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명 세 서

청구범위

청구항 1 

키메라 항원 수용체-효과기 세포(chimeric antigen receptor-effector cell: CAR-EC) 스위치로서,

a.  상기  CAR-EC  상에서  키메라  항원  수용체와  상호작용하는  키메라  항원  수용체-상호작용 도메인(chimeric

antigen  receptor-interacting  domain:  CAR-ID)으로서, 상기 CAR-ID는 플루오레세인 아이소티오사이아네이트

(FITC)를 포함하는, CAR-ID; 및

b. 표적 상호작용 도메인(target interacting domain: TID)으로서, 상기 TID는 비천연 아미노산을 포함하는 항

체 또는 이의 항원-결합 단편을 포함하고, 여기서 상기 항체는 항-CD19 항체 또는 항-Her2 항체인, TID

를 포함하고,

상기 TID가 표적 세포 상에서 표면 분자와 상호작용하고,

상기 CAR-ID가 상기 비천연 아미노산을 통해 상기 TID에 부위-특이적으로 부착된, 스위치.

청구항 2 

제1항에 있어서, 링커를 더 포함하되,

상기 링커가 상기 TID의 비천연 아미노산에 상기 CAR-ID를 부위-특이적으로 부착시키거나, 또는

상기 링커가 하나 이상의 말단에서 아미노옥시기, 아자이드기, 사이클로옥틴기, 또는 이들의 조합을 포함하는,

스위치.

청구항 3 

제1항에 있어서, 

상기 TID가 항-CD19 항체의 단일쇄 가변 도메인(scFv)을 포함하거나; 또는

상기 TID가 항-Her2 항체의 단일쇄 가변 도메인(scFv)을 포함하는, 스위치.

청구항 4 

질병 치료 방법에 사용하기 위한 제1 키메라 항원 수용체-효과기 세포(chimeric  antigen  receptor-effector

cell: CAR-EC) 스위치로서, 

i. 상기 CAR-EC 상에서 키메라 항원 수용체와 상호작용하는 제1 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(chimeric

antigen  receptor-interacting  domain:  CAR-ID)으로서, 상기 CAR-ID는 플루오레세인 아이소티오사이아네이트

(FITC)를 포함하는, CAR-ID; 및

ii. 제1 표적 상호작용 도메인(target interacting domain: TID)으로서, 상기 TID는 비천연 아미노산을 포함하

는 항체 또는 이의 항원-결합 단편을 포함하고, 여기서 상기 항체는 항-CD19 항체 또는 항-Her2 항체인, TID

를 포함하고, 

상기 TID는 표적 세포 상에서 제1 표면 분자와 상호작용하고, 

상기 TID는 상기 비천연 아미노산을 통해 TID에 부위-특이적으로 부착된 CAR-ID를 포함하고,

상기 방법이 피검체에 상기 제1 CAR-EC 스위치를 투여하고, 추가로 상기 제1 CAR-EC 스위치의 제1 CAR-ID에 결

합하는 키메라 항원 수용체를 포함하는 제1 키메라 항원 수용체-효과기 세포를 투여하는 것을 포함하는,

질병 치료 방법에 사용하기 위한 스위치.

청구항 5 
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제4항에 있어서, 링커를 더 포함하되,

상기 링커가 상기 제1 TID의 비천연 아미노산에 대해 부위-특이적으로 상기 제1 CAR-ID를 부착시키는, 질병 치

료 방법에 사용하기 위한 스위치.

청구항 6 

제4항에  있어서,  상기  제1  TID가  단일쇄  가변  단편  (scFv)을  포함하는,  질병  치료  방법에  사용하기  위한

스위치.

청구항 7 

제4항에 있어서, 상기 제1 TID가 항-CD19 항체 또는 이의 항원-결합 단편을 포함하는, 질병 치료 방법에 사용하

기 위한 스위치.

청구항 8 

제4항에 있어서, 상기 제1 TID가 항-CD19 항체의 단일쇄 가변 단편 (scFv)을 포함하는, 질병 치료 방법에 사용

하기 위한 스위치.

청구항 9 

제4항에 있어서, 상기 제1 TID가 항-Her2 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는, 질병 치료 방법에 사용하

기 위한 스위치.

청구항 10 

제4항에 있어서, 상기 피검체에 하나 이상의 제2 CAR-EC 스위치를 투여하는 것을 추가로 포함하되,

각각의 제2 CAR-EC 스위치가

i. 효과기 세포 상에서 키메라 항원 수용체와 상호작용하는 제2 CAR-ID; 및

ii. 제2 TID로서, 상기 제2 TID는 비천연 아미노산을 포함하는 항체 또는 이의 항원-결합 단편을 포함하는, 제2

TID

를 포함하고,

상기 제2 TID는 비천연 아미노산을 통해 부위 특이적으로 부착된 제2 CAR-ID를 포함하고, 상기 제2 TID는 표적

세포 상의 표면 분자와 상호작용하며; 

각각의 제2 CAR-EC 스위치 상에 포함된 상기 제2 CAR-ID가 선택적으로 (i) 상기 제1 CAR-EC 스위치 상에 포함된

상기 제1 CAR-ID와 동일하거나, 또는 (ii) 상기 제1 CAR-EC 스위치 상에 포함된 상기 제1 CAR-ID와 상이한 제2

CAR-ID이며;

단, 상기 제2 CAR-ID가 제1 CAR-ID와 상이하면, 상기 방법은 제2 CAR-EC 스위치의 제2 CAR-ID와 상호작용하는

키메라 항원 수용체를 포함하는 제2 CAR-EC를 투여하는 것을 추가로 포함하는,

질병 치료 방법에 사용하기 위한 스위치.

청구항 11 

제10항에 있어서, 상기 제1 TID가 항-CD19 항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하고, 상기 제2 TID가 항-CD20

항체 또는 이의 항원 결합 단편을 포함하는, 질병 치료 방법에 사용하기 위한 스위치.

청구항 12 

제4항 내지 제11항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 질병이 암인, 질병 치료 방법에 사용하기 위한 스위치.

청구항 13 

제4항 내지 제11항 중 어느 한 항의 스위치를 포함하는, 암 치료 방법에 사용하기 위한 조성물.
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상호 참조[0001]

본 출원은 2013년 10월 15일자로 출원된 미국 가출원 특허 제61/891,347호; 2013년 10월 25일자로 출원된 미국[0002]

가출원 특허 제61/895,704호; 및 2014년 6월 6일자로 출원된 미국 가출원 특허 제62/009,056호의 유익을 주장하

며, 이들 기초출원은 모두 그들의 전문이 참고로서 포함된다.

배 경 기 술

노벨상 수상자인 파울 에를리히(Paul Ehrlich)에 의해 "특효약(magic bullet)"으로 일단 생각되는 면역요법은[0003]

급속도로 화학요법에 대한 매력적인 대안이 되고 있다. 구체적으로, 악성 종양 세포를 인식 및 제거하기 위해

면역계를 "재교육하는" 유전자 변형된 T 세포를 사용하는 면역요법은 초기 단계 임상 시험에서 흥미로운 결과를

생성한다. 이러한 유전자 요법은 화학요법 내성의 다양한 메커니즘을 피하며, 재발/불응성 질환에 대해 활성이

어서 치유 요법제에 대한 현실적 희망을 제공한다. 그러나, 유전자 요법 기법은 만성면역 조절장애 및 심지어

사망을 포함하는 임상에서 상당한 위험에 봉착했다. 개선된 면역요법에 대한 연구에서, 본 발명자들은 유전자

변형된 T 세포를 선택적으로 활성화 및 불활성화하는 방법을 확립하였는데, 이는 현재 임상에서 시험 중인 효과

기 요법보다 더 안전하고 더 다재다능하다.

유전자 공학처리된 키메라 항원 수용체 T 세포(CAR-T)의 양자 전달(adoptive transfer)은 종양 세포를 인식하고[0004]

제거하는 능력을 지니는 면역계를 갖추고 있다. 이 요법은 만성 림프성 백혈병(chronic lymphocytic leukemia:

CLL) 및 급성 림프구성 백혈병(acute lymphoblastic leukemia: ALL) 환자에 대한 임상 시험에서 지속적 관해를

달성하였고, 화학요법에 대한 강력한 대안으로서 빠르게 나타나고 있다. 이들 성공에도 불구하고, 이 요법은 독

성 림프구감소증 및 혈액학적 표적에 대한 만성 저감마글로불린혈증, 및 고형 종양 표적에 대해 치명적인 표적

을 벗어난 세포용해를 야기하는 CAR-T의 지속적 활성에 기인하여 심각한 안전성 문제로 고통받는다.

발명의 내용

본  명세서에서  (a)  소분자를  포함하는  키메라  항원  수용체-상호작용  도메인(chimeric  antigen  receptor-[0005]

interacting domain: CAR-ID); 및 (b) 비천연 아미노산을 포함하는 표적 상호작용 도메인(target interacting

domain: TID)을 포함하는 키메라 항원 수용체-효과기 세포(chimeric antigen receptor-effector cell: CAR-EC)

스위치가 개시된다. CAR-ID는 효과기 세포 상에서 키메라 항원 수용체(CAR)와 상호작용할 수 있다. 효과기 세포

는 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)일 수 있다. 표적 상호작용 도메인(TID)은 표적 세포 상에서 표면

분자와 상호작용할 수 있다. CAR-ID는 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 TID에 부위-특이적으로 연결될 수 있다.

