR은 적어도 하나의 공유결합된 면역글로불린 도메인 또는 그 단편을 포함하는[0083]

단일-쇄 TCR 또는 단편이다. 일부 실시형태에서 단일 쇄 TCR 또는 단편은 IgG1 도메인 또는 단편을 포함하는 서

열에 융합된다. 

또 다른 실시형태에서, MHC 복합체는 HLA-A2 제한이다. [0084]

본 방법에, 예를 들면, 가용성 TCR 또는 단편과 펩티드 항원을 포함하지 않는 세포 사이의 어떠한 결합을 탐지[0085]

하는 것에 의한 조절을 포함하는 것이 종종 유용할 것이다. 

본 발명에 이용할 특정 펩티드 항원은 p53(aa149-157) 또는 p53(aa 264-272)을 포함한다. [0086]

본 발명의 방법은 생체 내, 생체 외, 또는 시험관 내에서 수행할 수 있다. [0087]

예를 들어, HLA 타이핑(HLA typing)(예를 들어, A.K. Abbas, Cellular and Molecular Immunology, 328 페이지[0088]

(W.B. Saunders Co.1991) 참조)은 본 발명과 함께 실행될 수 있다. 생체 내 화상진찰(imaging) 적용을 위해,

가용성 TCR은 바람직하게는 포유동물 및 TCR 또는 그 단편의 결합에 대해 공지의 공정에 의해 스캔된 대상에게

투여될 수 있는 방사핵종(예를 들면, 125I, 32P, 99Tc) 또는 기타 탐지가능한 태그를 포함한다. 포유동물의 상

기 분석은 예를 들면 면역계 질환을 수반한 APC의 이상 발현(undesired expression) 및 암을 포함하는 많은 질

환의 진단 및 치료를 보조할 수 있다.  

본 발명은 또한 종양을 가지거나 또는 종양을 가진 것으로 의심되는 대상에서 종양-관련 펩티드 항원을 가진 종[0089]

양의 생체 내 화상진찰에 이용할 수 있다. 이러한 방법의 실행에서, 종양 상의 펩티드/MHC 복합체의 콘텍스트에

있는 종양-관련 펩티드 항원에 특이적으로 결합하는 탐지가능하게 라벨된 가용성 TCR 분자 또는 그 단편을 포함

하는 조성물이 대상에게 투여된다. 조성물은 종양 부위에 축적되는데 충분한 시간 동안 생체 내 투여된다. 축적

된 조성물은 그 후 종양을 화상진찰할 수 있도록 탐지된다. 

TCR을 포함하는 조성물은 유전자자리(locus)에 비경구로(정맥 내로, 근육 내로, 피하조직 내로, 종양 내로 등과[0090]

같은) 및/또는 관심 대상이 되는 조직, 기관 또는 세포에 대한 접근을 제공하는 경로에 의해 투여될 수 있다.

다른 적용에서, TCR을 포함하는 조성물은 비강 내로, 경구로 또는 경피로 투여될 수 있다. 

가용성  TCR의  축적된  조성물은  다양한  수단에  의해  탐지될  수  있다.  이러한  것으로는  종래의  신틸레이션[0091]

카메라, 감마 카메라, 직선구동형 스캐너(rectilinear scanner), PET 스캐너, SPECT 스캐너, MRI 스캐너, NMR

스캐너, 초음파 기기, X-선 기기, 발광(luminescence) 화상진찰 시스템, 및 형광 화상진찰 시스템으로 구성된

그룹으로부터 선택된 탐지기에 의한 탐지를 포함한다. 

본  발명의  화상진찰  방법은  일부  적용에서  종양  세포  또는  조직의  탐지를  개선할  수  있는  프리타게팅[0092]

(pretargeting) 방법을 추가로 포함한다. 이러한 접근은 다-단계 프로토콜을 이용한다. 예를 들면, 표적 TCR은

아비딘 또는 비오틴의 어느 하나와 접합하고, 그 후 예를 들면, 주사에 의해 투여되고, 관심 대상이 되는 종양

에 집중된다. 이어서, 라벨을 가진, 비오틴 또는 아비딘의 어느 하나(어느 것이 표적 항체에 결합되었는지에 의
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존)는 주사되고 각각 아비딘 또는 비오틴에 결합함에 의해 1차 항체의 부위에 집중된다. 선택적으로 상호작용하

는 분자의 다른 쌍은 비오틴/스트렙타비딘 분자를 치환할 수 있다. 몇몇의 프리타게팅 접근은 TCR-근거 제제를

프리타겟하는데 이용될 수 있는 항체(Chang et al 2002. Mol. Cancer Therap. 1:553-563)로 개발됐다. 

본 발명은 또한 형광 활성 세포 분류(FACS)와 관련한 적용에 채택할 수 있다. FACS는 가용성 TCR 또는 그 단편[0093]

과 표적 세포 사이의 상호작용을 탐지하는데 이용될 수 있다. 예를 들면, 가용성 TCR은 표준 방법에 따라 비오

틴화(biotinylated)되고, 스트렙타비딘-피코에리트린(PE)과 조합되어, 예를 들어 라벨된 sc-TCR 사량체를 형성

할 수 있다. 그러나, 전술과 같이 다량체화는 종종 필요하지 않을 것이다. FACS는 T2 세포 및 종양 세포주와 같

은 가용성 TCR 및 적절한 표적 세포의 상호작용을 정성적으로(qualitatively) 측정하는데 이용될 수 있다. 

다음의 관심 대상이 되는예들은 유전학적으로 인간 IL-2에 연결된, p53 아미노산 잔기 264-272에 이르는 변이[0094]

없는 p53 펩티드를 인식하는 가용성 단일 쇄 HLA-A2.1 제한된 TCR을 포함하는 신규 융합 단백질의 구조 및 특성

을 보여준다. 펩티드 적재된 HLA-A2에 대한 상기 분자의 TCR 부위의 펩티드 특이적 결합 및 상기 분자의 IL-2부

위의 특이적 IL-2 수용체 결합 능력 및 생활성(bioactivity)을 조사하였다. 관심 대상이 되는예들은 이러한 유

형의 TCR 근거한 융합 단백질이 항체 근거한 표적화된 종양 치료의 대안 또는 항체 근거한 면역사이토킨과 같은

다른 표적화된 종양 치료에 대한 첨가로 기능할 수 있음을 보여준다. 표적 종양에 대한 구별되고 다른 접근은

첨가적이거나 또는 상승효과의 항종양 효과를 입증할 수 있다. 

관심 대상이 되는예들은 또한 HLA-A2.1의 콘텍스트에서 인간 p53 펩티드(aa 264-272)를 인식하는 가용성의 3 도[0095]

메인 마우스 scTCR의 구조 및 발현을 보여준다. 상기 3 도메인 scTCR은 높은 수준으로 발현되고 포유동물 세포

로부터 분비되는 가용성 264scTCR/IL-2 융합 단백질을 산출하는 인간 IL-2에 융합된다. 264scTCR/IL-2 융합 단

백질의 TCR 부위는 MHC-제한된, 펩티드 특이적 항원 결합 특성을 보유하고, IL-2 부위는 IL-2 수용체에 결합하

며 생물학적으로 활성이다. 또한, 관심 대상이 되는예들은 추가로 이러한 융합 단백질이 표적 및 작동 세포

(effector cell)를 접합할 수 있고, 마우스에서 바람직한 약물 동력학을 나타내며, 표적 종양 세포에 결합할 수

있고, 또한 항-종양 효과를 갖는 것을 보여준다. 따라서, 가용성 scTCR 융합 단백질은 표적의 면역치료에 대해

서 항원의 다른 레퍼토리에 대한 접근을 제공할 것이며, 이것은 항체 근거한 면역 치료에 의해 인식될 수 없다.

TCR-근거한  치료는  항체  근거한  치료  의  대안  또는  다른  표적된  종양  치료에  대한  유용한  첨가로  작용할

것이다. 

본 발명에 기재된 것은 가용성 TCR이 펩티드 항원에 대해 충분한 친화도를 가져서 우수한 탐지를 허용하는 것을[0096]

보여준다. 특히, 264scTCR의 친화도는 조작되지 않은 종양 세포에 결합하는 것과 표적 및 작동 세포를 유효하게

접합하기에 충분하다. 

종양 치료를 위해 사이토킨의 전신 투여를 둘러싼 보고된 문제점은 혈청의 짧은 반감기 및 이러한 단백질의 독[0097]

성이다. 중요하게도, 본 발명의 264scTCR/IL-2 융합 단백질은 외견상(apparent) 약 3시간의 혈청 반감기를 가지

고 혈액 중에 그대로 남아 있는 것으로 보인다. 그러므로, 264scTCR/IL-2 융합 단백질은 IL-2의 반감기를 효과

적으로 증가시키고 혈액 중에서 그대로 생존하여, 면역 조절에 의한 암 치료에 대한 새로운 제제임을 시사하고

있다.  관심  대상이  되는예에서  사용된  것보다  높은  투여량에서,  본  발명의  융합  단백질의  혈청  반감기는

[3,25,37,38]로 증가할 것이고, 그것에 의해 종양에 대한 분자의 효능은 더욱 개선된다.  

종양 부위에 집중된 IL-2는 국부 T-세포 및 기타 IL-2 반응 세포를 활성화하고, 그것에 의해 종양의 부위에 작[0098]

동 세포를 보강한다는 인식이 있다. 그러므로, 종양의 부위에 IL-2를 집중시키는 것에 의해, 본 발명의 TCR 융

합 분자는 다양한 T-세포 클론의 활성화 및 증식뿐만 아니라 NK 세포 또는 기타 선천적인 면역계의 일원의 활성

화를 포함한 원기왕성한 면역 반응을 강력하게 하는 것을 도울 수 있다. 상기 다방면에 걸친 항-종양 반응은 원

발종양(primary tumor) 및 원격전이(distant metastasis)에 대해 더욱 효과적일 것이다. 
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데이터는 TCR 및 사이토킨을 포함하는 생물학적으로 활성인 이관능성 분자를 구성하는 것이 가능하다는 것을 보[0099]

여준다. 이러한 융합 단백질은 종양 세포에 결합하고, 표적 및 작동 세포의 접합을 조정할 수 있고, 적당한 약

물동력학적 특성을 가진다. p53 외에도, 상향조절되고 종양 상 MHC의 콘텍스트에 존재하는 다른 유전자 제품들

또는 바이러스 감염된 세포들이 본 발명의 TCR-근거한 면역 치료에 대한 표적으로 이용될 수 있다. 추가로, GM-

CSF, IFNγ, 또는 IFN-α와 같은 다른 면역조절 분자들도 TCR에 연결되어 항-종양 또는 항-바이러스 반응에 대

한 다른 작동 세포를 활성화할 수 있다. 이러한 신규 TCR 융합은 암 및 바이러스 감염의 치료에 대한 면역치료

학의 새로운 부류를 형성할 것이다. 

용어 "특이적 결합" 또는 유사한 용어는 다른 분자와 결합하여, 특정 결합 쌍을 형성하는 본 명세서에 개시된[0100]

분자를 의미한다. 그러나, 이 분자는 기술분야에 공지된 웨스턴 블로팅 ELISA, RIA, 운동 이동 분석(mobility

shift assay), 효소-면역 분석, 경쟁적(competitive) 분석, 포화 분석 또는 다른 단백질 결합 분석에 의해 결정

된  다른  분자를  인식하거나  결합하지  않는다.  일반적으로,  Ausubel,  et  al.  supra;  Harlow  and  Lane  in,

Antibodies: Laboratory Manual(1988) 을 참조하고, 참조 문헌은 분자들 사이의 특이적 결합을 탐지하는 방법

의 예에 대하여 인용된다. 

TCR을 기술하는 의미로서의 용어 "완전한 가용성" 또는 유사한 용어는 그것이 수성 버퍼, 예를 들어 세포 배지[0101]

로부터 낮은 관성력(G-force) 원심분리 하에서 쉽게 침전되지 않음을 의미한다. 또한, sc-TCR 융합 단백질은 음

이온 또는 비이온성 세정제의 낮은 농도 또는 제로 농도에서 약 5-37℃ 초과 온도 및 중성 또는 중성 근처의 pH

에서 융합 단백질이 수용액으로 잔류한다면 가용성이다. 이들 조건하에서, 가용성 단백질은 종종, 예를 들어 약

10 내지 50 스베드베르그(svedberg) 단위 미만의 침강 값을 갖는다. 본 명세서에서 언급된 수용액은, 전형적으

로 약 5-9의 pH 범위 이내, 및 약 2 mM 및 500 mM 사이의 이온 강도 범위의 pH를 설정하는 버퍼링 화합물을 갖

는다. 때로는, 프로테아제 억제제 또는 온화한 비이온성 세정제가 첨가되고 필요에 따라 소 혈청 알부민(BSA)과

같은 담체 단백질이 수mg/ml로 첨가될 수 있다. 예시적인 수성 버퍼에는 표준 포스페이트 버퍼된 염수, 트리스

버퍼된 염수, 또는 기타 공지된 버퍼 및 세포 배지 제제를 포함한다. 

하기 비-제한적인 실시예는 본 발명의 예시이다. [0102]

실시예 1 - TCR 융합 단백질 구조물의 생성[0103]

3개의 도메인을 포함하는, 인간 IL-2에 융합된 p53 펩티드 항원에 대해 특이적인 HLA-A2.1 제한된 마우스 TCR[0104]

융합 단백질을 만들었다. 상기 TCR 융합 단백질 구조물에 대해, 인간 p53(aa 264-272) 펩티드에 대해 특이적인

TCR을 생산하는 마우스 T 세포 클론에서 분리된 RNA로부터 Vα 및 Vβ/Cα영역을 RT-PCR에 의해 생성하였다.

TCRα쇄(Vα3)의 가변 영역의 카르복시-말단 끝을 유연한 링커(G4S)4[21] 를 통해 Vβ(Vβ3)의 N-말단에 융합하

여 TCR의 항원 결합 부위를 생성하였다. Vβ 도메인에 직접 연결된, Cβ 도메인은 최종 시스테인의 바로 앞의

아미노산 잔기에서 절단하여, 막횡단 및 세포질 도메인을 제거하고, 가용성 단일-쇄 TCR 분자를 생성하였다(도

1A 및 1B). 인간 IL-2를 짧은 링커(아미노산 서열 VNAKTTAPSVYPLAPV;서열 번호:1)를 통해 TCR 부위에 융합하였

다. EE 태그(아미노산 서열 EEEEYMPME; 서열 번호:2)를 융합 분자의 IL-2 부위의 바로 아래쪽에 삽입하여 필요

에 따라 항-EE 태그 mAb[11]에 의해 TCR/IL-2 융합 단백질을 탐지하도록 했다. 포유동물 세포 발현은 CMV 프로

모터에 의해 구동되며, 분비는 항체 경쇄 리더에 의해 지시되며, 선택은 G418 내성에 의해 수행됐다. 

도 1을 다음과 같이 더 자세히 설명한다. 1A) 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 도메인 구조의 개략적으로 나타냄.[0105]

1B) 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 아미노산 서열(1B). 융합 단백질의 각 도메인에 대한 아미노산 수는 도면에

나타내었다. 
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실시예 2 - 포유동물 세포에서 TCR/IL-2 융합 단백질의 발현[0106]

264scTCR/IL-2  융합 단백질을 특징화하기 위해 264scTCR/IL-2  구조물로 CHO-K1  세포에 안정하게 감염시켰다.[0107]

264scTCR/IL-2 융합 단백질을 분비하는 안정한 감염체(transfectant)를 Material and Methods에 기재된 ELISA

분석을 이용하여 선택하였다. 이러한 ELISA에 대한 양성 신호는 감염된 세포가 항-마우스 TCR 및 항-인간 IL-2

항체 양자에 의해 인식될 수 있는 264scTCR/IL-2 융합 단백질을 분비하는 것을 나타내고 분비된 264scTCR/IL-

2가  감염된  세포에  적당히  모여서  접혀  있고  또한  세포로부터  분비될  때  손상되지  않은  채  남아있음을

시사한다. 

264scTCR/IL-2 융합 단백질을 세포 상청액(supernate)으로부터 면역친화 크로마토그래피에 의해 대략 1.8mg/l[0108]

상청액의 수율로 정제하였다. 정제된 융합 단백질은 SDS-PAGE 및 쿠마시(Coomassie) 염색을 하였다. 환원 또는

비-환원 중 어느 하나의 조건 하에서, 현저히 염색된 밴드는 약 60kDA(도 2)에서 이동하였고, 이것은 이러한 단

백질에 대해 예측된 분자 질량과 일치하며 세포로부터 분비될 때 예상치못한 분자내 이황화 결합 없이 융합 단

백질이 손상되지 않은 채 남아있음을 나타낸다. 비환원 겔에서 더 큰 밴드는 융합 단백질의 이량체 형태일 수

있다. 이러한 결론은 더 큰 밴드가 융합 단백질의 질량의 대략 두 배의 겉보기 분자 질량을 갖고, 이러한 밴드

가 환원 조건 하에서 융합 단백질의 크기로 감소된다는 관찰에 근거한다. 상기 데이터는 감염된 CHO 세포가 기

대하는 분자 질량의 264scTCR/IL-2 융합 단백질을 생산하고, 그것이 가용성 융합 단백질로서 적당히 접히고, 모

이고, 분비되는 것을 나타낸다. 

도 2를 다음과 같이 더 자세히 설명한다. CHO 세포는 264scTCR/IL-2 발현 벡터로 안정하게 감염시켰다. 분비된[0109]

융합 단백질을 면역친화 크로마토그래피에 의해 정제하였고, 도면의 가장 위에서 도시한 것과 같이 환원 또는

비-환원 중 어느 하나의 조건 하에서 SDS-PAGE를 하였다. SDS-PAGE 겔은 쿠마시 브릴리언트 블루로 염색하였다. 

실시예 3 - 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 TCR 부위의 MHC/펩티드 결합 능력[0110]

264scTCR/IL-2 융합 단백질이 펩티드 적재된 MHC에 결합하는 능력을 유동 세포 분석기로 측정하였다. T2 세포는[0111]

p53(aa264-272)  또는  p53(aa  149-157)(대조군)  펩티드로  적재되었고,  264scTCR/IL-2  융합  단백질로

염색하였다. 항-TCR Cβ mAb 또는 항-IL-2 탐지 항체 중 어느 것으로 탐지했을 때 p53(aa264-272)로 적재된 세

포는 264scTCR/IL-2로 양성으로 염색됐다(도 3A 및 3B). p53(aa 149-157)대조군 펩티드로 적재된 세포는 항-

TCR Cβ mAb 또는 항-IL-2 탐지 항체 중 어느 것으로 도 염색되지 않았다. p53(aa 149-157) 적재된 T2 세포가

염색되지 않았던 것이 p53(aa 149-157) 펩티드가 HLA-A2에 결합하는 능력이 없음에 기인한 것이 아님을 입증하

기 위해서, 펩티드 없이, p53(aa 149-157), 또는 p53(aa264-272) 펩티드 적재된 T세포를 BB7.2 α-HLA-A2 단일

클론  항체로  염색하였다.  양쪽  p53  펩티드로  적재된  세포는  펩티드  없이  적재된  세포보다  더  강하게

염색되었고, 두 펩티드 모두 HLA-A2 분자에 결합할 수 있음을 시사한다(도 3C). T2는 또한 IL-2 수용체에 대해

염색되었고, IL-2 수용체를 발현하지 않는 것으로 발견됐다; 그러므로, 이러한 데이터는 264scTCR/IL-2 융합 단

백질의 결합이 융합 단백질의 TCR 성분에 의해 조정된다는 것을 나타낸다. T2 세포가 대조군 펩티드로 적재되었

을 때 융합 단백질에 의해 염색되지 않은 것 또한 염색이 TCR 성분에 의해 조정되고, 염색이 적절한 펩티드에

대해서 특이적이라는 것을 나타낸다. 이러한 데이터는 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 TCR 부위가 HLA-A2의 콘텍

스트에서 그 특이적 펩티드를 인식할 수 있음을 나타낸다.   

도 3을 다음과 같이 더 자세히 설명한다. T2 세포는 p53(aa264-272) 펩티드(회색 선) 또는 p53(aa 149-157) 펩[0112]

티드(검은 선)로 적재하였고, 3A)264scTCR/IL-2 융합 단백질 및 항-TCR Cβ mAb 또는 3B)264scTCR/IL-2 융합

단백질 및 항-IL-2 mAb 중 어느 것으로 염색하였다. 3C) p53(aa264-272) 펩티드(진한 회색 선)로, p53(aa 149-

157) 펩티드(옅은 회색 선)로 적재된, 또는 펩티드 적재 없는(검은 선) T2 세포를 항-HLA-A2 BB7.2mAb에 이어

FITC 라벨된 염소 항-마우스 IgG로 염색하였다. 어두운 피크는 염색되지 않은 T2 세포이다. 

실시예 4 - 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 IL-2 부위의 IL-2 수용체 결합 능력[0113]

264scTCR/IL-2 융합 단백질의 IL-2 부위의 IL-2 수용체 결합 능력을 유동 세포 분석기로 관찰하였다. 일차 마우[0114]

스(primary  mouse)  비장세포를 분리하고 rIL-2  및  항-CD3으로 자극하여 T세포 모세포(blast)를 생성하였다.
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IL-2 수용체를 발현하는 자극된 비장세포는 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 존재 하에서만 p53(aa264-272) 적재된

HLA-A2 사량체(tetramer)와 함께 양성으로 염색되었다(도 4A). 유사하게, 구조적으로 IL-2 수용체를 발현하는,

CTLL-2 마우스 세포독성 T 림프구는, 264scTCR/IL-2 융합 단백질로는 양성으로 염색되었지만, 264scTCR/카파 융

합 단백질로는 염색되지 않았다(도 4B). CTLL-2 세포를 α-인간 CD25 차단 항체 또는 동형 대조군 항체에 이어

264scTCR/IL-2로 배양했을 때, 세포가 차단 항체와 함께 배양한 경우 염색은 상당히 감소했으나, 동형 대조군

항체와 배양한 경우 그렇지 않았다. 264scTCR/마우스 카파 쇄 융합 단백질 또는 IL-2 수용체 차단 항체와 함께

배양된 CTLL-2 세포로부터의 신호의 부족은 이러한 세포의 염색이 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 IL-2 부위에 의

해 조정되는 것을 나타낸다. 이러한 데이터는 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 IL-2 부위가 IL-2 수용체에 결합할

수 있음을 나타낸다.   

도 4를 다음과 같이 더 자세히 설명한다. 4A):마우스 비장세포를 IL-2  및 항-CD3εmAb으로 자극하고 이어서[0115]

264scTCR/IL-2 융합 단백질의 존재(회색 선) 또는 부재(검은 선) 중 배양하였다. 결합된 융합 단백질은 PE 라벨

된 HLA-A2 p53(aa 264-272) 사량체로 탐지되었다. 4B): CTLL-2 세포를 α-인간 CD25 차단 항체 또는 동형 대조

군 항체에 이어 264scTCR/IL-2 또는 264scTCR/카파 융합 단백질과 함께 배양하였다. 결합된 융합 단백질은 PE

라벨된  α-TCR-Vβ3  항체로  탐지되었다.  어두운  피크는  염색되지  않은  CTLL-2  세포이다.  검은  선  :

264scTCR/IL-2 만으로 염색된 CTLL-2 세포. 회색 점선 : 대조군 항체에 이어서 264scTCR/IL-2와 함께 배양된

CTLL-2 세포. 옅은 회색 선 : α-인간 CD25 차단 항체에 이어서 264scTCR/IL-2와 함께 배양된 CTLL-2 세포. 진

한 회색 선 : 264scTCR/카파 융합 단백질로 염색된 CTLL-2 세포. 검은 파선 : α-TCR-Vβ로 염색된 CTLL-2 세

포.