CAR-ID는 TID의 비천연 아미노산에 부위-특이적으로 연결될 수 있다. TID는 항체 또는 항체 단편을 포함할 수

있다. 항체 단편은 Fab를 포함할 수 있다. 항체 또는 항체 단편은 면역글로불린의 적어도 일부를 포함할 수 있

다. CAR-EC 스위치는 링커를 추가로 포함할 수 있다. 링커는 TID에 CAR-ID를 부착시킬 수 있다. 링커는 TID에

CAR-ID를 부위-특이적으로 연결할 수 있다. 링커는 TID의 비천연 아미노산에 CAR-ID를 부위-특이적으로 연결할

수  있다.  링커는  하나  이상의  화학적  기를  통해  TID에  CAR-ID를  연결할  수  있다.  화학적  기는  옥심,

트라이아졸, 사이클로옥틴, 테트라진, 사이클로프로펜, 노보넨, 트랜스-사이클로옥텐 및 셀레노시스테인으로 이

루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 화학적 기는 링커와 TID 사이에 형성될 수 있다. 대안적으로, 또는 추가적

으로, 화학적 기는 링커와 CAR-ID 사이에 형성될 수 있다. CAR-EC 스위치는 하나 이상의 추가적인 링커를 추가

로 포함할 수 있다. 하나 이상의 추가적인 링커는 CAR-ID에 대해 추가적인 TID를 연결할 수 있다. 대안적으로,

또는 추가적으로, 하나 이상의 추가적인 링커는 추가적인 CAR-ID를 TID에 연결할 수 있다. 하나 이상의 추가적

인 링커는 TID에 컨쥬게이팅될 수 있다. 대안적으로, 하나 이상의 추가적인 링커는 CAR-ID에 컨쥬게이팅될 수

있다. 하나 이상의 추가적인 링커는 TID에 CAR-ID를 부착되는 링커에 연결할 수 있다. 링커는 약 25Å의 길이를

가질 수 있다. 링커는 CAR-ID와 TID 사이의 거리를 약 2.5Å 내지 약 100Å로 제공할 수 있다. CAR-ID는 합텐일

수 있다. CAR-ID는 FITC 또는 이의 유도체를 포함할 수 있다. CAR-ID는 DOTA, 다이나이트로페놀, 바이오틴 및

이의 유도체로부터 선택될 수 있다. TID는 비천연 아미노산을 포함하는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 폴리펩

타이드는 항체 또는 이의 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 비천연 아미노산은 폴리펩타이드가 기반으로

하거나 또는 유래된 항체 또는 단편의 아미노산 잔기를 대체할 수 있다. 폴리펩타이드는 항체의 경쇄에 기반하

거나 또는 유래될 수 있다. 비천연 아미노산은 폴리펩타이드가 기반으로 하거나 또는 유래된 항체 경쇄의 아미

노산을 대체할 수 있다. 예를 들어, 비천연 아미노산은 항체 경쇄의 세린 잔기를 대체할 수 있다. 비천연 아미

노산은 항체 경쇄 또는 이의 상동체의 세린 202를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 경쇄의 글리신 잔기

를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 경쇄 또는 이의 상동체의 글리신 68을 대체할 수 있다. 비천연 아
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미노산은 항체 경쇄의 트레오닌 잔기를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 경쇄 또는 이의 상동체의 트레

오닌 109를 대체할 수 있다. 폴리펩타이드는 항체의 중쇄에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 비천연 아미노산

은 항체 중쇄의 라이신 잔기를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 중쇄 또는 이의 상동체의 라이신 136을

대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 중쇄의 알라닌 잔기를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 중쇄

또는 이의 상동체의 알라닌 123을 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 중쇄의 세린 잔기를 대체할 수

있다. 비천연 아미노산은 항체 중쇄 또는 이의 상동체의 세린 74를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 경

쇄의 아미노산 잔기 및 항체 중쇄의 아미노산 잔기를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 경쇄의 글리신

잔기 및 항체 중쇄의 아미노산 잔기를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 경쇄의 글리신 잔기 및 항체 중

쇄의 세린 잔기를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 중쇄의 세린 잔기 및 항체 경쇄의 아미노산 잔기를

대체할 수 있다. 항체 경쇄의 글리신 잔기는 글리신 68 또는 이의 상동체일 수 있다. 항체 중쇄의 세린 잔기는

세린 74 또는 이의 상동체일 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 경쇄의 세린 잔기 및 항체 중쇄의 아미노산을 대

체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 경쇄의 세린 잔기 및 항체 중쇄의 라이신 잔기를 대체할 수 있다. 비천

연 아미노산은 항체 중쇄의 라이신 잔기 및 항체 경쇄의 아미노산 잔기를 대체할 수 있다. 항체 경쇄의 세린 잔

기는 세린 202 또는 이의 상동체일 수 있다. 항체 중쇄의 세린 잔기는 라이신 136 또는 이의 상동체일 수 있다.

TID는 항-EGFRvIII 항체, 항-CD33 항체, 항-CLL-1 항체, 항-CEA 항체, 항-CD19 항체, 항-BCMA 항체, 항-CS1 항

체 및 이의 단편으로부터 선택된 항체에 기반하거나 또는 이들로부터 유래될 수 있다. TID는 항-EGFR 항체, 항-

Her2 항체 및 이의 단편으로부터 선택될 수 있다. CAR-ID는 FITC를 포함할 수 있고, TID는 항-CD19 항체 또는

이의 단편을 포함할 수 있다. CAR-ID는 FITC를 포함할 수 있고, TID는 항-Her2 항체 또는 이의 단편을 포함할

수 있다. CAR-ID는 FITC를 포함할 수 있고, TID는 항-CS1 항체, 항-BCMA 항체, 항-CLL1 항체, 항-CD33 항체,

또는 이의 단편으로부터 선택될 수 있다. TID는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레오타이드에 의해 암호

화될 수 있다. TID는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의

해 암호화될 수 있다. TID는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 서열

번호 10 내지 17 중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한 아미노산 서열을 포함할 수 있다. TID는 서열번호

18 내지 56 중 어느 하나의 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 대해

적어도 약 70% 동일한 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 표적 세포는 암세포일 수 있다. 복수의 CAR-EC 스위치

의 순도는 적어도 약 90%일 수 있다. 복수의 CAR-EC 스위치의 동질성은 적어도 약 90%일 수 있다. 복수의 CAR-

EC 스위치의 구조적 동질성은 적어도 약 90%일 수 있다.

본 명세서에서 (a) 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 표적 상의 표면 분자에 결합하는 표적[0006]

상호작용 도메인(TID)을 포함하는, CAR-EC 스위치가 추가로 개시되되, CAR-ID 및 TID는 아마이드 결합에 의해

연결되는 2 이상의 아미노산을 포함하지 않는다. CAR-ID는 1 내지 5개의 아미노산을 포함할 수 있다. TID는 1

내지 5개의 아미노산을 포함할 수 있다. CAR-EC 스위치는 몰질량이 약 1500Da 미만일 수 있다. CAR-EC 스위치는

몰질량이 약 2500Da 미만일 수 있다. CAR-EC는 스위치 링커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 CAR-ID를 링

커에 부착시킬 수 있다. CAR-ID 및 TID는 링커를 통해 부위-특이적으로 연결될 수 있다. CAR-EC 스위치는 하나

이상의 추가적인 링커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 하나 이상의 추가적인 링커는 CAR-ID를 추가적인 TID에

연결할 수 있다. 대안적으로, 또는 추가적으로, 상기 하나 이상의 링커는 TID를 추가적인 CAR-ID에 연결할 수

있다. 하나 이상의 추가적인 링커는 TID에 컨쥬게이팅될 수 있다. 대안적으로, 하나 이상의 추가적인 링커는

CAR-ID에  컨쥬게이팅될 수 있다.  하나 이상의 추가적인 링커는 TID에  CAR-ID를  부착되는 링커에 연결할 수

있다. CAR-ID는 FITC, 다이나이트로페놀, 바이오틴 및 이의 유도체로부터 선택될 수 있다. CAR-ID는 FITC를 포

함할 수 있다. TID는 전립선 특이적 막 항원(prostate specific membrane antigen: PSMA)에 대해 적어도 50%

상동성인 표적을 결합할 수 있다. TID는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산, 소분자 콜레시스

토키닌 B 수용체 길항제, 10-량체 펩타이드 황체형성 호르몬 방출 호르몬, 엽산, 이들의 유도체, 또는 이들의

변형  형태로부터  선택될  수  있다.  TID는  2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도]  펜탄다이온산을  포함할  수

있다. TID는 엽산을 포함할 수 있다. TID는 엽산 수용체, 황체형성 호르몬 방출 호르몬 수용체 및 콜레시스토키

닌 B 수용체로부터 선택되는 수용체에 대해 적어도 50% 상동성인 표적에 결합할 수 있다. CAR-ID는 FITC를 포함

할 수 있고, TID는 전립선 특이적 막 항원(PSMA)에 대해 적어도 50% 상동성인 표면 분자에 결합할 수 있다.

CAR-ID는  FITC를  포함할  수  있고,  TID는  2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도]  펜탄다이온산을  포함할  수

있다. CAR-ID는 FITC를 포함할 수 있고, TID는 엽산 수용체에 대해 적어도 50% 상동성인 표면 분자에 결합할 수

있다. 키메라 항원 수용체-결합 구성성분은 FITC를 포함할 수 있고, TID는 엽산 또는 이들의 유도체를 포함할

수 있다. 표적은 암세포일 수 있다. 복수의 CAR-EC 스위치의 동질성은 적어도 약 90%일 수 있다.