실시예 5 - 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 생물학적 활성[0116]

264scTCR/IL-2  융합  단백질의  IL-2  부위의  생물학적  활성을  입증하기  위해서,  IL-2  의존성  CTLL-2  세포를[0117]

264scTCR/IL-2 또는 재조합 IL-2 중 어느 것과 함께 다양한 농도에서 배양하고, 세포 생육성을 WST-1을 이용하

여 평가하였다. 도 5A에서 보는 바와 같이, CTLL-2 세포의 성장을 지지하는 rIL-2 또는 264scTCR/IL-2의 능력은

투여량 의존성이며, 여기서는 재조합 IL-2 또는 264scTCR/IL-2 어느 것이라도 더 높은 투여량에서 더 많은 세포

증식이 있었다. 또한 재조합 IL-2 또는 264scTCR/IL-2 어느 것의 등가의 몰 량을 사용한 경우 세포 증식이 유사

한 수준이었다. 특이성에 대한 추가의 대조군으로서, CTLL-2 세포를 α-인간 CD25 차단 항체 또는 동형 대조군

과 함께 264scTCR/IL-2로 배양하였다. 배양액 중 차단 항체가 포함된 경우에, 증식은 차단 항체의 두 농도에서

상당히 감소하였지만, 대조군 항체의 어떠한 농도에서도 CTLL-2 세포의 증식은 영향받지 않았다(도 5B). 이러한

데이터는 264scTCR/IL-2의 IL-2 부위가 시험관 내에서 재조합 IL-2와 유사한 생물학적 활성을 가지며, 융합 단

백질의 증식 활성은 분자의 IL-2 부위에 의존함을 나타낸다. 

같은 기원의 MHC/펩티드에 대한 264scTCR의 해리 상수는 표면 플라즈마 공명 탐지를 이용하여 생리적인 조건에[0118]

서 대략 10
-7
M임을 발견하였다. 

도 5를 다음과 같이 더 자세히 설명한다. 5A): CTLL-2 세포를 264scTCR/IL-2(실선) 또는 재조합 IL-2(점선)와[0119]

함께 도면의 아래쪽에 나타낸 바와 같이 다양한 농도에서 배양하였다. 5B): CTLL-2 세포를 도면의 아래쪽에 나

타낸 바와 같이 α-인간 CD25 차단 항체 또는 동형 대조군 항체와 함께 264scTCR/IL-2로 배양하였다. 세포 생육

성을 배양에 의해 WST-1으로 측정하고, 흡광도를 450nm에서 읽었다. Cab+5 : 5μg 대조군 항체; Cab+50 : 50μ

g 대조군 항체; Bab+5 : 5μg 차단 항체; Bab+50 : 50μg 차단 항체;

실시예 6 - 264scTCR/IL-2 융합 단백질에 의해 조정된 세포의 접합[0120]

264scTCR/IL-2 융합 단백질의 유용한 특성은 각각 TCR 및 사이토킨 부위를 통해, 표적 및 작동 세포를 접합하는[0121]

능력일 것이다. 264scTCR/IL-2 융합 단백질이 효과적으로 세포를 접합할 수 있는지를 입증하기 위해서, T2세포

를  p53(aa264-272)  펩티드  또는  p53(aa  149-157)  펩티드로  적재하고  이어서  디히드로에티디움(HE)으로

라벨했다. CTLL-2 세포를 칼세인 AM으로 라벨하고 상기 두 라벨된 세포 집단을 혼합하고 264scTCR/IL-2 융합 단

백질의 존재 또는 부재 중 배양하였다. 샘플들은 유동 세포 분석기로 분석하였다. 두 세포 집단을 264scTCR/IL-
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2 융합 단백질 없이 배양한 경우(도 6A 및 6B) 또는 T2 세포를 대조군 펩티드로 적재하고 264scTCR/IL-2 융합

단백질 존재 중 CTLL-2 세포와 함께 배양한 경우(도 6C), 이중으로 염색된 세포 창(cell window)으로 떨어진 대

략 0.46%만의 전체 집단과 함께(도 6A, 6B, 및 6C, 영역 2) 각각 전체 집단의 대략 45%를 나타내면서(도 6A,

6B, 및 6C, 영역 1 및 3) 세포는 유동 세포 분석 히스토그램 상 두 현저한 집단으로 남았다. 그러나, T2 세포를

p53(aa264-272)  펩티드로 적재하고 264scTCR/IL-2  융합 단백질 존재 중 CTLL-2  세포와 함께 배양한 경우(도

6D), 전체 집단의 4.1%를 나타내면서, 이중으로 염색된 세포 집단이 출현하며(도 6D, 영역 2, 접합된 세포), 이

는 T2 세포가 264scTCR/IL-2 융합 단백질을 통해 CTLL-2 세포에 접합되었음을 시사한다.   

도 6을 다음과 같이 더 자세히 설명한다. T2 세포를 p53(aa 264-272)(6B 및 6D) 또는 p53(aa 149-157)(대조군)[0122]

펩티드(6A 및 6C)로 적재하고 이어서 HE으로 라벨했다. CTLL-2 세포를 칼세인 AM으로 라벨하였다. 라벨된 세포

를 혼합하고 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 존재(6C 및 6D) 또는 부재(6A 및 6B) 중 배양하였고, 샘플들은 유동

세포 분석기(flow cytometry)에 의해 분석하였다. 이용된 적재된 펩티드, 및 융합 단백질의 존재 또는 부재를

포함하는 분석 조건은 각각의 히스토그램 바로 아래에 나타냈다. 단일 염색된 영역은 1 및 3으로 표시되고, 이

중으로 염색된 세포 집단은 2로 표시된다. 

실시예 7 - 마우스에서 264scTCR/IL-2의 약물 동력학[0123]

264scTCR/IL-2 융합 단백질의 약물 동력학을 BALB/c 마우스에서 측정하였다. 마우스에 정맥내로 주사하였고 혈[0124]

청 샘플을 다양한 시점에서 수집했다. 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 혈청 수준을 ELISA를 이용하여 측정하였다.

항-TCR mAb 포획/항-IL-2 Ab 탐지(도 7A), 항-TCR mAb 포획/항-TCR mAb 탐지(도 7B), 또는 항-IL-2 mAb 포획/

항-IL-2 다클론 Ab 탐지(도 7C)를 이용하여 ELISA 탐지를 수행하여, 융합 단백질이 생체 내에서 변형되거나, 분

열되었는지를  측정했다.  264scTCR/IL-2  융합  단백질을  주사한  마우스는  눈에  띄는  독성의  징후를  보이지

않았다. 이러한 분석에서, 264scTCR/IL-2의 0.75 내지 2.5㎍/ml의 최대 농도는 사용된 ELISA 형식에 의존하여

1.6 내지 3.0 시간의 겉보기 혈청 반감기로 탐지되었다. 자유 IL-2의 보고된 혈청 반감기가 겨우 약 5분이기 때

문에[6], 이러한 데이터는 융합 단백질이 생체 내에서 분열되지 않지만 대신 혈액 중에서 상대적으로 긴 시간동

안 손상되지 않고 남아있음을 나타낸다. 이러한 연구에서 측정된 264scTCR/IL-2의 반감기에서의 적은 변이성은

거의 틀림없이 ELISA 분석의 감도에서의 차이에 기인한 것이다. 

도 7을 다음과 같이 더 자세히 설명한다. BALB/c 마우스에 264scTCR/IL-2 융합 단백질을 주사하였고 혈청 샘플[0125]

을 주사 후 15분 및 30분, 1, 4, 8 및 24시간에서 수집했다. 264scTCR/IL-2의 혈청 농도를 다음 형식을 이용하

여 ELISA에 의해 측정하였다: 7A): 항-TCR mAb 포획/항-IL-2 Ab 탐지; 7B): 항-TCR mAb 포획/항-TCR mAb 탐지;

및 7C): 항-IL-2 mAb 포획/항-IL-2 Ab 탐지.

실시예 8 - 264scTCR/IL-2로 종양 세포 염색[0126]

264scTCR/IL-2  융합  단백질이  만약  그  표적  종양  세포를  인식하고  결합할  수  있다면  유용할  것이다.[0127]

264scTCR/IL-2가 종양 세포에 결합할 수 있는지를 실험하기 위해서, HLA-A2.1 및 p53 양자를 발현하는, A375 인

간 흑색종 세포를 264scTCR/IL-2 또는 TCR/IL-2 융합 단백질과 무관한 3C8로 염색하였다. 264scTCR/IL-2로 배

양한 세포는 탐지 항체로 양성으로 염색된 반면(도 8), 융합 단백질로 배양하지 않은 세포 및 3C8로 배양한 세

포는 H57-597 탐지 항체로 염색되지 않았다. 이 결과는 264scTCR/IL-2 융합 단백질이 그 표적 종양 세포를 인식

하고 결합할 수 있으며 생체 내에서 항-암 치료에 유용하다는 것을 의미한다.  

도 8을 다음과 같이 더 자세히 설명한다. A375 인간 흑색종 세포를 융합 단백질 없이(검은 파선), 5㎍의 3C8[0128]

TCR/IL-2 융합 단백질(대조군)(점선), 또는 5㎍의 264scTCR/IL-2 융합 단백질(검은 실선)로 배양하고 H57-597

mAb로 염색하였다. 염색되지 않은 세포는 어두운 부분으로 나타난다. 

실시예 9 - 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 항-종양 효과[0129]
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264scTCR/IL-2 융합 단백질이 생체 내에서 항-종양 효과를 갖는지를 측정하기 위하여, 실험적 전이 분석을 수행[0130]

하였다.  암컷  무흉선  누드  마우스에  전이성  높은  A75  인간  흑색종  서브클론(subclone)인,  A375-C15N을

주사하고, 264scTCR/IL-2 또는 재조합IL-2의 다양한 투여량으로 처치하였다. 종양 세포 주사 후 42일에, 폐 결

절(nodule)을 세었다. 264scTCR/IL-2 및 재조합IL-2 양자는 투여량 의존성으로 폐 전이를 감소시켰다(도 9). 그

러나, 모든 투여량에서 264scTCR/IL-2 융합 단백질로는 폐 전이가 더 많이 감소하였으며, 이는 종양에 대해 사

이토킨을 타게팅하는 것이 암 치료에 더 큰 효과를 제공할 수 있다는 것을 시사한다.   

264scTCR/IL-2 또는 재조합 IL-2 융합 단백질로 처치한 마우스는 눈에 띄는 독성의 징후를 보이지 않았다. 양[0131]

처치는 폐 전이의 감소를 가져왔다; 그러나, 모든 투여량에서 264scTCR/IL-2로 처치한 것은 재조합 IL-2보다 더

효과적이었다. 

 [0132]

도 9를 다음과 같이 더 자세히 설명한다. 암컷 무흉선 누드 마우스에 전이성 높은 A375-C15N 세포를 주사하고,[0133]

264scTCR/IL-2, 재조합IL-2 또는 PBS로 처치하였다. 종양 세포 주사 후 42일에, 폐를 제거하여, 폐 결절을 세었

고, 또한 PBS 처치된 대조군 그룹에 대해서 폐 결절의 평균 수를 도시하였다. 

실시예 10 - 단량체 및 다량체 264scTCR 융합 단백질에 의해 펩티드-적재된 T2 세포의 염색의 유동 세포 분석기[0134]

분석

다양한 264scTCR 융합 단백질의 단량체 및 다량체 형태를 제조하여 T2 세포에 대한 결합을, 하기의 단락 11 및[0135]

12의 방법에 기재된 유동 세포 분석기로 분석하였다. 도 10에서 도시된 바와 같이, 결과는 264scTCR 융합 단백

질이 p53(aa149-157)-적재된 세포(도 10A)보다 p53(aa264-273)-적재된 T2 세포(도 B)를 더 많이 염색했음을 입

증한다. 도면에서, 염색되지 않은 T2 세포는 히스토그램에서 라벨된 T2 149 비염색.001로 나타나고; 2차 시약

(H57-PE)으로 염색된 p53(aa149-157)- 및 p53(aa264-273)- 적재된 T2 세포는 각각, 히스토그램에서 라벨된 "T2

149  H57.002"  및 "T2  264  H57.009"로 나타나고;  다량체 264scTCR/IL-2에 이어 H57-PE로 염색된 p53(aa149-

157)- 및 p53(aa264-273)- 적재된 T2 세포는 각각, 히스토그램에서 라벨된 "T2 149 IgG H57.003" 및 "T2 264

IgG H57.010"로 나타나고; 264scTCR/IL-2에 이어 H57-PE로 염색된 p53(aa149-157)- 및 p53(aa264-273)- 적재된

T2 세포는 각각, 히스토그램에서 라벨된 "T2 149 IL2 H57.004" 및 "T2 264 IL2 H57.011"로 나타나고; 단량체

264scTCR/trunIgG1에 이어 H57-PE로 염색된 p53(aa149-157)- 및 p53(aa264-273)- 적재된 T2 세포는 각각, 히스

토그램에서 라벨된 "T2 149 trun H57.005" 및 "T2 264 trun H57.012"로 나타나고; 단량체 264scTCR/BirA에 이

어 H57-PE로 염색된 p53(aa149-157)- 및 p53(aa264-273)- 적재된 T2 세포는 각각, 히스토그램에서 라벨된 "T2

149 BirA H57.006" 및 "T2 264 BirA H57.013"로 나타난다. 이러한 결과로부터 관찰된 염색이 펩티드-특이적임

을 확인할 수 있다. 

264scTCR의 단량체 형태는 어느 정도로 염색할 수 있다. 예를 들면, 264scTCR/trunIgG 형태로 염색한 것에 대한[0136]

평균  채널  형광(mean  channel  fluorescence;  MCF)은  p53(aa149-157)-  적재된  세포에  대해  10.95부터

p53(aa264-273)-적재된  세포에  대해  55.34까지  증가했다.  유사하게,  264scTCR/BirA  형태에  대한  MCF는

p53(aa149-157)-적재된  세포에  대해  13.41부터  p53(aa264-273)-적재된  세포에  대해  95.14까지  증가했다.

264scTCR의 다량체 형태는 펩티드-적재된 T2 세포를 보다 많은 정도로 특이적으로 염색할 수 있다. 예를 들면,

264scTCR/IgG1 형태에 대한 MCF는 p53(aa149-157)- 적재된 세포에 대해 119부터 p53(aa264-273)-적재된 세포에

대해 863까지 증가했다.

실시예 11 - 264scTCR 융합 단백질에 의한 종양 세포의 염색[0137]

종양 세포를 염색하는 264scTCR 시약의 능력을 또한 실험하였다. 배양된 A375 세포를 PBS(pH7.4)에서 10mM EDTA[0138]

로 분리하고, 세척 버퍼로 두 번 세척하였다. 세포 염색을 4㎍ 264scTCR/IgG1 융합 단백질을 이용하여 23℃에서

45분 동안 수행하였다. 세포를 한 번 세척하고 염소 항-인간 IgG Fc(항 IgG-FITC)의 3㎍ FITC-접합된 F(ab')2
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단편으로 염색하였다. 두 번 세척한 후, 염색된 세포를 재현탁하고, FACScan 상에서 분석하였다. 항 IgG-FITC

단독으로 염색된 A375 세포를 대조군으로 하였다. 

도 11A와 관련하여, 이러한 분석의 결과는 A375 종양 세포가 264scTCR/IgG1 융합 단백질로 염색될 수 있음을 보[0139]

여준다. 이 패널에서(11A), 항 IgG-FITC 단독 또는 264scTCR/IgG1에 이어 항 IgG-FITC로 염색된 A375 세포는

각각, 히스토그램에서 라벨된 "A375-FITC.005" 및 "A375-264FITC.006"으로 나타난다. 최적 염색 조건의 특성을

나타내기 위해 A375 종양 세포를 이용한 추가적인 실험을 수행했다. 예를 들면, 2차 시약으로서 FITC-접합된 항

체 대신 PE-접합된 항-인간 IgG 항체(항-IgG-PE)(도 11B) 또는 PE-접합된 H57 mAb(도 11D)를 이용하였다. 도

11B에서, 항 IgG-PE 단독 또는 264scTCR/IgG1에 이어서 항 IgG-PE로 염색된 A375 세포는 각각, 히스토그램에서

라벨된 "A375-PE.007" 및 "A375-264.PE.008"로 나타난다. 도 11D에서, 항 H57-PE 단독 또는 264scTCR/IgG1에

이어서  H57-PE로  염색된  A375  세포는  각각,  히스토그램에서  라벨된  "A375-H57PE.009"  및  "A375-

264.H57PE.010"으로 나타난다. 각각의 경우에서, 264scTCR/IgG1은 A375 종양 세포를 염색하였다. 스트렙타비딘-

PE(SA-PE)로 다량체를 형성한 비오틴화된 264scTCR/BirA 또한 A375 세포를 염색하기 위해 이용되었고(도 11C),

스트렙타비딘-PE 단독으로 염색된 세포에 비교해 증가된 염색을 보였다. 도 11C와 관련하여, SA-PE 단독 또는

SA-PE와 복합체를 형성한 비오틴화된 264scTCR/BirA로 염색된 A375 세포는 각각, 히스토그램에서 라벨된 "A375-

SAPE.001" 및 "A375-264BtnSAPE.002"로 나타난다. 

실시예 12 - 유동 세포 분석기로 탐지된 264scTCR 융합 단백질에 의한 고정된 세포의 염색[0140]

논의한 바와 같이, 보존된 또는 "고정된" 샘플에서 MHC/펩티드 복합체를 탐지하는 능력은, 특히 환자로부터 얻[0141]

은  세포,  조직  또는  기타  생물학적  샘플을  고정하는  전형적인  장소인  임상적  또는  기타  의료적  세팅에

유익하다. 그러나, MHC/펩티드 복합체는 3개의 분리된 폴리펩티드 쇄로 구성된 세포 표면 항원을 나타내므로,

MHC/펩티드 복합체의 구조의 보존이 전형적인 고전 방법에 따른 가용성 TCR에 의한 탐지에 대해 손상되지 않고

충분히 남아있을지가 불확실하다. 가용성 TCR 염색이 고정된 세포 상에서 수행될 수 있는지를 평가하기 위해서,

펩티드-적재된 T2 세포 및 조작되지 않은 A375 종양 세포를 유동 세포 분석기로 분석하였다. 배양된 A375 세포

를 PBS(pH7.4)에서 10mM EDTA로 분리하고, 세척 버퍼로 두 번 세척하였다. T2 세포를 50μM p53(aa264-272)와

함께 3시간 동안 배양하고, 세척 버퍼로 두 번 세척하였다. 양 세포 타입을 3.7% 포름알데히드로 5분 동안 고정

하고 두  번  세척하였다.  세포 염색을 20㎍의 HLA-A2.1/p53(aa264-272)  사량체의 존재 또는 부재중에서 4㎍

264scTCR/IgG1 또는 CMVscTCR/IgG1 융합 단백질을 이용하여 23℃에서 45분 동안 수행하였다. 세포를 한 번 세척

하고 염소 항-인간 IgG Fc의 3㎍ FITC-접합된 F(ab')2 단편으로 염색하였다. 두 번 세척한 후, 염색된 세포를

재현탁하고, FACScan 상에서 분석하였다. 

도 12A와 관련하여, 결과는 CMVscTCR/IgG1("A375F-CMV.005"로 라벨된 히스토그램)으로 염색한 것은 배경 위에[0142]

탐지되지  않은  반면,  264scTCR/IgG1  융합  단백질이  포름알데히드-고정된  A375  세포를  염색하였음("A375F-

264.006"로  라벨된  히스토그램)을  보여준다.  CMV  펩티드는  A375  세포  상에서  존재하지  않기  때문에,

CMVscTCR/IgG1 대조군 시약의 사용은 TCR 또는 IgG1 도메인과 종양 세포 사이의 어떤 비-특이적 상호작용의 측

정을 제공한다. 264scTCR/IgG1 융합 단백질 및 CMVscTCR/IgG1 대조군 사이의 종양 세포 염색에서의 차이점을 결

정함에 의해, 이러한 방법은 고정된 종양 세포 샘플의 표면상 종양 항원 제시 수준의 직접 측정을 허용한다. 

264scTCR/IgG1  융합 단백질로 염색한 A375  세포가 TCR-특이적인 것을 확인하기 위해서, HLA-A2.1/p53(aa264-[0143]

272)  사량체를  차단  시약으로  이용하였다.  264scTCR/IgG1  융합  단백질로  A375  세포를  염색하는  것은  HLA-

A2.1/p53(aa264-272)변이성  차단  시약의  첨가에  의해  감소하였고("A375F-264TET.264.008"로  라벨된

히스토그램),  또한  264scTCR/IgG1이  종양  세포에  특이적으로  결합할  수  있음을  나타낸다.  기대와  같이,

264scTCR/IgG1로 염색된 A375 세포에 HLA-A2.1/pCMV 변이성 시약의 첨가는 264scTCR/IgG1 시약의 특이적 염색

에 어떠한 효과도 갖지 않았다("A375F-264TET.CMV.007"로 라벨된 히스토그램). 유사한 결과가 펩티드-적재된 T2

세포에서 관찰되었다(도 12B).
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이러한 결과는 단량체 및 다량체 가용성 TCR 제제가 MHC 복합체의 콘텍스트에서 펩티드를 제시하는 세포를 특이[0144]

적으로 염색할 수 있음을 입증한다. 또한, 가용성 TCR 시약은 MHC 복합체의 콘텍스트에서 종양 항원을 제시하는

비고정 및 고정된 종양 세포를 특이적으로 염색할 수 있다. 또한 가용성 TCR 시약에 의한 세포의 특이적 염색은

가용성 TCR 시약을 결합하는 완전한 MHC 분자의 첨가에 의해 감소될 수 있다. 대조군 염색 반응에서의 가용성

TCR 시약에 대해서 1 내지 100 배 몰 과량의 완전한 MHC 분자는 가용성 TCR 염색의 비-특이적 결합 성분에 대비

해 특이적 결합 성분(예를 들어 펩티드-MHC에 결합)을 구별하는데 특히 유용하다. 비-특이적 및 특이적 가용성

TCR  결합의 다른 정도를 보일 수 있는 다른 세포 및 조직의 염색과 비교할 때 이것은 적절한 것이다. 예를

들면, 다른 샘플에서(세포 또는 조직) 가용성 TCR의 비-특이적 결합 간의 변이성은 대조군 염색 반응에서 적당

한 완전한 MHC 분자를 사용하지 않고 특이적 가용성 TCR 결합의 정도를 결정하는 것을 매우 어렵게 한다. 

실시예 13 - 면역형광 현미경분석에 의해 탐지된 264scTCR 융합 단백질에 의한 고정된 세포의 염색[0145]

HLA-A2  및  p53  발현에  따라서  다양한  몇  가지  세포주(예를  들어,  A375,  HT29  및  Saos2)를  분석을  위해[0146]

선택하고, 264scTCR/IgG1 융합 단백질 또는 대조군 융합 단백질 CMVscTCR/IgG1으로 염색하였다. 세포를 덮개 유

리에서 24시간 동안 배양하고, 이어서 3.7% 포름알데히드로 5분간 고정하고 세척 버퍼(PBS 중 0.5% BSA 및 0.1%

소듐 아지드)로 두 번 세척하였다. BSA는 비특이적 단백질 결합을 감소시키는 차단 제제를 나타낸다. 세포는 5%

의 염소 혈청(normal goat serum;NGS)을 함유하는 200㎕ PBS에서 10㎍ 264scTCR/IgG1 또는 CMVscTCR/IgG1 융합

단백질로 23℃에서 45분 동안 염색하였다. NGS는 비특이적 결합을 감소시키는 차단 제제를 나타낸다. 세포를 두

번 세척하고 염소 항-인간 IgG Fc(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA)의 3㎍ FITC-접합된 F(ab')2 단편

으로 염색하였다. 세포를 두 번 세척하고, 이어서 평형 버퍼(Molecular Probes, Eugene, OR)로 한 번 세척하였

다. 덮개 유리를 글리세롤 버퍼(Molecular Probes, Eugene, OR)에서 항-페이드(anti-fade) 시약으로 유리 슬라

이드에  올려놓고  네일  오일(nail  oil)로  밀봉했다.  슬라이드를  SPOT  RT  카메라  및  SPOT  RT  소프트웨어

v3.2(Diagnostic Instrument, Sterling Heights, MI)와 함께 니콘 epi-형광 현미경(Nikon, Tokyo, Japan)을 이

용하여 기록하였다. 