추가로 본 명세서에서 (a) FITC 또는 이들의 유도체를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID);[0007]
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(b) 항체 또는 항체 단편을 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID); 및 (c) CAR-ID를 TID에 연결하는 링커를 포함

하는 CAR-EC 스위치가 개시된다. 항체 또는 항체 단편은 항-Her2 항체, 항-CD19 항체 또는 이의 단편으로부터

선택될 수 있다. 링커를 지니는 CAR-EC 스위치의 기하학적 구조는 링커가 없는 CAR-EC 스위치의 기하학적 구조

와 상이할 수 있다. 예를 들어, TID에 대한 CAR-ID의 각도는 링커가 없는 스위치 내의 TID에 대한 CAR-ID의 각

도와 비교할 때 링커에 의해 변용될 수 있다. 링커를 지니는 스위치 내의 CAR-ID와 TID 사이의 거리는 링커가

없는 스위치 내의 CAR-ID와 TID 사이의 거리와 다를 수 있다. 예를 들어, CAR-ID와 TID 사이의 거리는 링커가

없는 스위치 내의 CAR-ID와 TID 사이의 거리보다 링커를 지니는 스위치 내에서 더 클 수 있다.

본 명세서에서 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 활성화하기 위한 스위치가 개시되며, 상기 스위치는[0008]

(a) CAR-EC 상의 키메라 항원 수용체와 상호작용하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 비

천연 아미노산을 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하되, 상기 TID는 표적 세포 상에서 표면 분자와

상호작용한다. CAR-ID는 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 비천연 아미노산을 통해 TID에 부착될 수 있다. CAR-

ID는 TID의 비천연 아미노산에 부위-특이적으로 부착될 수 있다. 스위치 링커를 추가로 포함할 수 있다. 상기

링커는 TID에 CAR-ID를 부착시킬 수 있다. 상기 링커는 비천연 아미노산을 통해 TID에 CAR-ID를 부착시킬 수 있

다. 상기 링커는 TID의 비천연 아미노산에 CAR-ID를 부위-특이적으로 부착시킬 수 있다. 상기 링커는 2작용성

링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 동종 2작용성 링커일 수 있다. 상기

링커는 하나 이상의 말단에서 아미노옥시기, 아자이드기, 사이클로옥틴기, 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다.

상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 트라이아졸을 포함할

수 있다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. 소분자는 합텐일 수 있다. 소분자는 플루오레세인 아이소티오사이

아네이트(플루오레세인 아이소티오사이아네이트: FITC)일 수 있다. TID는 FITC의 아이소티오사이아네이트에 컨

쥬게이팅될 수 있다. 스위치는 FITC의 아이소티오사이아네이트에 컨쥬게이팅될 수 있는 링커를 추가로 포함할

수 있다. 소분자는 바이오틴일 수 있다. TID는 항체의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는

단일쇄 가변 단편(single chain variable fragment: scFv)의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다.

TID는 항-CD19 항체의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD19 항체의 단일쇄 가변 도메

인(scFv)의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD20, 항-CD22, 항-CD33, 항-BMSA, 항-

CEA, 항-CLL1, 항-CS1, 항-EGFR 및 항-Her2로 이루어진 군으로부터 선택된 항체의 적어도 일부에 기반하거나 또

는 유래될 수 있다. TID는 항-CD20, 항-CD22, 항-CD33, 항-BMSA, 항-CEA, 항-CLL1, 항-CS1, 항-EGFR 및 항-

Her2로 이루어진 군으로부터 선택된 항체의 단일쇄 가변 도메인(scFv)의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될

수 있다. TID는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레오타이드에 의해 암호화될 수 있다. TID는 서열번호 5

내지 9 중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. TID는 서열

번호 10 내지 17 중 어느 하나의 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나에

대해 적어도 약 70% 동일한 아미노산 서열을 포함할 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나의 폴리

펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한 아미노산

서열을 포함할 수 있다. 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 또는 유래된 항체의 일부에 삽입될 수 있다.

비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 또는 유래된 항체의 아미노산을 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은

p-아세틸페닐알라닌(pAcF)일 수 있다. 비천연 아미노산은 p-아지도페닐알라닌(pAzF)일 수 있다. 비천연 아미노

산은 항체의 경쇄 내로 삽입될 수 있다. 비천연 아미노산은 항체의 중쇄 내로 삽입될 수 있다.

본 명세서에서 하나 이상의 키메라 항원 수용체(CAR)를 발현시키는 키메라 항원 수용체 효과기 세포가 추가로[0009]

개시된다. 하나 이상의 CAR은 항-FITC 항체 또는 이의 단편을 포함할 수 있다. 항-FITC 항체 또는 이의 단편은

뮤린 4-4-20 scFv, 키메라 4D5Flu scFv, 뮤린 4M5.3 scFv 및 인간 FITC-E2 scFv으로부터 선택될 수 있다. CAR

은 서열번호 1 내지 4로부터 선택되는 하나 이상의 폴리뉴클레오타이드에 의해 암호화될 수 있다. CAR은 서열번

호 1 내지 4로부터 선택되는 하나 이상의 폴리뉴클레오타이드에 대해 적어도 약 70% 동일한 폴리뉴클레오타이드

에 의해 암호화될 수 있다.

본 명세서에서 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 활성화하기 위한 복수의 스위치를 포함하는 조성물이[0010]

개시되되, 복수의 스위치 중의 스위치는 (a) CAR-EC 상의 키메라 항원 수용체와 상호작용하는 키메라 항원 수용

체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 표적 세포 상에서 표면 분자와 상호작용하는 표적 상호작용 도메인(TID)을

포함하되, 스위치의 적어도 약 60%는 구조적으로 상동성이다. 스위치의 적어도 약 80%는 구조적으로 상동성일

수 있다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. 소분자는 플루오레세인 아이소티오사이아네이트(FITC)일 수 있다.

소분자는 바이오틴일 수 있다. 소분자는 다이나이트로페놀일 수 있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다. 소분자

는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체일 수 있다. 소분자는 엽산 또는 이

들의 유도체일 수 있다. TID는 항체의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 단일쇄 가변 단편
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(scFv)의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD19 항체의 적어도 일부에 기반하거나 또

는 유래될 수 있다. TID는 항-CD19 항체의 단일쇄 가변 도메인(scFv)의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될

수 있다. TID는 항-CD20, 항-CD22, 항-CD33, 항-BMSA, 항-CEA, 항-CLL1, 항-CS1, 항-EGFR 및 항-Her2로 이루어

진 군으로부터 선택된 항체의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD20, 항-CD22, 항-

CD33, 항-BMSA, 항-CEA, 항-CLL1, 항-CS1, 항-EGFR 및 항-Her2로 이루어진 군으로부터 선택된 항체의 단일쇄

가변 도메인(scFv)의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의

뉴클레오타이드에 의해 암호화될 수 있다. TID는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한

뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. TID는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 폴리펩타이드를 포

함할 수 있다. TID는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한 아미노산 서열을 포함할

수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나의 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 서열번호 18 내지

56 중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한 아미노산 서열을 포함할 수 있다. TID는 비천연 아미노산을 포함

할 수 있다. 비천연 아미노산은 p-아세틸페닐알라닌(pAcF)일 수 있다. 비천연 아미노산은 p-아지도페닐알라닌

(pAzF)일 수 있다. 복수의 스위치 중의 스위치는 링커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 TID에 CAR-ID를

부착시킬 수 있다. 상기 링커는 비천연 아미노산을 통해 TID에 CAR-ID를 부착시킬 수 있다. 상기 링커는 TID의

비천연 아미노산에 CAR-ID를 부위-특이적으로 부착시킬 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링

커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 동종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 말단

에서 아미노옥시기, 아자이드기, 사이클로옥틴기, 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나 이상

의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다.

본 명세서에서 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 활성화하기 위한 복수의 스위치를 포함하는 조성물이[0011]

개시되되, 복수의 스위치 중의 스위치는 (a) CAR-EC 상에서 키메라 항원 수용체와 상호작용하는 키메라 항원 수

용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 폴리펩타이드를 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하며, 상기

CAR-ID는 스위치의 적어도 60%에서 TID 내의 동일한 사전결정 부위에 부착된다. CAR-ID는 스위치의 적어도 80%

에서 TID 내의 동일한 사전결정 부위에 부착된다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. 소분자는 플루오레세인

아이소티오사이아네이트(FITC)일  수  있다.  소분자는  바이오틴일  수  있다.  소분자는  다이나이트로페놀일  수

있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다. 소분자는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이

들의 유도체일 수 있다. 소분자는 엽산 또는 이들의 유도체일 수 있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다. TID는

항체의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 단일쇄 가변 단편(scFv)의 적어도 일부에 기반하

거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD19 항체의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-

CD19 항체의 단일쇄 가변 도메인(scFv)의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD20, 항-

CD22, 항-CD33, 항-BMSA, 항-CEA, 항-CLL1, 항-CS1, 항-EGFR 및 항-Her2로 이루어진 군으로부터 선택된 항체의

적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD20,  항-CD22,  항-CD33,  항-BMSA,  항-CEA,  항-

CLL1, 항-CS1, 항-EGFR 및 항-Her2로 이루어진 군으로부터 선택된 항체의 단일쇄 가변 도메인(scFv)의 적어도

일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레오타이드에 의해 암호

화될 수 있다. TID는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의

해 암호화될 수 있다. TID는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 서열

번호 10 내지 17 중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한 아미노산 서열을 포함할 수 있다. TID는 서열번호

18 내지 56 중 어느 하나의 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 대해

적어도 약 70% 동일한 아미노산 서열을 포함할 수 있다. TID는 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 비천연 아미

노산은 p-아세틸페닐알라닌(pAcF)일 수 있다. 비천연 아미노산은 p-아지도페닐알라닌(pAzF)일 수 있다. 복수의

스위치 중의 스위치는 추가로 링커를 포함할 수 있다. 링커는 TID에 CAR-ID를 부착시킬 수 있다. 상기 링커는

비천연 아미노산을 통해 TID에 CAR-ID를 부착시킬 수 있다. 상기 링커는 TID의 비천연 아미노산에 CAR-ID를 부

위-특이적으로 부착시킬 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수

있다.  상기  링커는  동종  2작용성  링커일  수  있다.  상기  링커는  하나  이상의  말단에서  아미노옥시기,

아자이드기, 사이클로옥틴기, 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이

콜 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다. TID 내의 사전결정 부위는 아미노산

잔기일 수 있다. 아미노산 잔기는 비천연 아미노산일 수 있다. 비천연 아미노산은 p-아세틸페닐알라닌(pAcF)일

수 있다. 비천연 아미노산은 p-아지도페닐알라닌(pAzF)일 수 있다.