HLA-A2 염색에 대하여, 고정된 세포를 5% 염소 혈청(NGS)을 함유하는 200㎕ PBS에서, 10㎍의 마우스 항-인간[0147]

HLA-A2 항체인 BB7.2로 23℃에서 45분 동안 염색하였다. 세포를 두 번 세척하고 염소 항-마우스 IgG Fc(Jackson

ImmunoResearch, West Grove, PA)의 4㎍ FITC-접합된 F(ab')2 단편으로 염색하였다. 세포를 두 번 세척하고, 이

어서 평형 버퍼(Molecular Probes, Eugene, OR)로 한 번 세척하였다. 덮개 유리를 올려놓고 상기의 기재와 같이

기록하였다. 

p53 염색에 대하여, 고정된 세포를 20분 동안 0.2% 트린톤(Trinton)X-100과 함께 투과하고, 이어서 5% 염소 혈[0148]

청(NGS)을 함유하는 200㎕ PBS에서, 10㎍의 마우스 항-p53 항체인 PAb122로 23℃에서 45분 동안 염색하였다. 세

포를 두 번 세척하고 염소 항-마우스 IgG  Fc(Jackson  ImmunoResearch,  West  Grove,  PA)의 4㎍ FITC-접합된

F(ab')2 단편으로 염색하였다. 세포를 두 번 세척하고, 이어서 평형 버퍼(Molecular Probes, Eugene, OR)로 한

번 세척하였다. 덮개 유리를 올려놓고 상기의 기재와 같이 기록하였다. 

도 13에서 보는 바와 같이, A375 세포는 HLA-A2 및 p53에 대해 양성으로 염색되었고, HT29는 p53에 대해 양성으[0149]

로 염색되었으나 HLA-A2에 대해서는 염색되지 않고, Saos2 세포는 HLA-A2에 대해서 양성으로 염색되었으나 p53

에 대해서는 염색되지 않았다. 264scTCR/IgG1로 한 면역형광 염색은 오직 A375 세포에 대해서 탐지되었고, 어떠

한 세포도 CMVscTCR/IgG1으로는 양성으로 염색되지 않았다. 이러한 결과는 264scTCR 시약으로 양성 염색하는 것

에  대해  HLA-A2  및  p53의  존재가  필요하다는  것을  확인하는  것이다.  어떤  종양  세포주에서  비-특이적

CMVscTCR/IgG1 시약 또는 HLA-A2 및 p53 항원이 발현되지 않는 경우의 264scTCR 시약으로는 어떠한 배경 염색도

관찰되지 않았다. 

실시예 14 - 264scTCR 융합 단백질을 이용한 정량 염색[0150]
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펩티드-적재된  T2  세포를  결합할  수  있는  264scTCR  복합체의  수를  측정하였다.  T2  세포를  다양한  양의[0151]

p53(aa264-272)과  함께 3시간 동안 배양하고,  이어서 세척 버퍼로 두 번 세척하였다.  세포 염색을 3.7㎍의

264scTCR/BirA-스트렙타비딘-PE-사량체를 이용하여 23℃에서 45분 동안 수행하였다. 두 번 세척한 후, 염색된

세포를 재현탁하고, FACScan 상에서 분석하였다. 선택적으로, 세포 염색을 3.76㎍의 264scTCR/IgG1 융합 단백질

을 이용하여 23℃에서 45분 동안 수행하였다. 세포를 한 번 세척하고, 3㎍의 PE-접합된 항-인간 IgG 항체로 염

색하였다. 두 번 세척한 후, 염색된 세포를 재현탁하고, FACScan 상에서 분석하였다. 

이러한 분석의 결과는 264scTCR/BirA 사량체에 대해서 도 14 및 264scTCR/IgG1 융합에 대해서 도 15에 나타내었[0152]

다. p53 펩티드의 증가량에 따른 염색 수준의 증가가 264scTCR/BirA 사량체 및 264scTCR/IgG1 융합체 모두에 대

해서 발견되었다. 세포를 염색하는 복합체의 수를 정량하기 위해서, 염색된 세포 상의 형광 강도의 수준을 비드

(QuantiBRITE PE beads; BD Biosciences)당 PE 분자의 수를 알고 있는 측정 비드(calibration bead)의 형광 강

도와 비교하고, 그리하여 유동 세포 분석기을 이용하여 PE-염색된 세포를 정량하는 수단을 제공하였다. 

 264scTCR/BirA 사량체 및 264scTCR/IgG1 융합체에 대한 펩티드의 다양한 농도의 복합체/세포의 계산된 수를 도[0153]

16에 도시하였다. 결과는 겨우 400 scTCR 복합체의 결합이 염색된 세포 상에서 탐지될 수 있었음을 나타낸다.

또한, 264scTCR/IgG1융합에 이어 PE-접합된 항-인간 IgG 항체로 염색하는 것은 264scTCR/BirA 사량체에 서 보

인  것에  비해  염색에서  약  4-10  배  증가를  가져왔다.  이러한  증가는  가능하게는  항체  및/또는  동일한

264scTCR/IgG1 융합과 반응하는 복합 항체에 대한 높은 수준의 PE-접합의 결과이다. 

앞서 말한 것으로부터 상기에 기재된 것과 같은 TCR 결합을 정량적으로 탐지하는 방법은 희소한 항원의 탐지를[0154]

최적화하는데 유익할 것으로 평가될 것이다. 상기 방법은 종양 세포에 결합하는 264scTCR 시약을 탐지하는데 적

용되었다. 세포는 기재한 바와 같이 제조되었고 다양한 양의 264scTCR/BirA-스트렙타비딘-PE 사량체로 23℃에서

45분 동안 염색하였다. 세포를 두 번 세척하고, 염색된 세포를 재현탁하고, FACScan 상에서 분석하였다. 선택적

으로, 세포 염색을 다양한 양의 264scTCR/IgG1 융합 단백질로 23℃에서 45분 동안 수행하였다. 세포를 한 번 세

척하고, 2.5㎍의 PE-접합된 H57 항체로 염색하였다. 두 번 세척한 후, 염색된 세포를 재현탁하고, FACScan 상에

서 분석하였다. 

각각의 경우, 세포를 염색한 복합체의 수는 염색된 세포의 형광 강도의 수준을 비드당 PE 분자의 수를 알고 있[0155]

는 측정 비드(calibration bead)의 형광 강도와 비교하여 측정하였다. 도 17A 및 17B는 264scTCR 시약의 양을

증가시키면서 A375 종양 세포를 염색한 것을 나타낸다. 도 18 및 19는 264scTCR/BirA 및 264scTCR/IgG1 시약의

양을 증가시키면서 각각 3개의 종양 세포주(A375, HT29 및 Saos2)에 대해서 관찰된 염색의 정량을 나타낸다.

HLA-A2/p53  양성인  A375  종양  세포주는  두  시약으로  모두  염색되었으며,  HT29(HLA-A2-음성)  및

Saos2(p53-음성)보다 2-5 배 더 많은 264scTCR 시약과 결합하였다. 또한, 264scTCR 시약의 양이 증가함에 따라

A375 세포의 특이적 염색이 증가하였다. 500 정도의 염색된 복합체의 분별 탐지는 A375 세포의 염색을 다른 종

양 세포주의 염색과 비교하여 측정할 수 있다. 이러한 정량적인 염색 연구의 결과는 세포당 단지 300-500 정도

의 HLA-A2/펩티드 복합체에 대한 264scTCR 시약의 특이적 결합을 쉽게 탐지할 수 있음을 나타낸다. 또한, 이러

한 염색 반응의 감도는 다른 TCR 및 2차 시약의 이용으로 증가되고, 최적화될 수 있다. 

실시예 15 - 264scTCR 융합 단백질에 의한 조작되지 않은 종양 조직의 면역조직화학 염색[0156]

피하  종양을  생성하기  위해서,  A375  인간  흑색종  세포(1×10
6
)를  누드  마우스의  왼쪽  어깨에  피하로[0157]

주사하였다. 종양이 500mm
3
까지 자라게 하고 마우스를 안락사시켰다. 종양을 피개(overlying) 피부와 함께 절개

하고 중성의 왼충 포르말린으로 밤새 고정하였다. 전이 폐 결절의 생성을 위해, MDA-MB-231 세포(1×10
6
)를 누

드 마우스의 측면의 꼬리 정맥으로 주사하고, 전이 폐 결절이 발육하도록 하였다. 18일 후, 마우스를 안락사시

키고, 폐를 제거하고 중성의 완충 포르말린에서 고정하였다. 고정된 조직을 70%, 90%, 95%, 100%(두 번) 에탄올

에서 순차적인 30분 배양에 이어 자일렌에서 두 번의 30분 배양에 의해 탈수하였다. 이어서 조직을 파라핀에 함
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몰시키고 5㎛ 절편을 제조하고 현미경 슬라이드 위에 놓았다. 

면역조직화학 염색을 위해서, 절편을 자일렌에서 각각 5분 동안 두 번 헹구고 100%(두 번), 95%, 및 85% 에탄올[0158]

에서 각 2분 동안 순차적인 배양으로 다시 수화하였다. PBS로 2번의 5분 세척 및 증류수로 한 번의 5분 세척

후, 슬라이드를 3% H2O2에서 5분 동안 배양하여 내재성 퍼록시다아제를 비활성화시키고 이어서 증류수에서 한 번

5분 세척하였다. 슬라이드를 항원 재생 용액(Dako)에 놓고 20분 동안 97℃로 가열했다. 슬라이드를 20분 동안

상온에서 항원 재생 용액에서 냉각하고 PBS에서 두 번 5분 세척하였다. 

비-HRP 라벨된 2차 시약을 사용한 경우, 슬라이드는 아비딘/비오틴 차단 용액에서 배양하고(각 용액에서 10분)[0159]

PBS에서 두 번 5분 세척하였다. 슬라이드는 상온에서 30분 동안 PBS에서 1% 염소 혈청(NGS)에서 차단하였다. 상

기 차단 단계는 2차 염소 항체 제제의 비-특이적 상호작용에 기인한 배경 염색을 감소시키는데 필요하다. 그 후

10㎍(1% NGS에서 100μl당)의 264scTCR/IgG1 융합 단백질 또는 대조군 CMVscTCR/IgG1 융합 단백질의 존재 또는

부재중에서 슬라이드를 상온에서 45분 동안 배양하였다. PBS에서 두 번 5분 세척 후, 슬라이드를 상온에서 45분

동안 염소-항 인간 IgG Fcγ의 1.6㎍(1% NGS에서 200μl당) HRP-라벨된 F(ab')2 단편으로 염색하였다. 슬라이드

를 PBS로 각각 5분 동안 두 번 세척하였다. 슬라이드를 밝은 배경이 나타날 때까지 DAB 용액(Dako)에서 배양하

였다. 슬라이드를 수도물에서 헹구고 15초 동안 헤마톡실린에서 대비염색하였다. 수도물로 세척한 후, 슬라이드

를 각각 3분 동안 100% 에탄올의 3개 조(bath) 및 자일렌의 3개 조에서 헹구고 퍼마운트(Permount;Fisher)로 봉

입하였다.  염색한  조직의  수준은  광학현미경에  의해  평가하고,  SPOT  RT  카메라  및  SPOT  RT  소프트웨어

v3.2(Diagnostic Instrument, Sterling Heights, MI)로 기록하였다. 

A375 종양 절편을 이용한 전형적인 면역조직화학 분석을 도 20 및 21에 도시한다. 결과는 CMVscTCR/IgG1 융합[0160]

단백질 또는 2차 항체 단독에 비교해 264scTCR/IgG1 융합 단백질로 배양되었을 때 A375 종양 절편이 훨씬 더 강

하게(예를 들어, 더 어둡게 착색된 것으로 나타남) 염색되었다는 것을 보였다. CMVscTCR/IgG1 융합 단백질로 관

찰된 배경 염색은 다음의 인간 IgG1 항체에 이어 HRP-라벨된 항-인간 IgG 항체 배양에서 보인 그것에 필적하고,

이것은 배경 염색이 IgG 도메인과 조직 절편의 상호작용 때문일 것임을 나타낸다. 또한, 264scTCR/IgG1 융합 단

백질에 의한 마우스 간질(stromal) 조직의 염색은 동일 절편에 존재하는 A375 종양 조직에서 보인 염색보다 매

우 적었다. 이러한 결과는 인간 종양 샘플의 특성을 기술하는데 전형적으로 이용되는 면역조직화학 방법에 의해

264scTCR 시약이 고정된 인간 종양 조직 절편을 특이적으로 염색할 수 있음을 나타낸다. 

실시예 16 - 264scTCR 융합 단백질로 종양 조직배열(histoarray)의 면역조직화학 염색[0161]

인간 종양 조직배열은 상업적인 출처로부터 또는 Tissue Array Research Program(NCI)로부터 얻어진다. 염색을[0162]

위해, 조직배열 슬라이드를 자일렌에서 각각 5분 동안 두 번 헹구고 100%(두 번), 95%, 및 85% 에탄올에서 각 2

분 동안 순차적인 배양으로 다시 수화하였다. PBS로 2번의 5분 세척 및 증류수로 한 번의 5분 세척 후, 슬라이

드를 3% H2O2에서 5분 동안 배양하여 내재성 퍼록시다아제를 비활성화시키고, 이어서 증류수에서 한 번 5분 세척

하였다. 슬라이드를 항원 재생 용액(Dako)에 놓고 20분 동안 97℃로 가열했다. 슬라이드를 20분 동안 상온에서

항원 재생 용액에서 냉각하고 PBS에서 두 번 5분 세척하였다. 비-HRP 라벨된 2차 시약을 사용한 경우, 슬라이드

는 아비딘/비오틴 차단 용액에서 배양하고(각 용액에서 10분) PBS에서 두 번 5분 세척하였다. 슬라이드는 상온

에서  30분  동안  PBS에서  1%  염소  혈청(NGS)에서  차단하고,  이어서  264scTCR/IgG1  융합  단백질  또는

CMVscTCR/IgG1 융합 단백질(또는 다른 비-결합 scTCR 시약)의 존재 또는 부재중에서 슬라이드를 상온에서 45분

동안 배양하였다. 

PBS에서 두 번 5분 세척 후, 슬라이드를 상온에서 45분 동안 2차 시약(HRP-라벨된 염소 항-인간 IgG 또는 비오[0163]

틴화된 항-TCR Cβ 항체)에서 배양하였다. 슬라이드를 PBS로 각각 5분 동안 두 번 세척하였다. 

만일 비-HRP 2차 시약을 사용한 경우, 슬라이드는 상온에서 15분 동안 스트렙타비딘 퍼록시다아제 용액으로 배[0164]
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양하고, PBS로 두 번 5분 세척하였다. 선택적으로, scTCR/BirA-스트렙타비딘 퍼록시다아제 시약을 전술한 시약

대신 염색 시약으로 사용할 수 있다.   

슬라이드를 밝은 배경이 나타날 때까지 DAB 용액(Dako)에서 배양하였다. 슬라이드를 수도물에서 헹구고 15초 동[0165]

안 헤마톡실린에서 대비염색하였다. 수도물로 세척한 후, 슬라이드를 각각 100% 에탄올의 3개 교체(change) 및

자일렌의 3개 교체에서 헹구고 이어서 퍼마운트(Fisher)로 봉입하였다. 염색한 조직의 수준은 광학현미경에 의

해  평가하고,  예를  들면  SPOT  RT  카메라  및  SPOT  RT  소프트웨어  v3.2(Diagnostic  Instrument,  Sterling

Heights, MI)로 촬영하였다. 

HLA-A2 및 p53을 발현하는 종양은 CMVscTCR 융합 단백질에 비해 264scTCR 융합 단백질로 배양했을 때 차별되게[0166]

염색될 것으로 기대된다. 조직배열이 융합 단백질 없이 배양되었을 때 염색은 거의 안되거나 또는 안될 것으로

예상된다. 또한, HLA-A2 및/또는 p53에 대해 음성인 종양 조직은 HLA-A2/p53-양성 종양 조직에 비해 264scTCR

융합 단백질로 감소된 염색을 보일 것으로 예상된다. 이것은 종양의 유형이 어떤 것인지, 및 그들의 상대적인

비율에 대한 유용한 정보를 제공할 수 있으며, 264scTCR 융합 단백질에 의해 인식될 수 있고, 264scTCR 근거한

치료로 주어진 유형의 종양을 치료하는데 권할만한 결정을 돕는다.  

실시예 17 - 형광 TCR 시약으로 생체 내 종양의 화상진찰(imaging)[0167]

GFP(그린 형광 단백질) 또는 Luc(개똥벌레 루시페라아제)에 융합된 264scTCR을 생성하기 위해 발현 벡터를 제조[0168]

하였다.  이러한 벡터는 IgG1  유전자 단편을 GFP  또는 Luc  코딩 서열로 치환함에 의해 본 명세서에 기재된

264scTCR/IgG1 발현 벡터로부터 생성할 수 있다. 이러한 코딩 서열의 출처는 상업적으로 입수가능하다(예를 들

면, GFP 유전자에 대해서는 pEGFP-C1(Clontech), 및 Luc 유전자에 대해서는 pSP-Luc(Promega)). 상기 벡터들은

표준 PCR법에 의해 적당한 DNA 서열을 분리하기 위해 주형으로 사용된다.  GFP 및 Luc에 융합된 대조군 TCR(예

를 들어, CMVscTCR)에 대한 발현 벡터는 동일한 방법으로 생성할 수 있다. 일부 적용에서, 이러한 발현 벡터는

CHO 세포와 같은 세포를 감염시키는데 사용될 수 있고, 그 결과로 발현된 단백질은 여기에 기재된 바에 따라 정

제된다. 

이러한 정제된 단백질은 생체 내에서 종양을 화상진찰하기 위해 사용된다. HLA-A2 및 p53 발현에 따른 다양한[0169]

인간 종양 세포는 피하조직으로 또는 정맥내로 투여될 수 있으며 종양 및 전이 폐 결절은 상기 실시예 15에서

기재한 것과 같이 발육하도록 한다. scTCR/Luc 융합체에 대해서는, 마우스에 scTCR/Luc 융합 단백질의 양을 증

가시키면서 정맥 내로 주사하였다. 융합 단백질이 전신으로 순환하기 위한 충분한 시간이 흐른 후, 마우스에

100μl PBS에서 루시페라아제에 대해서 2.0mg의 D-루시페린 기질을 복강 내로 주사하고, 이어서 120μl/20g 체

중의  PBS에서  실라진(3mg/ml)  및  케타민(7mg/ml)으로  마취하였다.  scTCR/GFP  융합체에  대해서는,  마우스에

scTCR/Luc 융합 단백질의 양을 증가시키면서 정맥 내로 주사하였다. 융합 단백질이 전신으로 순환하기 위한 충

분한 시간이 흐른 후, 마우스를 전술한 바와 같이 PBS에서 실라진(3mg/ml) 및 케타민(7mg/ml)으로 마취하였다.

생체 내 종양 탐지를 위해, 마취된 마우스를 NightOwl LB 981 Molecular Light Imager안에 놓았다. 화상진찰은[0170]

두-단계 공정 및 WinLight  소프트웨어(Berthold  Technologies,  Oak  RidgeTN)를 이용하여 수행하였다.  먼저,

15ms  노출을 사용하여 흑백 사진 영상을 얻고,  배경 감산(background  subtraction)과 함께 5-분 광자 융합

(photon integration) 주기를 사용하여 형광 영상을 얻었다. 형광 영상은 형광 강도를 컬러화하기 위해 소프트

웨어에서 처리하고, 설명을 위해 흑백 영상 위에 깔았다. 일부의 경우 마우스를 희생시키고 종양의 크기, 위치

및 성질(예를 들어, 항원 양성 또는 음성)을 결정하기 위해 병리적 평가를 수행하였다. 다른 조직에 비해 HLA-

A2/p53 양성 종양 세포를 함유한 종양 부위에서 264scTCR/Luc 또는 264scTCR/GFP 시약의 선별적 탐지를 입증하

는 화상진찰 연구의 결과는 scTCR 시약이 생체 내에서 종양을 특이적으로 탐지할 수 있음을 나타낸다.  

추가로, CMVscTCR/Luc 또는 CMVscTCR/GFP(대조군) 시약의 결과에 비해 HLA-A2/p53 양성 종양 세포를 함유한 종[0171]
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양 부위에서 264scTCR/Luc 또는 264scTCR/GFP 시약의 선별적 탐지를 입증하는 결과는 또한 상기 scTCR 시약이

생체 내에서 종양을 특이적으로 탐지할 수 있음을 나타낼 것이다. HLA-A2-음성 또는 p53-음성 종양 세포를 함유

하는 종양 부위에 대한 결과에 비해 HLA-A2/p53  양성 종양 세포를 함유한 종양 부위에서 264scTCR/Luc  또는

264scTCR/GFP 시약의 선별적 탐지를 입증하는 화상진찰 결과는 또한 상기 scTCR 시약이 생체 내에서 종양을 특

이적으로 탐지할 수 있음을 나타낸다. 

실시예 18 - 방사선 라벨된 TCR로 생체 내 종양의 화상진찰(imaging)[0172]

또다른 실시형태에서, 264scTCR 융합 단백질을, 예를 들어 
131
I로 직접 요오드화(iodination)에 의해 방사선 라[0173]

벨하였다. 요오드화는 표준 방법을 사용하여 수행하였다. HLA-A2 및 p53 발현에 따라 다양한 인간 종양 세포는

피하조직으로 또는 정맥내로 주입하고 종양 또는 전이 폐 결절을 전술과 같이 발육하도록 한다. 마우스에 정맥

내로 또는 복강내로 방사선 라벨된 264scTCR 융합 단백질을 주사하고 방사선 라벨된 264scTCR 융합 단백질의 주

사 후 예를 들어 1, 2, 4, 8, 및 12시간 및 1 내지 14일에서 화상진찰하였다. 전신 스캔을 위해서, 마우스를

100mg/kg 소디움 펜토바르비탈(pentobarbital)로 마취시키고 예를 들면 마이크로 컴퓨터에 연결된 4mm 핀홀 분

광기로 맞춘 광각 Sopha DSX 카메라로 화상진찰하였다. 다른 조직에 비해 종양 부위에서 방사선뉴클레오티드-라

벨된 264scTCR 시약의 선별적 탐지를 입증하는 화상진찰 연구로부터의 결과는 상기 방사선 라벨된 scTCR 시약이

생체 내에서 종양을 특이적으로 탐지하는데 유용하다는 것을 나타낸다.  

다음의 재료 및 방법을 실시예에서 개략적으로 설명한 실험을 수행하기 위해 필요에 따라 이용하였다. [0174]

1. 재료[0175]

A2.1 264 CTL 클론 #5를  HLA-A2.1 트랜스제닉 마우스[49]에서 생성된 인간 p53 264-272 펩티드에 대해 특이적[0176]

인 CTL주(CTL line)로부터 제한 희석 클로닝[50]에 의해 유도하였다. CHO.K1 중국 햄스터 난소, Jurkat 인간 림

프구, CTLL-2 마우스 세포독성 T 림프구, T2 인간 림프모구(lymphoblast), A375 인간 흑색종, H57-597 하이브

리도마, 및 BB7.2 하이브리도마 세포주는 ATCC(American Type Culture Collection)(Rockville, MD)로부터 입수

하였다. T2 인간 림프모구 세포들은 HLA-A2.1에 대해서 양성이지만 TAP 1 및 2 단백질에서 결합이 있으며, 이러

한 것이 그들로 하여금 외인성 펩티드[2]로 이어서 적재될 수 있는 빈 MHC 분자들을 표시하도록 한다.  A375 인

간 흑색종 세포주는 우리 실험실에서 HLA-A2.1 및 p53 양자에 대해 실험하였고. 두 항원에 대해 양성임이 밝혀

졌다. H57-597 하이브리도마는 마우스 TCR β 불변 영역(constant region)에서 에피토프를 인식할 수 있는 단일

클론 항체를 생산하고, BB7.2 하이브리도마는 HLA-A2의 알파 2 도메인 상 에피토프를 특이적으로 인식할 수 있

는 BB7.2 단일클론 항체를 생산한다. 인간 흑색종 세포주 A375의 고 전이성 서브클론, A375-C15N은, 생체 내 전

이 연구에 대해서만 사용되며, 이전에 보고된 것과 같이 유지되었다[53]. 약물 동력학 연구에서 ELISA에 이용된

재조합 인간 IL-2 및 비오틴화된 항-인간 IL-2 다클론 항체는 R&D Systems, Inc.(Minneapolis, MN)으로부터 구

매했다. 항 TCR Cβ mAb H57-597, 항-마우스 TCR Vβ3 mAb, 항-마우스 CD3ε mAb, 항-인간 IL-2 mAb, 항-인간

CD25 차단 항체 및 동형 대조군 항체, 및 FITC 라벨된 염소 항-마우스 IgG는 Pharmingen(San Diego, CA)  으로

부터 입수하였다. 다른 언급이 없다면, 모든 세포 배양 배지 및 첨가제들은 CellGro(Herndon, VA) 로부터 구매

하고,  모든  세포  배양  재료는  Nunc(Rochester,  NY)로부터  구매하였다.  모든  마우스는  Harlan

Labs(Indianapolis, IN)로부터 구매하였다. 