본 명세서에서 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 표적 상호작용 도메인(TID)에 부위-특이적으로[0012]

연결함으로써 CAR-EC 스위치를 생성하는 단계를 포함하는, CAR-EC 스위치의 생성방법이 개시된다. 대안적으로,

또는 추가적으로, CAR-EC 스위치를 생성하는 방법은 (a) 비천연 아미노산을 폴리펩타이드에 혼입시킴으로써 표
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적 상호작용 도메인(TID)을 생성하는 단계; 및 (b) TID를 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)과 접촉

시킴으로써 CAR-EC 스위치를 생성하는 단계를 포함할 수 있다. 상기 방법은 TID에 제1 링커를 결합시켜 TID 및

t제1 링커를 포함하는 제1 스위치 중간체를 생성하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 제1 링커는 옥심 결찰에

의해 TID에 결합될 수 있다. 상기 방법은 제2 링커를 CAR-ID에 결합시켜 CAR-ID 및 제2 링커를 포함하는 제2 스

위치 중간체를 생성하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 제2 링커는 옥심 결찰에 의해 CAR-ID에 결합될 수

있다. TID를 CAR-ID와 접촉시키는 단계는 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체와 접촉시키는 단계를 포함할

수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체와 접촉시키는 단계는 클릭 화학 반응을 수행하는 단계를 포함

할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체와 접촉시키는 단계는 첨가 환화 반응을 수행하는 단계를

포함할 수 있다. 첨가 환화 반응은 [3+2] 첨가 환화 반응일 수 있다.

본 명세서에서 (a) 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하[0013]

는 스위치를 생성하는 방법이 개시되며, 상기 방법은 (a) 제1 링커를 TID에 결합시켜 TID에 컨쥬게이트된 제1

링커를 포함하는 제1 스위치 중간체를 생성하는 단계; (b) 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 결합시킴으로써, 스위

치를 생성하는 단계를 포함한다. 상기 방법은 추가로 제2 링커를 CAR-ID에 결합시켜 CAR-ID에 컨쥬게이트된 제2

링커를 포함하는 제2 스위치 중간체를 생성할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 결합시키는 단계는 제1

스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 결합시키는 단계를 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 결합시키는 단계는

옥심 결찰을 포함할 수 있다. 제2 링커는 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중

간체에 결합시키는 단계는 첨가 환화 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커는 아자이드를 포함할 수 있다. 첨가 환

화 반응은 제2 링커의 사이클로옥틴을 제1 링커의 아자이드와 반응시키는 단계를 포함할 수 있다. 첨가 환화 반

응은 [3+2] 첨가 환화 반응을 포함할 수 있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다. 소분자는 2-[3-(1,3-다이카복시

프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체일 수 있다. 소분자는 엽산 또는 이들의 유도체일 수 있다.

TID는 항체의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 단일쇄 가변 단편(scFv)의 적어도 일부에

기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD19 항체의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는

항-CD19 항체의 단일쇄 가변 도메인(scFv)의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD20,

항-CD22, 항-CD33, 항-BMSA, 항-CEA, 항-CLL1, 항-CS1, 항-EGFR 및 항-Her2로 이루어진 군으로부터 선택된 항

체의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD20, 항-CD22, 항-CD33, 항-BMSA, 항-CEA, 항

-CLL1, 항-CS1, 항-EGFR 및 항-Her2로 이루어진 군으로부터 선택된 항체의 단일쇄 가변 도메인(scFv)의 적어도

일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레오타이드에 의해 암호

화될 수 있다. TID는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의

해 암호화될 수 있다. TID는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 서열

번호 10 내지 17 중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한 아미노산 서열을 포함할 수 있다. TID는 서열번호

18 내지 56 중 어느 하나의 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 대해

적어도 약 70% 동일한 아미노산 서열을 포함할 수 있다. TID는 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 비천연 아미

노산은 p-아세틸페닐알라닌(pAcF)일 수 있다. 비천연 아미노산은 p-아지도페닐알라닌(pAzF)일 수 있다. CAR-

ID는 플루오레세인 아이소티오사이아네이트(FITC)를 포함할 수 있다. 소분자는 바이오틴일 수 있다. 소분자는

다이나이트로페놀일 수 있다. 제1 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 제1 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다.

제1 링커는 동종 2작용성 링커일 수 있다. 제1 링커는 하나 이상의 말단에서 아미노옥시기, 아자이드기, 사이클

로옥틴기, 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다. 제1 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을 포함

할 수 있다. 제1 링커는 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 제1 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 제1 링

커는 트라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸 또는 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 제2 링

커는 2작용성 링커일 수 있다. 제2 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 제2 링커는 동종 2작용성 링커일 수

있다. 제2 링커는 하나 이상의 말단에서 아미노옥시기, 아자이드기, 사이클로옥틴기, 또는 이들의 조합을 포함

할 수 있다. 제2 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을 포함할 수 있다. 제2 링커는 사이클로옥

틴을 포함할 수 있다. 제2 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 제2 링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다.

트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸 또는 1,2,4-트라이아졸일 수 있다.

본 명세서에서 개시된 임의의 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC) 스위치를 포함하는 키트가 개시된다. 상[0014]

기 키트는 CAR-EC를 추가로 포함할 수 있다. CAR-EC는 CAR-EC 스위치의 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인

(CAR-ID)과 상호작용하는 키메라 항원 수용체(CAR)를 포함할 수 있다. CAR-EC는 CAR을 발현시키는 T 세포를 포

함할 수 있다. 키트는 본 명세서에 개시된 하나 이상의 추가적인 CAR-EC 스위치를 추가로 포함할 수 있다. CAR-

EC 스위치는 상이할 수 있다. CAR-EC 스위치는 상이한 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. CAR-EC 스

위치는 상이한 CAR-ID를 포함할 수 있다. CAR-EC 스위치는 유사할 수 있다. CAR-EC 스위치는 동일한 TID를 포함
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할 수 있다. CAR-EC 스위치는 동일한 CAR-ID를 포함할 수 있다. 

본 명세서에서 제1 스위치 중간체를 포함하는 키트가 개시된다. 제1 스위치 중간체는 키메라 항원 수용체-상호[0015]

작용 도메인(CAR-ID)을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체는 제1 링커를 추가로 포함할 수 있다. 제1 링커는

CAR-ID에 컨쥬게이팅될 수 있다. 상기 키트는 제2 스위치 중간체를 추가로 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체

는 제1 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체는 제2 링커를 추가로 포함할 수 있다.

제2 링커는 제1 TID에 컨쥬게이팅될 수 있다. 상기 키트는 CAR-EC를 추가로 포함할 수 있다. CAR-EC는 CAR-EC

스위치의 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)과 상호작용하는 키메라 항원 수용체(CAR)를 포함할 수

있다. CAR-EC는 CAR을 발현시키는 T 세포를 포함할 수 있다. 상기 키트는 하나 이상의 추가적인 스위치 중간체

를 추가로 포함할 수 있다. 하나 이상의 스위치 중간체는 하나 이상의 추가적인 CAR-ID를 포함할 수 있다. 하나

이상의 추가적인 스위치 중간체의 CAR-ID는 제1 스위치 중간체의 CAR-ID와 상이할 수 있다. 하나 이상의 추가적

인 스위치 중간체의 CAR-ID는 제1 스위치 중간체의 CAR-ID와 동일할 수 있다. CAR-ID를 포함하는 하나 이상의

추가적인 스위치 중간체는 링커를 추가로 포함할 수 있다. CAR-ID를 포함하는 하나 이상의 추가적인 스위치 중

간체의 상기 링커는 제1 스위치 중간체의 제1 링커와 상이할 수 있다. CAR-ID를 포함하는 하나 이상의 추가적인

스위치 중간체의 링커는 제1 스위치 중간체의 제1 링커와 동일할 수 있다. 대안적으로, 또는 추가적으로, 하나

이상의 스위치 중간체는 하나 이상의 추가적인 TID를 포함할 수 있다. 하나 이상의 추가적인 스위치 중간체의

TID는 제2 스위치 중간체의 TID와 상이할 수 있다. 하나 이상의 추가적인 스위치 중간체의 TID는 제2 스위치 중

간체의 TID와 동일할 수 있다. TID를 포함하는 하나 이상의 추가적인 스위치 중간체는 링커를 추가로 포함할 수

있다. TID를 포함하는 하나 이상의 스위치 중간체의 상기 링커는 제2 스위치 중간체의 제2 링커와 상이할 수 있

다. TID를 포함하는 하나 이상의 스위치 중간체의 링커는 제2 스위치 중간체의 제2 링커와 동일할 수 있다.

추가로 본 명세서에서 하기 화학식 XIII의 화합물이 개시된다:[0016]

A-L-B (화학식 XIII)[0017]

식 중:[0018]

A는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 유도체 또는 2-(4-((2-아미노-4-옥소 3,4-다이하이드[0019]

로프테리딘-6-일)메틸아미노)벤즈아미도)펜탄다이온산(엽산) 유도체이고;

L은 결합 또는 링커이며;[0020]

B는 플루오레세인 유도체 또는 바이오틴 유도체이다.[0021]

일부  실시형태에서,  화학식  XIII(A-L-B)의  A는  2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도]  펜탄다이온산[0022]

유도체이다. 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 유도체는 하기 화학식 XIV를 가질 수 있다:

[화학식 XIV][0023]

[0024]

식 중:[0025]

Q는 로 이루어진 군으로부터 선택되고:[0026]

E는 로 이루어진 군으로부터 선택되며:[0027]

X는 C1-C5알킬렌 또는 C1-C4알킬렌(C=O)-이고;[0028]
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각각의 R
1
은 수소, C1-C4 알킬, 또는 C1-C4 할로알킬로부터 독립적으로 선택된다.[0029]

2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 유도체는 하기 화학식 XIVa를 가질 수 있다:[0030]

[화학식 XIVa][0031]

.[0032]

2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도]  펜탄다이온산  유도체는  하기  화학식  IIb의  2-[3-(1,3-다이카복시프로[0033]

필)우레이도] 펜탄다이온산 유도체일 수 있다:

[화학식 XIVb][0034]

.[0035]

2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 유도체는 화학식 XIVc를 가질 수 있다:[0036]

[화학식 XIVc][0037]

.[0038]

2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 유도체는 화학식 XIVd를 가질 수 있다:[0039]

[화학식 XIVd][0040]

.[0041]

일부 실시형태에서, 화학식 XIII (A-L-B)의 A는 엽산 유도체이다. 엽산 유도체는 하기로 이루어진 군으로부터[0042]

선택될 수 있다:

[0043]

식 중:[0044]
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R
1
은 수소, C1-C4 알킬 또는 C1-C4 할로알킬이고;[0045]

각각의 R
3
은 수소, 할로겐, C1-C4 알킬 및 C1-C4 알콕시로부터 독립적으로 선택된다.[0046]

엽산 유도체는 일 수 있다.[0047]

엽산 유도체는 일 수 있다.[0048]

일부 실시형태에서, 화학식 XIII (A-L-B)의 B는 플루오레세인 유도체이다. 플루오레세인 유도체는 화학식 XV 및[0049]

화학식 XVI로부터 선택될 수 있다:

[화학식 XV][0050]

[0051]

[화학식 XVI][0052]

[0053]

식 중:[0054]

R
2
는 -C(=O)O(R

1
) 또는 -C(=O)N(R

a
)2일 수 있고;[0055]

각각의 R
a
는 수소 및 C1-C4 알킬로부터 독립적으로 선택되거나; 또는[0056]

함께 취해진 2개의 R
a
는 선택적으로 치환된 헤테로사이클릴 고리를 형성하며;[0057]

각각의 R
3
은 수소, 할로겐, C1-C4 알킬 및 C1-C4 알콕시로부터 독립적으로 선택되고;[0058]
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p는 0 내지 3이며;[0059]

R
4
는 수소, C1-C4 알킬, -C(=O)C1-C4 알킬 또는 -CH2-C(=O)OR

1
이고;[0060]

R
1
은 수소, C1-C4 알킬, 또는 C1-C4 할로알킬이다.[0061]

화학식 XV의 플루오레세인 유도체는 화학식 XVa를 가질 수 있다:[0062]

[화학식 XVa][0063]

[0064]

화학식 XVI의 플루오레세인 유도체는 화학식 XVIa를 가질 수 있다: [0065]

[화학식 XVIa][0066]

.[0067]

화학식 XIII (A-L-B)의 B는 바이오틴 유도체일 수 있다. 바이오틴 유도체는 하기로 이루어진 군으로부터 선택될[0068]

수 있다:

[0069]

화학식 XIII (A-L-B)의 L은 링커일 수 있다. 상기 링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트[0070]

라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 상기 링커는 아릴 또는 헤테로아릴을 포함할

수 있다. 상기 링커는 아릴을 포함할 수 있다. 아릴은 페닐일 수 있다. 페닐은 이치환될 수 있다. 이치환된 페

닐은 1,4-이치환된 페닐일 수 있다. 이치환된 페닐은 1,3-이치환된 페닐일 수 있다. 페닐은 삼치환될 수 있다.

페닐은 사치환될 수 있다. 치환된 페닐의 치환체 중 둘은 NO2일 수 있다. 일부 예에서, 링커는 벤질 치환체를

포함하지 않는다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 다

중 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 2 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를

포함할 수 있다. 상기 링커는 3 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 4 이상

의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 5 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를

포함할 수 있다. 상기 링커는 6 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 7 이상

의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 8 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를

포함할 수 있다. 상기 링커는 9 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 10 이상

의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 11 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를

포함할 수 있다. 상기 링커는 12 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 13 이

상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 14 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위

를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 말단에서 아마이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아
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마이드 그리고 다른 하나의 단부에서 아민을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아마이드 및 다른

하나의 단부에서 트라이아졸을 포함할 수 있다.

상기 링커는 하기로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다: [0071]

[0072]

화학식 XIII (A-L-B)은 화학식 XIIIa를 가질 수 있다:[0073]

[화학식 XIIIa][0074]

[0075]

화학식 XIIIa의 A는 일 수 있다.[0076]

화학식 XIII은 화학식 XIIIb를 가질 수 있다:[0077]

[화학식 XIIIb][0078]
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.[0079]

A는 일 수 있다.[0080]

본 명세서에서 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 활성화하기 위한 스위치 중간체가 개시되며, 상기 스[0081]

위치 중간체는 (a) 소분자를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) CAR-ID에 연결된

링커를 포함하되, 상기 CAR-ID는 CAR-EC 상에서 키메라 항원 수용체와 상호작용하고, 상기 링커는 CAR-EC와 상

호작용하는 영역을 포함하지 않고, 상기 링커는 표적 세포 상에서 표면 분자와 상호작용하는 영역을 포함하지

않는다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 동종 2

작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 말단에서 아미노옥시기, 아자이드기, 사이클로옥틴기, 또는

이들의 조합을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을 포함할 수 있다. 상

기 링커는 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커를 포함할 수 있다. 상기 링커는

트라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸 또는 1,2,4-트라이아졸을 포함할 수 있다. CAR-

ID는  플루오레세인  아이소티오사이아네이트(FITC)를 포함할 수  있다.  CAR-ID는  바이오틴을 포함할 수  있다.

CAR-ID는 다이나이트로페놀을 포함할 수 있다.

본 명세서에서 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 활성화시키기 위한 스위치 중간체가 개시되며, 스위[0082]

치 중간체는 (a) 비천연 아미노산을 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID); 및 (b) TID에 연결된 링커를 포함하

되, TID는 표적 세포 상에서 표면 분자와 상호작용하고, 상기 링커는 CAR-EC와 직접적으로 상호작용하는 영역을

포함하지 않고, 링커는 표적 세포와 직접적으로 상호작용하는 영역을 포함하지 않는다. 상기 링커는 2작용성 링

커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커를 포함할 수 있다. 상기 링커는 동종 2작용성 링커를 포함할 수

있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 4개

의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 10개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는

적어도 20개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 30개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상

기 링커는 하나의 단부에서 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아미노옥시를 포함할 수

있다. 상기 링커는 아자이드-PEG-아미노옥시 링커일 수 있다. 상기 링커는 옥심 결찰을 통해 TID에 부착될 수

있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다. 소분자는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이

들의 유도체일 수 있다. 소분자는 엽산 또는 이들의 유도체일 수 있다. TID는 항체의 적어도 일부에 기반하거나

또는 유래될 수 있다. TID는 단일쇄 가변 단편(scFv)의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는

항-CD19  항체의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD19 항체의 단일쇄 가변 도메인

(scFv)의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD20, 항-CD22, 항-CD33, 항-BMSA, 항-

CEA, 항-CLL1, 항-CS1, 항-EGFR 및 항-Her2으로 이루어진 군으로부터 선택되는 항체의 적어도 일부에 기반하거

나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD20, 항-CD22, 항-CD33, 항-BMSA, 항-CEA, 항-CLL1, 항-CS1, 항-EGFR 및

항-Her2로 이루어진 군으로부터 선택된 항체의 단일쇄 가변 도메인(scFv)의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유

래될 수 있다. TID는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레오타이드에 의해 암호화될 수 있다. TID는 서열

번호 5 내지 9 중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. TID

는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 서열번호 10 내지 17 중 어느

하나에 대해 적어도 약 70% 동일한 아미노산 서열을 포함할 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나

의 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한 아
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미노산 서열을 포함할 수 있다. TID는 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 비천연 아미노산은 p-아세틸페닐알라

닌(pAcF)일 수 있다. 비천연 아미노산은 p-아지도페닐알라닌(pAzF)일 수 있다.

본 명세서에서 본 명세서에 개시된 하나 이상의 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC) 스위치 또는 이의 약[0083]

제학적  조성물을  치료가  필요한  대상체에게  투여하는  단계를  포함하는  병태를  치료하는  방법이  추가로

개시된다. 상기 방법은 키메라 항원 수용체(CAR)를 포함하는 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 치료가

필요한 대상체에게 투여하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. CAR-EC 스위치와 CAR-EC는 동시에 투여될 수 있다.

CAR-EC 스위치 및 CAR-EC는 순차적으로 투여될 수 있다. CAR은 CAR-EC 스위치의 키메라 항원 수용체-상호작용

도메인(CAR-ID)과 상호작용할 수 있다. CAR-ID는 플루오레세인 유도체 또는 바이오틴 유도체를 포함할 수 있다.