2. 세포 배양[0177]

모든 세포주는 37℃ 및 5% CO2에서 10% 가열 비활성화된 FBS, 2mM L-글루타민, 및 1mg/ml G418(트랜스팩트된[0178]

CHO 세포에 대해서만)로 보충된 IMDM으로 구성된 완전한 배양 배지에서 유지하였다. CTLL-2 세포는 9U/ml 재조

합 인간 IL-2의 첨가와 함께 동일한 배지에서 유지하였다. A375-C15N 세포는 10% 가열 비활성화된 FBS, 페니실

린 및 스트렙토마이신(Life Technologies)과 함께 RPMI-1640에서 유지하였다. 

BALB/c 마우스로부터 무균으로 절개된 비장을 나일론 그물망(mesh screen)을 통해 가압하고 배양 배지로 세척하[0179]

여 마우스 비장 세포를 분리하였다. 적혈구를 2분 동안 게이 용액(Gey's solution)으로 용해시키고 배양 배지의
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첨가에 의해 용해(lysis)를 중지시켰다. 단일 세포 침전물을 두 번 세척하고, 배양 배지에서 mL당 2.5×10
6
세포

에서 재현탁하고 50μM 2-ME, 100 IU/mL 재조합 인간 IL-2, 및 50ng/ml 항-마우스 CD3ε mAb를 함유하는 완전

한 배양 배지에서 배양하였다. 

3. 구조물[0180]

프라이머-올리고뉴클레오티드 프라이머를 마우스 T세포 및 인간 IL-2 유전자의 서열 조화 또는 보충으로부터 합[0181]

성하였다. 

[0182]

TCR  유전자를  T  세포  클론  A2.1  264#5로부터  클론하였다.  상기  T세포  클론  로부터  유도된  단일  쇄  TCR을[0183]

264scTCR로 정한다. 폴리(A)
+
RNA를 마이크로패스트 트랙(MicroFast Track) 키트(Invitrogen, Carlsbad, CA)를

사용하여 세포로부터 추출하고, 이중 가닥 cDNA를 제조하고 마라톤 cDNA 증폭(Amplification) 키트(Clontech,

Palo Alto, CA)를 사용하여 이중 가닥 아답터 올리고뉴클레오티드에 결찰하였다. Vα 및 Vβ 구획을 확인하기

위해서, A2.1 264#5 cDNA 제품(preparation) 및 전술한 프라이머 AP2(아답터 DNA에 대해서 특이적) 및 Cα HYB

(α쇄의 불변 도메인에 대해서 특이적)또는 Cβ HYB(β쇄의 불변 도메인에 대해서 특이적)를 이용하여 5'-RACE

PCR을 수행하였다. TA 클로닝 키트(Invitrogen)를 사용하여 PCT 단편을 pCR2.1 벡터로 클론하고, 서열을 M13 전

방(forward) 및 후방(reverse) 프라이머를 사용하여 결정하였다. 프라이머 KC228 및 KC229를 사용하여 T 세포

수용체 Vα 쇄를 증폭하여 SfiI/SpeI 단편을 제조하고, VβCβ 쇄를 프라이머 RRIB4 및 KC176을 사용하여 증폭

하여 XhoI/XmaI 단편을 생성하였다. Cβ쇄는 전체 길이 Cβ 쇄의 아미노산 127에서 시스테인 잔기의 바로 앞을

절단하였다. SfiI/SpeI Vα 쇄 단편을, 원래의 TCR 삽입 대신, 관계없는 TCR을 인코딩하는 E.Coli 발현 벡터인

pKC60을 절단하는 SfiI/SpeI로 서브클론하였다. 이어서 XhoI/XmaI VβCβ 단편을 이 벡터의 XhoI/XmaI 축약으

로 결찰하여 가용성의 3 도메인의 264scTCR을 인코딩하는 벡터를 얻었다. 프라이머 ET-TCRF1 및 KC170을 사용하

여 이 구조물로부터 상기 3 도메인의 T 세포 수용체를 증폭하여 AgeI/ClaI DNA 단편을 생성하였으며, 이어서 상

기 단편을 KC231 및 KC208과 함께 PCR에 대한 주형으로 사용하여 AgeI/HpaI 단편을 제조하였다. 

인간 IL-2 코딩 서열은 Mini Total RNA 키트(Qiagen, Valencia CA) 및 Qiashredder(Qiagen, Valencia CA)를 이[0184]

용하여 Jurkat 세포로부터 분리된 전체 RNA로부터 RT-PCR에 의해 클론되었다. 프라이머 KC328B를 사용하여 역전
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사를 수행하고, 프라이머 KC327B 및 KC328B를 사용하여 PCR을 수행하여 BspEI/NruI 인간 IL-2 단편을 제조하였

다. BspEI/NruI IL-2 단편을, 융합 단백질의  항체 부위 대신 관계없는 TCR/항체 융합 단백질을 인코딩하는 클

로닝 벡터인 p149B1SP를 절단하는 BspEI/NruI로 클론하였다. IL-2 변형 벡터를 AgeI 및 HpaI로 절단하고 전술한

AgeI/HpaI 264scTCR 단편을 그것에 결찰하였다. 결국, AgeI/ClaI 264scTCR/IL-2 융합 단백질 단편을, 벡터에서

원래  클론되었던  관계없는  TCR  대신,  scTCR/마우스  카파  융합  벡터인  pSUN27을  절단하는  AgeI/BstBI로

클론하고, 264scTCR/IL-2 융합 단백질 발현 벡터인, pSUN28을 얻었다. 유동 세포 분석기 분석의 일부에 대해 음

성 대조군으로서 이용된 264scTCR 카파 융합은, AgeI/BstBI 264scTCR 단편을, 원래의 TCR 대신 pSUN27을 절단

하는 AgeI/BstBI로 클론하여 생성하였다. 

포유동물 세포에서 융합 단백질을 생산하기 위해서, CHO.K1  세포를 바이오 라드(Bio-Rad)  사의 세포융합장치[0185]

(Gene Pulser)를 이용하여 전기영동하고, 이어서 1mg/mL G418을 함유하는 배지에서 제한 희석 클로닝 및 선택하

였다. 

4. 단백질 정제[0186]

세파로스 4B 칼럼(Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ)에 연결된, TCR β 쇄의 불변 영역에서 에피토프를 인[0187]

식하는, 단일클론 항-마우스 TCR 항체 H57-597을 사용하여 면역친화 크로마토그래피에 의해 세포 배양 상청 액

체로부터  264scTCR/IL-2를  정제하였다.  이어서  정제된  샘플을  농축하고  30kDa  분자량  분리  막(Millipore,

Bedford, MA)인 Ultrafree-15 원심분리 필터를 이용하여 PBS로 버퍼-교환하였다. 생화학적 및 기능 분석을 위해

TCR  융합 단백질 샘플을 2-8℃(단기) 또는 -80℃(장기)에서 저장하였다. 4-12%  Nu-PAGE  폴리아크릴아미드 겔

(Novex, San Diego, CA) 및 Novex EX-Cell Ⅱ 시스템을 사용하여 환원 또는 비-환원 조건 하에서 SDS-PAGE를

수행하였다. SDS-PAGE 겔은 쿠마시 블루로 염색하였다. 

5. ELISA[0188]

모든 ELISA는 100-200ng/웰 항-인간 IL-2 mAb 또는 항-마우스 TCR Vβ3 mAb 으로 코팅된 Maxisorb 96 웰 플레[0189]

이트(Nunc, Rochester, NY)를 이용하여 수행하였다. 융합 단백질을 비오틴화된 항-마우스 TCR H57 mAb, 항-마우

스  TCR  Vβ3  mAb,  또는  항  IL-2  다클론  Ab로  탐지하고,  이어서  스트렙타비딘-HRP(Kirkegaard  and  Perry

Laboratories, Gaithersburg, MD), TMB 기질, 및 0.18M H2SO4로 반응을 종결하였다(BioFX, Owings Mills, MD).

96 웰 플레이트 판독기(Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT)를 사용하여 450nm에서 흡수를 측정하였다. 

6. TCR 융합 단백질로 세포 염색[0190]

p53(aa149-157)  또는 p53(aa  264-272)  펩티드로 펄스된 T2 세포를 상온에서 30분 동안 PBS 중의 1% FBS에서[0191]

264scTCR/IL-2 융합 단백질 0.5㎍과 함께 배양하였다. 그 후 상기 세포를 상온에서 30분 동안 0.5㎍의 항-IL-2

Ab 또는 0.5㎍의 비오틴화된 항-TCR H57-597 mAb에 이어서 각각, 1㎍의 항-마우스 카파-PE 또는 5ng 스트렙타비

딘-PE(둘 다 Becton Dickenson, Franklin Lakes, NJ로부터 입수)로 배양하였다. FACSan 분석 전에 샘플을 PBS

중의 1% FBS로 세척하였다(Becton Dickenson, Franklin Lakes, NJ). 두 p53 펩티드가 유사하게 HLA-A2에 결합

하였는지를 측정하기 위해서, 펩티드 적재된 세포를 BB7.2로 상온에서 30분 동안 이어서 FITC 라벨된 염소 항-

마우스 IgG로 염색하고 FACScan 장치상에서 분석하였다. 

CTLL-2 세포를 상온에서 30분 동안 0.5㎍의 융합 단백질로 배양하였다. 결합된 융합 단백질을 탐지하기 위해서,[0192]

0.5㎍의 비오틴화된 항-TCR Vβ3 mAb를 첨가하고 상온에서 30분 동안 배양하고 이어서 5ng 스트렙타비딘-PE로

배양하거나, 또는 30분 동안 0.5㎍ PE-라벨된 HLA-A2.1 p53(aa 264-272) 사량체를 이용하여 단백질을 탐지하였

다. p53 펩티드로 적재된 접합된 HLA-A2 사량체는 전술한 것과 같이[1] 제조하였다. FACScan 분석 전에 샘플을

PBS 중의 1% FBS로 세척하였다. IL-2 수용체 차단 실험을 위해서, 264scTCR/IL-2 또는 264scTCR/카파 융합 단

백질과 배양하기 전에 CTLL-2 세포를 30분 동안 α-인간 CD25 차단 항체 또는 동형 대조군 항체로 배양하였다.

BALB/c 마우스 비장 세포의 염색을 위해서, CTLL-2 세포에 대해서 기재한 것과 같이 HLA-A2.1 p53(aa 264-272)
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사량체를 이용하여 염색을 수행하여 결합된 융합 단백질을 탐지하였다. 

A375 세포는 효소-없는 세포 해리 버퍼(Sigma, St. Louis, MO)로 배양하였다. 5×10
5
 세포의 샘플은 PBS 중의[0193]

1% FBS로 세척하고, 상온에서 30분 동안 융합 단백질 없이, 5㎍의 3C8(관련없는 TCR/IL-2 융합 단백질), 또는 5

㎍의 264scTCR/IL-2로 배양하고, 이어서 1㎍의 비오틴화된 H57-597 mAb로 배양하였다. 그 후, 세포를 상온에서

15분 동안 PE-라벨된 스트렙타비딘으로 배양하고, 세척하고, FACScan으로 분석하였다. 

7. 세포 접합(conjugation)[0194]

p53(aa  264-272)  펩티드  또는  p53(aa149-157)  펩티드로  펄스된  T2  세포를  7.88ng/ml  디히드로에티디움[0195]

(HE)(Molecular  Probes,  Inc.,  Eugene,  OR)으로  라벨하고,  CTLL-2  세포를  50ng/ml  칼세인  AM(Molecular

Probes, Inc., Eugene, OR)으로 라벨하였다. 세척 후, 상기 두 라벨된 세포 집단을 상온에서 20분 동안 2㎍의

264scTCR/IL-2 융합 단백질의 존재 또는 부재 중에서 1:1 비율로 함께 혼합하였다. 이어서 세포를 FACScan에 의

해 분석하였다. 

8. 생물학적 분석[0196]

CTLL-2 세포를 다양한 농도의 재조합 IL-2 또는 264scTCR/IL-2를 함유하는 100㎕의 배양 배지에 4×10
3
 세포/웰[0197]

로 살포하고 37℃ 및 5% CO2에서 21시간 동안 배양하였다. 특이성에 대한 대조군으로서 CTLL-2 세포를 5 또는

50㎍의 항-인간 CD25 차단 항체 또는 동형 대조군 항체의 존재 또는 부재 중에서 264scTCR/IL-2로 배양하고, 37

℃ 및 5% CO2에서 21시간 동안 배양하였다. 세포 증식 시약인 WST-1(Roche Inc.,Indianapolis, IN)을 20㎕/웰로

가하고 37℃ 및 5% CO2에서 4시간 동안 배양하였다. 96-웰 플레이트 판독기 상 450nm에서 흡수를 판독하였다. 