CAR-EC 스위치는 표적-상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다. 소분자는 2-

[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체일 수 있다. 소분자는 엽산 또는 이들의

유도체일 수 있다. TID는 항체의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 단일쇄 가변 단편

(scFv)의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD19 항체의 적어도 일부에 기반하거나 또

는 유래될 수 있다. TID는 항-CD19 항체의 단일쇄 가변 도메인(scFv)의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될

수 있다. TID는 항-CD20, 항-CD22, 항-CD33, 항-BMSA, 항-CEA, 항-CLL1, 항-CS1, 항-EGFR 및 항-Her2로 이루어

진 군으로부터 선택된 항체의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD20, 항-CD22, 항-

CD33, 항-BMSA, 항-CEA, 항-CLL1, 항-CS1, 항-EGFR 및 항-Her2로 이루어진 군으로부터 선택된 항체의 단일쇄

가변 도메인(scFv)의 적어도 일부에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의

뉴클레오타이드에 의해 암호화될 수 있다. TID는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한

뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. TID는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 폴리펩타이드를 포

함할 수 있다. TID는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한 아미노산 서열을 포함할

수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나의 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID 서열번호 18 내지 56

중 어느 하나에 대해 적어도 약 70% 동일한 아미노산 서열을 포함할 수 있다. TID는 비천연 아미노산을 포함할

수  있다.  비천연  아미노산은  p-아세틸페닐알라닌(pAcF)일  수  있다.  비천연  아미노산은  p-아지도페닐알라닌

(pAzF)일 수 있다. 스위치는 링커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는

이종 2작용성 링커를 포함할 수 있다. 상기 링커는 동종 2작용성 링커를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나 이

상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 4개의 PEG 서브유닛을 포함할

수 있다. 상기 링커는 적어도 10개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 20개의 PEG 서브유닛

을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 30개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서

아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아미노옥시를 포함할 수 있다. 상기 링커는 아자이드

-PEG-아미노옥시 링커일 수 있다. CAR은 항-FITC 항체 또는 이의 단편을 포함할 수 있다. 병태는 암일 수 있다.

본 며엣서에서 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID) 및 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하는 제1 키[0084]

메라 항원 효과기 세포(CAR-EC) 스위치를 치료가 필요한 대상체에게 투여하는 단계를 포함하는 질환 또는 병태

를 치료하는 방법이 개시된다. 상기 방법은 CAR-EC 스위치에 결합하는 키메라 항원 수용체(CAR)을 포함하는 키

메라 항원 수용체 효과기 세포(CAR-EC)를 대상체에게 투여하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. CAR-EC 스위치와

CAR-EC는 동시에 투여될 수 있다. CAR-EC  스위치 및 CAR-EC는 순차적으로 투여될 수 있다. 상기 방법은 제2

CAR-EC 스위치를 투여하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 제1 CAR-EC 스위치는 제1 표적 상에서 제1 표면 분자

에 결합될 수 있고, 제2 CAR-EC 스위치는 제2 표적 상에서 제2 표면 분자에 결합할 수 있다. 제1 스위치 및 제2

스위치는 동시에 투여될 수 있다. 제1 스위치 및 제2 스위치는 순차적으로 투여될 수 있다. 제1 표면 분자와 제

2 표면 분자는 상이할 수 있다. 제1 표면 분자와 제2 표면 분자는 동일할 수 있다. 제1 표적과 제2 표적은 상이

할 수 있다. 제1 표적과 제2 표적은 동일할 수 있다. 제1 표면 분자와 제2 표면 분자는 상이한 표적 상에 있을

수 있다. 제1 표면 분자와 제2 표면 분자 동일한 표적일 수 있다. 제1 CAR-EC 스위치와 제2 CAR-EC 스위치는

CAR-EC 상에서 동일한 키메라 항원 수용체(CAR)에 결합할 수 있다. 상기 방법은 하나 이상의 추가적인 CAR-EC를

투여하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. CAR-EC는 동일할 수 있다. CAR-EC는 상이할 수 있다. CAR-EC는 T

세포, 효과기 B 세포, 자연 살해 세포, 대식세포 및 이의 전구체로부터 선택될 수 있다. CAR-EC는 T 세포일 수

있다. T 세포는 나이브 T 세포, 기억 줄기 세포 T 세포, 중추 기억 T 세포, 효과기 기억 T 세포, 헬퍼 T 세포,

CD4+ T 세포, CD8+ T 세포, CD8/CD4+ T 세포, αβ T 세포, γδ T 세포, 세포독성 T 세포, 자연 살해 T 세포,

자연 살해 세포, 대식세포로부터 선택될 수 있다. CAR-EC의 CAR은 항체 또는 이의 단편을 포함할 수 있다. 항체

는 항-FITC 항체 또는 이의 단편을 포함할 수 있다. 이의 단편은 scFv일 수 있다. CAR-EC의 CAR은 서열번호 1

내지 4로부터 선택된 하나 이상의 폴리뉴클레오타이드에 의해 암호화될 수 있다. CAR은 서열번호 1 내지 4로부

터 선택된 하나 이상의 폴리뉴클레오타이드에 대해 적어도 약 70% 동일한 폴리뉴클레오타이드에 의해 암호화될
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수 있다. 병태는 암일 수 있다. 암은 재발성 암, 난치성 암, 교모세포종, 난소암, 전립선암, 호르몬 난치 전립

선암 및 유방암으로부터 선택될 수 있다. 암은 액체 종양 또는 고형 종양으로부터 선택된 종양을 포함할 수 있

다. 암은 이종성 종양을 포함할 수 있다. 암은 혈액학적 악성종양일 수 있다. 혈액학적 악성종양은 급성 림프구

성 백혈병, B 세포 림프종, 맨틀 세포 림프종, B 세포 림프구성 백혈병, 미만성 거대 세포 림프종, 여포성 림프

종 및 다발성 골수종으로부터 선택될 수 있다. 혈액학적 악성종양은 B 세포 악성종양일 수 있다. 혈액학적 악성

종양은 CD19-양성 혈액학적 악성종양일 수 있다. 상기 병태는 감염일 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 FITC-계 전환가능한(switchable) CAR-EC 플랫폼의 비제한적 예를 도시한 도면.[0085]

도 2a는 비천연 아미노산 p-아세틸페닐알라닌(pAcF)으로 대체될 수 있는 천연 아미노산 부위의 비제한적 예와

함께 항-CD19 Fab를 포함하는 개략적 표적 상호작용 도메인(TID)을 도시한 도면. HC는 중쇄를 나타내고, LC는

경쇄를 나타낸다.

도 2b는 옥심 반응 다음에 "클릭" 반응으로 이루어진 2 단계 컨쥬게이션 반응을 도시한 도면, 이때 p-아세틸페

닐알라닌(pAcF) 잔기의 케톤은 이종 2작용성 N3-TEG-ONH2 링커를 지니는 단백질을 변형시키기 위한 화학적 조작

으로서 사용된다. 이 도식에서, FITC는 사이클로옥틴 내 링커에 의해 변형되는데, 이는 변형 단백질에 대해 분

명해질 수 있다.

도 3은 E:T 비 10:1에서 24 시간 인큐베이션 동안 FITC-CAR-EC 세포독성 분석으로부터의 결과를 도시한 도면.

도 3a는 LC S202에 컨쥬게이션된 항-CD19 FITC 스위치를 지니는 IM-9 세포에 대한 4개 FITC-CAR-EC 작제물의

세포독성을 도시한 도면. 도 3b는 LC S202에서 컨쥬게이션된 항-CD19 FITC 스위치를 지니는 K562 세포에 대한 4

개 FITC-CAR-EC 작제물의 세포독성을 도시한 도면. 도 3c는 HC K136, LC S202, 또는 둘 다에서 컨쥬게이션된 또

는 비특이적으로(예를 들어, 무작위) 컨쥬게이션된 FITC 스위치를 지니는 IM-9 세포에 대한 FITC-CAR-EC 4M5.3

의 세포독성을 도시한 도면. 도 3d는 LC S202에서 또는 비특이적으로(예를 들어, 무작위) 컨쥬게이션된 Her2 스

위치를 지니는 SKBR3 세포에 대한 FITC-CAR-EC 4M5.3의 세포독성을 도시한 도면. LC는 경쇄를 나타낸다.

도 4a는 p-아지도페닐알라닌(pAzF)을 통한 컨쥬게이션의 도식을 도시한 도면. pAzF 비천연 아미노산은 사이클로

옥틴 링커에 의해 변형된 FITC 분자에 대한 단일 단계 "클릭" 컨쥬게이션을 위한 단백질 구성원(proteinogenic)

기질을 생성하기 위해 항-CD19 내로 혼입된다.

도 4b는 3마리 마우스 모델에서 CAR-EC의 효능을 시험하기 위한 순서도를 도시한 도면.

도 5a는 TriA 링커에 의해 연결되는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도]펜탄다이온산 및 FITC의 구조를 도시

한 도면. 

도 5b는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도]펜탄다이온산-TriA-FITC CAR-EC 스위치의 합성 반응식을 도시한

도면.

도 5c는 P-TriA-FITC의 연속희석에 의해 C4-2 (PSMA+) 전립선 암세포를 표적화하는 항-FITC-CAR T 세포의 24시

간 세포독성 분석에 대한 결과를 도시한 도면. 각각의 농도를 3회 중복해서 수행하였다. 결과를 세포독성의 평

균 백분율로 나타낸다.

도 6a는 엽산-FITC 스위치의 구조를 도시한 도면. 

도 6b 내지 도 6c는 엽산-FITC 스위치의 여러 가지 농도의 존재 하에 KB (FR+)(도 6b) 또는 A549(FR-)(도 6c)

표적 세포와 함께 공동 인큐베이션시킨 항-FITC-CAR-EC의 시험관내 세포독성 분석에 대한 결과를 도시한 도면.

각각의 농도를 3회 중복해서 수행하였다. 결과를 세포독성의 평균 백분율로 나타낸다.

도 7은 CCK2R 길항제 Z360을 도시한 도면.

도 8은 천연 LHRH(황체형성 호르몬 방출 호르몬)의 단백질분해에 안정한 형태인 [D-Lys6]-LHRH를 도시한 도면.

도 9a는 비천연 아미노산을 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 생성하기 위해 p-아지오페닐알라닌(pAzF)의

혼입을 위한 항-CD19 항체에서 돌연변이 부위를 도시한 도면.

도 9b는 클릭 반응을 통해 돌연변이된 Fab를 포함하는 다양한 표적 상호작용 도메인에 대한 FITC-링커 중간체의

1-단계, 부위-특이적 컨쥬게이션을 도시한 도면.
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도 10A 내지 도 10N은 FITC-항-CD19 항체 스위치의 ESI-MS 스캔을 도시한 도면.

도 11은 FITC-항-CD19 항체 스위치의 SDS-PAGE 크기-배제 크로마토그래피를 도시한 도면.

도 12는 유세포분석기에 의해 측정한 바와 같은 FITC-항-CD19 항체 스위치의 세포독성을 도시한 도면.

도 13은 P-TriA-FITC-계 스위치 및 항-FITC-CART 세포로 처리한 마우스에서 PSMA-양성 종양 퇴행(regression)

을 도시한 도면.

도 14A 내지 도 14I는 예시적인 스위치의 도식을 도시한 도면.

도 15A 내지 도 15H는 예시적인 스위치 중간체의 도식을 도시한 도면.

도 16은 스위치를 생성하는 예시적인 도식을 도시한 도면.

도 17A 내지 도 17C는 CAR-EC 조절자 및 CAR-EC의 도식을 도시한 도면.

도 18는 예시적인 링커를 도시한 도면.

도 19는 이종 2작용성 링커를 도시한 도면.

도 20는 2작용성 링커를 합성하기 위한 일반적 반응식을 도시한 도면.

도 21는 크기 배제 크로마토그래피에 의해 정제되고 SDS-PAGE에 의해 특성규명된 FITC-항-CD19 항체 컨쥬게이트

를 도시한 도면.

도 22는 FITC-항-CD19 항체 컨쥬게이트를 위한 ESI-MS를 도시한 도면.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

현재의 CAR-T 요법은 다루기 힘든 방법 및 허용될 수 없는 안전성 위험을 겪고 있다. 이들 주된 제한은 종종[0086]

CAR-T 활성을 제어하는 불충분한 방법의 결과이다. 예를 들어, 현재의 항-CD19 CAR-T 요법은 지속적인 B 세포

무형성증을 초래한다. CAR-T의 활성을 제어하는 스위치의 도입은 신생 세포가 제거되고 B 세포가 재증식되게 한

후에 반응이 꺼지게 한다. 최근의 전임상 연구는 CAR-T 시스템이 항체-기반 스위치를 통해 제어될 수 있다는 것

을 입증하였으며, 여기서 항체는 표적 세포(예를 들어, 암세포)에 결합하여 활성을 멎게 할 수 있다. 이들 시스

템은 CAR-T를 이용하여 전환가능한 표적 종양을 개념적으로 허용하지만, 그들은 항체의 비특이적 표지와 같은

일련의 제한을 겪는다. 시스테인 또는 라이신을 이용하는 항체의 비특이적 표지는 종종 비-작용성일 수 있고,

잠재적으로 면역원성인 변용된 약동학을 갖고/갖거나 최적화되기 어려운 변이체를 포함하는 이종성 산물을 생성

한다. 추가로, 단일 항체 상에서 다중 CAR-T-결합 영역을 포함하는 항체-기반 스위치는 비-특이적 활성화를 야

기할 수 있는 T 세포에 대해 다가 기질을 생성한다.

키메라 항원 수용체(CAR)의 면역원성이 또한 문제이다. 예를 들어, CAR-T 세포 표면 상에서 일부 외래 단백질[0087]

(예를 들어, 아비딘)의 발현은 원치않는 면역 반응을 활성화시킬 수 있다. 더 나아가, CAR에 의한 신호 전달은

표적(예를 들어, 암세포) 상에서 가장 큰 원치않는 효과를 생성하도록 최적화될 수 있다.

정확한 기하학적 구조를 지니는 동종의 CAR-T 세포 스위치를 개발함에 있어서, 제어된 활성 및 특이성은 악성[0088]

종양을 근절하는 한편, 안전하고 제어가능한 치료를 유지하는데 필수적인 효능 및 지속성을 갖는 CAR-T 요법을

개발하는데 중요할 수 있다. 본 명세서에 개시된 조성물, 방법, 플랫폼 및 키트는 이들 필요를 처리한다.

본  명세서에서  키메라  항원  수용체-효과기  세포(CAR-EC)의  활성을  조절하는데  사용하기  위한  스위치가[0089]

개시된다. 일반적으로, 스위치는 (a) 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 표적 상호작용 도메

인(TID)을 포함한다. 스위치는 하나 이상의 링커를 추가로 포함할 수 있다. TID는 폴리펩타이드에 기반하거나

또는 유래될 수 있다. 폴리펩타이드는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함하도록 변형될 수 있다. TID는 소분

자를 포함할 수 있다. 일부 예에서, TID는 아마이드 결합에 의해 연결된 2 이상의 아미노산을 포함하지 않는다.

CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. 일부 예에서, CAR-ID는 아마이드 결합에 의해 연결된 2 이상의 아미노산을

포함하지 않는다.

본 명세서에서 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)의 활성을 조절하기 위한 스위치가 개시되며, 스위치는[0090]

(a) CAR-EC 상에서 키메라 항원 수용체와 상호작용하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b)

비천연 아미노산을 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하되, TID는 표적 세포 상에서 표면 분자와 상호
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작용한다.

본 명세서에서 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)의 활성을 조절하기 위한 스위치가 개시되며, 스위치는[0091]

(a)CAR-EC 상에서 키메라 항원 수용체와 상호작용하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 표

적 세포 상에서 표면 분자와 상호작용하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하되, CAR-ID 및 TID는 아마이드

결합에 의해 연결된 2 이상의 아미노산을 포함하지 않는다.

본 명세서에서 다양한 질환 및 병태의 치료에 대해 유용한 효과기 세포(CAR-EC)를 발현시키는 키메라 항원 수용[0092]

체 및 효과기 세포 스위치(CAR-EC 스위치)를 발현시키는 키메라 항원 수용체가 개시된다. CAR-EC 스위치는 (a)

소분자를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 항체 또는 항체 단편을 포함하는 표적

상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. 항체 또는 항체 단편은 단편 항체-결합(Fab 단편) 또는 전장 항체를

포함할 수 있다. 

본 명세서에서 (a) 제1 소분자를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 제2 소분자를[0093]

포함하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하는 CAR-EC 스위치가 추가로 개시된다. 

키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)의 활성을 조절하기 위한 복수의 스위치를 포함하는 조성물이 본 명세[0094]

서에서 개시되되, 복수의 스위치 중의 스위치는 (a) CAR-EC 상에서 키메라 항원 수용체와 상호작용하는 키메라

항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 표적 세포 상에서 표면 분자와 상호작용하는 표적 상호작용 도메

인(TID)을 포함하되, 스위치의 적어도 약 60%는 구조적으로 상동성이다.

본 명세서에서 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)의 활성을 조절하는 복수의 스위치를 포함하는 조성물이[0095]

개시되되, 복수의 스위치 중의 스위치는 (a) CAR-EC 상에서 키메라 항원 수용체와 상호작용하는 키메라 항원 수

용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 폴리펩타이드를 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하되, CAR-

ID는 스위치의 적어도 60%에서 TID의 동일한 아미노산 잔기에 부착된다.

본 명세서에 개시된 스위치 및 스위치 중간체를 생성하는 방법은 CAR-EC 세포 활성의 제어, 표적을 벗어난 반응[0096]

성의 적정, 종양 용해 증후군(TLS)의 폐기, 사이토카인 방출 증후군(CRS)의 약화, 및/또는 친화도에 의한 CAR-

EC 스위치 결합의 최적화, 원자가, 기하학적 구조, 링커 길이 및/또는 CAR-EC 스위치 구성성분/영역의 링커 화

학 부위-특이적 컨쥬게이션을 유리하게 제공할 수 있다. 

본 명세서에서 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)의 활성을 조절하기 위한 스위치를 생성하는 방법이 개[0097]

시된다. 상기 방법은 (a) 비천연 아미노산을 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 얻는 단계; 및 (b) 키메라

항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 TID에 부착함으로써 스위치를 생성하는 단계를 포함할 수 있다.

본 명세서에서 (a) 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 표적 상호작용 도메인(TID)과 접촉시키는 단[0098]

계; 및 (b) CAR-ID를 TID 상의 사전결정 부위에 부착시킴으로써 스위치를 생성하는 단계를 포함하는 키메라 항

원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)의 활성을 조절하기 위한 스위치의 생성방법이 추가로 개시된다.

본 명세서에서 (a) 복수의 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 복수의 표적 상호작용 도메인(TID)과[0099]

접촉시키는 단계; 및 (b) 복수의 CAR-ID의 하나 이상의 CAR-ID를 복수의 TID 중 하나 이상의 TID에 부착함으로

써, 복수의 스위치를 생성하는 단계를 포함하는, 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)의 활성을 조절하기

위한 스위치의 생성방법이 추가로 개시되되, 스위치의 적어도 약 60%는 구조적으로 상동성이다.