9. 마우스에서 약물 동력학[0198]

동물과 연관된 모든 실험에 대해서, 실험실 동물 관리(NIH 공보 제85-23, 1985 개정)의 원칙뿐만 아니라, 적용[0199]

할 수 있는 특정 국법을 따랐다. 암컷 BALB/c 마우스에 100㎕의 전체 부피에 PBS로 희석된 32㎍의 264scTCR/IL-

2 융합 단백질을 측면의 꼬리 정맥을 통해 정맥내로 주사하였다. 배경 수준을 수립하기 위해 264scTCR/IL-2를

주사하지 않은 한 군의 마우스로부터 혈청을 수집하였다. 15 및 30분, 1, 2, 4, 8, 24 시간에서 주사한 군으로

부터 꼬리 출혈에 의해 혈청을 수집하였다. 혈액 샘플을 4℃에서 10분 동안 14,000 X g에서 원심분리하고, 혈청

을 수집하고, 사용할 때까지 -80℃에서 보관하였다. 264scTCR/IL-2 농도는 포획에 대해서 항-TCR Vβ3 또는 항-

IL-2 단일클론 항체 및 탐지에 대해서 비오틴화된 항-TCR H57 단일클론 또는 항-IL-2 다클론 항체에 이어 스트

렙타비딘 HRP를 이용하여 ELISA에 의해 측정하였다. 

10. 생체 내 연구[0200]

암컷 무흉선 누드 마우스(nu/nu)에 측면의 꼬리 정맥을 통해 5.0×10
5
 의A375-C15N 세포를 주사하였다. 실험동[0201]

물에 종양 세포 주사 후 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14, 17, 21, 28, 및 35일에 264scTCR/IL-2(100㎕ 전체 부피에서

32, 10, 3, 1, 또는 0.1㎍) 또는 재조합 인간 IL-2(100㎕ 전체 부피에서 8, 2.5, 0.75, 0.25, 또는 0.025㎍)의

다양한 투여량으로 주사하였다. 종양 세포 주사 후 42일에, 모든 실험동물을 안락사시키고, 폐를 제거하고 보인

용액(Bouin's solution)에서 고정하였고, 표면 폐 종양 결절을 세었다. 각 폐에 있는 종양 결절은 두 관측자가

세었고, 평균 수를 기록했다. 

11. TCR 구조물 및 IgG 및 Bir A 태그 서열을 포함하는 융합 단백질 [0202]

TCR 유전자를 전술과 같이 T 세포 클론 A2.1 264#5로부터 클론하였다. 상기 T 세포 클론으로부터 유도된 단일-[0203]

쇄 TCR을 264scTCR로 지정하였다. 주형으로 264scTCR/IL-2 융합 단백질 구조물을 이용하여 3 도메인의 단일 쇄
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264scTCR을 증폭하였다. 264scTCR/IgG1 발현 구조물을 생성하기 위하여, 단일 쇄 TCR 단편을 항체 가변 영역 대

신, 항체 중쇄 발현 벡터로 결찰하여 인간 IgG1 중쇄 영역에 융합된 단일 쇄 TCR을 얻었다. 264scTCR/trunIgG1

을 생성하기 위해서, 이황화 결합을 허용하는 힌지(hinge) 영역 전에서 절단되는 IgG1 중(heavy) 도메인을 함유

하는 발현 벡터로 TCR 단편을 결찰하였다. 

264scTCR/BirA  발현  구조물을  생성하기  위해서,  단일  쇄  TCR  단편을  BirA  태그  서열(Backett,  D.  et  al.[0204]

Protein Sci.1999 Apr;8(4):921-9)을 포함하는 발현 벡터로 결찰하였고, 그렇게 해서 태그 서열은 264scTCR 분

자의 C-말단 프레임에서 발현되었다. 

거대세포 바이러스 단일-쇄 TCR(CMVscTCR)을 HLA-A2 제한된 CMV-pp65 펩티드로 자극된 CTL로부터 클론하였다.[0205]

IgG1 단편을 264scTCR/IgG1 DNA로부터 증폭하여 CMVscTCR/IgG1 구조물을 생성하였다. 

포유동물 세포에서 융합 단백질을 생산하기 위해서, CHO.K1  세포를 바이오 라드(Bio-Rad)  사의 세포융합장치[0206]

(Gene Pulser)를 이용하여 전기영동하고, 이어서 1mg/mL G418을 함유하는 배지에서 제한 희석 클로닝 및 선택하

였다. 

단백질 정제는 다음과 같이 행하였다. 264scTCR/IgG1, 264scTCR/BirA, 및 264scTCR/trunIgG1은 세파로스 4B 칼[0207]

럼(Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ)에 연결된 H57-597 단일클론 항체를 사용하여 면역친화 크로마토그래

피에 의해 세포 배양 상청 액체로부터 정제하였다.  CMVscTCR/IgG1은 세파로스 4B  칼럼(Amersham  Pharmacia,

Piscataway, NJ)에 연결된 BF1 단일클론 항체를 사용하여 면역친화 크로마토그래피에 의해 세포 배양 상청 액체

로부터 정제하였다. 264scTCR/BirA을 제조자가 권하는 조건 하에서 비오틴-단백질 리가아제(Avidity)로 비오틴

화하였다. 

12. 유동 세포 분석기에 의해서 264scTCR 시약에 의한 세포 염색의 탐지[0208]

고정 및 비고정된 세포를 염색하는 264scTCR 시약의 능력은 몇가지 연구로 특성을 기술할 수 있다. 세포 염색[0209]

전략은 다양한 탐지가능한 도메인을 수반하고, 이러한 융합체와 다양한 형광 라벨된 탐침간의 세포 상호작용을

탐지하는 264scTCR 융합체의 사용을 포함한다. 특이적 염색을 평가하기 위해 몇 가지 대조군을 사용하였다. 대

조군은 p53(aa  264-273)  항원이 결여된 세포를 264scTCR  시약으로 염색, p53-양성 세포를 CMVscTCR로 염색,

p53-양성 세포를 2차 염색 시약 단독으로 염색, 및 p53-양성 세포를 가용성 HLA-A2/p53 다량체와 같은 경쟁적

차단 시약으로 또는 없이 264scTCR 시약으로 염색한 것을 포함한다.  

264scTCR의 단량체 또는 다량체 형태를 특이적으로 세포를 염색하는 능력에 대해 실험하였다. T2 세포에 37℃에[0210]

서 2.5 시간 동안 100㎍/㎖로 p53(aa264-273) 또는 p53(aa149-157)로 적재하였다. 과량의 펩티드를 제거하는

세척  단계  후,  세포를  30-45분  동안  125pM에서  264scTCR/IL-2,  264scTCR/IgG1,  264scTCR/trIgG1  또는

264scTCR/BirA(비오틴화  없이)와  함께  배양하였다.  환원  및  비-환원  샘플의  SDS-PAGE  분석은

264scTCR/trunIgG1 및 264scTCR/BirA 단백질은 단량체이고 264scTCR/IgG1 단백질은 이량체임을 나타낸다. 또다

른 세척 단계 후, 세포를 2.5 ㎍의 PE-접합된 H57 mAb(H57-PE)와 함께 30분 동안 배양하였다. 세포를 세척하고

셀퀘스트(CellQuest)  소프트웨어(BD Biosciences,  San  Jose, CA)를 사용하여 FACScan 흐름 세포분석 기기(BD

Sciences, San Jose, CA)상에서 분석하였다. 비염색 및 H57-PE 염색된 T2 세포는 또한 배경 염색을 수립하기 위

하여 분석하였다. 

다음의 문헌들이 본 발명의 명세서 전체에 언급(아래에 보인 것과 같은 번호에 의해)되었다. 각 문헌은 참조로[0211]

서 도입된다. 
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[0212]
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[0213]
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[0214]
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[0215]
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[0216]

[0217]

여기서 언급한 모든 참고문헌들의 기재사항은 참조로서 여기에 도입되었다. 본 발명은 그 바람직한 실시 형태에[0218]

관하여 기재하였다. 그러나, 기술분야의 당업자는, 이 기재내용을 고려하여, 본 발명의 사상 및 범위 내에서 변

형 및 개량을 행할 수 있을 것이다. 

도면의 간단한 설명

도 1A-B는 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 개략적 구조(1A) 및 아미노산 서열(1B)을 나타내는 도면이다. [0027]

도 2는 감염된 CHO 세포 내에서 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 생성을 나타내는 측정 겔을 나타낸 것이다. [0028]

등록특허 10-1131297

- 36 -



도 3A-C는 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 TCR 부위의 MHC/펩티드 결합력을 도시하는 그래프이다. [0029]

도 4A-B는 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 IL-2 부위의 IL-2 수용체 결합력을 나타내는 그래프이다. [0030]

도 5A-B는 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 생물학적 활성을 나타내는 그래프이다. [0031]

도  6A-D는  264scTCR/IL-2  융합  단백질에  의해  매개된  펩티드-적재된  T2  세포와  CTLL-2  세포의  접합[0032]

(conjugation)을 나타내는 그래프이다. 

도 7A-C는 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 혈청 반감기를 나타내는 그래프이다. [0033]

도 8은 264scTCR/IL-2 융합 단백질로 종양 세포 염색(staining)한 것을 나타내는 그래프이다. [0034]

 [0035]

도 9는 264scTCR/IL-2 융합 단백질의 항암 효과를 나타내는 그래프이다. [0036]

도 10A-B는 264scTCR 시약(reagent)으로 비-특이적 p53 펩티드(10A) 또는 특이적 p53 펩티드(10B)가 적재된 T2[0037]

세포의 염색한 것을 나타내는 그래프이다. 

도 11A-D는 다양한 264scTCR 시약 및 2차 시약으로 종양 세포의 염색한 것을 나타내는 그래프이다. [0038]

도 12A-B는 경쟁적인 가용성 펩티드-MHC 분자(라벨된 264-Tet) 첨가와 함께 또는 첨가 없이, 264scTCR/IgG1 및[0039]

CMVscTCR/IgG1 (대조) 시약으로 고정된 A375(12A) 또는 T2 세포(12B)의 염색을 나타내는 그래프이다. 

도 13은 A2 및 p53 항원에 대해서 및 264scTCR/IgG1 및 CMVscTCR/IgG1 융합 단백질로의, 고정된 종양 세포 유[0040]

형(A375, HT29 및 Saos2)의 염색패턴을 나타내는 일련의 현미경 촬영 사진이다. 

도 14는 264scTCR/BirA 다량체와 반응한 T2 세포의 정량 염색을 나타내는 그래프이다. [0041]

도 15는 264scTCR/IgG1 융합 단백질과 반응한 T2 세포의 정량 염색을 나타내는 그래프이다. [0042]

도 16은 264scTCR/BirA 사량체(tetramer) 또는 264scTCR/IgG1 융합체와 반응한 세포에 대해, 적재된 p53 펩티[0043]

드의 양의 증가에 따른 세포당 복합체의 수를 나타내는 그래프이다. 

도 17A-B는 264scTCR/BirA 사량체(17A) 또는 264scTCR/IgG1 융합 단백질(17B)과 반응한 A375 종양 세포의 정량[0044]

염색을 나타내는 그래프이다. 

도 18은 264scTCR/BirA 사량체와 반응한 3개의 종양 세포주의 정량 염색(세포당 복합체의 수)을 나타내는 그래[0045]

프이다. 

도 19는 도 18에서와 같이 264scTCR/IgG1 융합 단백질과 반응한 3개의 종양 세포주의 정량 염색을 나타내는 그[0046]

래프이다. 

도 20은 2차 항체, CVMscTCR/IgG1(대조군) 또는 264TCR/IgG1 융합 단백질로 염색된 A375 종양의 고정 영역을[0047]

나타내는, ×200의 3개의 현미경 촬영 사진이다. 

도 21은 도 20에서와 같은 종양 영역을 나타내는, 더욱 고배율의(×400) 3개의 현미경 촬영 사진이다. [0048]
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