본 명세서에서 (a) 복수의 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 복수의 표적 상호작용 도메인(TID)과[0100]

접촉시키는 단계; 및 (b) 복수의 CAR-ID 중의 CAR-ID를 복수의 TID 중의 TID에 부착함으로써 복수의 스위치를

생성하는 단계를 포함하는 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)의 활성을 조절하기 위한 스위치의 생성방법

이 추가로 개시되되, CAR-ID는 스위치의 적어도 60%에서 TID의 동일한 아미노산 잔기에 부착된다.

추가로 본 명세서에서 (a) L1을 X에 결합하여 화학식 IIA: L1-X의 제1 중간체를 생성하는 단계(식 중: i. X는[0101]

효과기 세포 상에서 키메라 항원 수용체와 상호작용하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 포함하

고; ii. L1은 X에 결합되기 전에 제1 링커를 포함함); (b) L2를 Y에 결합시켜 화학식 VA: Y-L2의 제2 중간체를

생성하는 단계(식 중: i. Y는 표적 세포 상에서 표면 분자와 상호작용하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하

고; ii. L2는 X에 결합되기 전에 제2 링커를 포함함); 및 (c) 제1 중간체를 제2 중간체에 연결함으로써 화학식

IV(X- L1-L2-Y ) 또는 화학식 IVA (Y-L2-L1-X)의 스위치를 생성하는 단계를 포함하는 화학식 IV: X- L1-L2-Y

또는 화학식 IVA: Y-L2-L1-X의 스위치를 생성하는 방법이 개시된다.

본 명세서에서 스위치 중간체가 개시된다. 스위치 중간체는 (a) 소분자를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작[0102]
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용 도메인(CAR-ID); 및 (b) CAR-ID에 연결되는 링커를 포함할 수 있되, CAR-ID는 CAR-EC 상에서 키메라 항원

수용체와 상호작용하고, 상기 링커는 CAR-EC와 상호작용하는 영역을 포함하지 않으며, 상기 링커는 표적 세포

상에서 표면 분자와 상호작용하는 영역을 포함하지 않는다.

추가로 본 명세서에서 (a) 소분자를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) CAR-ID에[0103]

연결되는 링커를 포함하는, 스위치 중간체가 개시되되, CAR-ID는 CAR-EC 상에서 키메라 항원 수용체와 상호작용

하고, 링커는 하나 이상의 말단에서 아미노옥시기, 아자이드기 및/또는 사이클로옥틴기를 포함한다.

추가로 본 명세서에서, (a) 비천연 아미노산을 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID); 및 (b) TID에 연결된 링커[0104]

를 포함하는 스위치 중간체가 개시되되, TID는 표적 세포 상에서 표면 분자와 상호작용하고, 상기 링커는 CAR-

EC와 직접 상호작용하는 영역을 포함하지 않으며, 상기 링커는 표적 세포와 직접 상호작용하는 영역을 포함하지

않는다.

추가로 본 명세서에서 (a) 폴리펩타이드를 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID) 또는 소분자; 및 (b) TID에 연[0105]

결된 링커를 포함하는 스위치 중간체가 개시되되, TID는 표적 세포 상에서 표면 분자와 상호작용하고, 상기 링

커는 하나 이상의 말단에서 아미노옥시기, 아자이드기 및/또는 사이클로옥틴기를 포함한다.

추가로 본 명세서에서 (a) 표적 상호작용 도메인(TID)을 링커와 접촉시키는 단계; 및 (b) 상기 링커를 TID에 부[0106]

착함으로써 스위치 중간체를 생성하는 단계를 포함하는, 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)의 활성을 조

절하기 위한 스위치 중간체를 생성하는 방법이 개시되되, 상기 링커는 하나 이상의 말단에서 아미노옥시기, 아

자이드기 및/또는 사이클로옥틴기를 포함한다.

추가로 본 명세서에서 (a) 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 링커와 접촉시키는 단계; 및 (b) 상[0107]

기 링커를 CAR-ID에 부착함으로써 스위치 중간체를 생성하는 단계를 포함하는 키메라 항원 수용체-효과기 세포

(CAR-EC)의 활성을 조절하기 위한 스위치 중간체를 생성하는 방법이 개시되되, 상기 링커는 하나 이상의 말단에

서 아미노옥시기, 아자이드기 및/또는 사이클로옥틴기를 포함한다.

추가로 본 명세서에서 보편적 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC) 플랫폼이 개시된다. CAR-EC 플랫폼은 하[0108]

나 이상의 CAR-EC 스위치, CAR-ECs, CAR-EC 중간체, 및 링커를 포함할 수 있다. CAR-EC는 스위치에 대해 초 고

친화도 항체 또는 항체 단편(예를 들어 scFv)을 포함하는 키메라 항원 수용체(CAR)를 포함할 수 있다.

추가로 본 명세서에서 CAR-EC 스위치를 치료가 필요한 대상체에게 투여하는 단계를 포함하는 질환 또는 병태의[0109]

치료방법이  개시된다.  상기  방법은  CAR-EC를  치료가  필요한  대상체에게  투여하는  단계를  추가로  포함할  수

있다. CAR-EC 스위치는 스위치의 투여를 제어함으로써 적정가능한 반응, 개선된 안전성 및/또는 CAR-EC 세포 활

성의 중단을 제공할 수 있다. CAR-T 세포 활성을 제어할 때 CAR-T 활성을 "끄는" 이전의 접근과 대조적으로, 본

명세서에 개시된 CAR-EC 스위치는 일반적으로 CAR-EC 활성체 또는 "켜짐” 스위치로서 기능한다.

본 명세서에서 치료가 필요한 대상체의 질환 또는 병태를 치료하는 방법이 개시되며, 상기 방법은 (a) 키메라[0110]

항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID) that CAR-EC 상에서 키메라 항원 수용체와 상호작용하는; 및 (b) 비천연

아미노산을 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하는 스위치를 대상체에게 투여하는 단계를 포함하되,

TID는 표적 세포 상에서 표면 분자와 상호작용한다.

추가로 본 명세서에서 암을 지니는 대상체에서 사용하기 위한 약제학적 조성물의 제조에서 스위치의 용도가 개[0111]

시되며, 상기 스위치는 (a) CAR-EC 상에서 키메라 항원 수용체와 상호작용하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도

메인(CAR-ID); 및 (b) 비천연 아미노산을 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하되, 상기 TID는 표적 세

포 상에서 표면 분자와 상호작용한다.

CAR-EC 플랫폼, CAR-EC 스위치 및 CAR-EC를 생성하는 방법, 키트 및 조성물이 제공된다. 본 명세서에서 개시된[0112]

방법, 키트 및 조성물은 효과기 세포를 활성화하기 위해 사용될 수 있다. 예를 들어, CAR-EC 스위치의 키메라

항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)은 효과기 세포 상에서 키메라 항원 수용체(CAR)와 상호작용할 수 있고,

CAR-스위치의 표적 상호작용 도메인(TID)은 표적 상의 표면 분자와 상호작용함으로써 효과기 세포를 활성화하고

효과기 세포의 활성을 표적에 보낼 수 있다. 이들 방법, 키트 및 조성물은 다수의 질환에서 치료적 용도를 발견

할 수 있다. CAR-EC 플랫폼은 상이한 길이, 원자가, 배향, 링커, CAR-ID 및 TID를 지니는 다양한 CAR-EC 스위치

를 생성하기 위해 사용될 수 있다. CAR-EC 스위치의 가변성은 다양한 질환 및 병태의 치료에서 CAR-EC 스위치의

최적화를 위해 사용될 수 있다. 예를 들어, 이종성 종양 및 혈액 세포 악성종양(예를 들어 급성 림프구성 백혈

병 및 만성 림프성 백혈병)은 특정 표적을 위해 최적화된 CAR-EC 및 CAR-EC 스위치를 이용하여 더 효과적으로

치료될 수 있다. 이종성 종양은 또한 하나 이상의 종양 항원을 표적화하는 다중 CAR-EC 스위치를 이용하여 더
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효과적으로 치료될 수 있다. 앞에서 본 CAR-EC 요법과 달리, 본 발명은 모두는 아니지만 다수에 대해, 이러한

최적화를 제공한다. 본 발명의 이들 및 다른 목적, 이점 및 특징은 이하에 더 완전하게 기재하는 조성물, 방법

및 키트의 상세한 설명을 읽을 때 당업자에게 명확하게 될 것이다.

달리 구체화되지 않는 한, 본 명세서에서 사용되는 용어 "스위치" 및 "CAR-EC 스위치"는 상호호환적으로 사용되[0113]

고, 소분자-항체 스위치, 합텐-항체 스위치 및/또는 소분자 스위치를 지칭할 수 있다. 합텐-항체 스위치 또는

합텐-소분자 스위치의 항체 일부는 항체의 적어도 일부 또는 전체 항체를 포함할 수 있다. 예를 들어, 합텐-항

체 스위치의 항체 일부는 중쇄의 적어도 일부, 경쇄의 일부, 가변 영역의 일부, 불변 영역의 일부, 상보성 결정

영역(complementarity determining 영역: CDR)의 일부, 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다. 소분자 항체 스위

치 및/또는 합텐 항체 스위치의 항체 부분은 Fc(단편, 결정성) 영역의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 소분자

항체 스위치 및/또는 합텐 항체 스위치의 항체 부분은 상보성 결정 영역(예를 들어, CDR1, CDR2, CDR3)의 적어

도 일부를 포함할 수 있다. 소분자 항체 스위치 및/또는 합텐 항체 스위치의 항체 부분은 Fab(단편, 항원-결합)

영역의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 합텐-항체 스위치는 합텐-Fab 스위치일 수 있다.

본 방법에 앞서, 키트 및 조성물은 더 상세하게 기재되며, 본 발명은 기재되는 특정 방법, 키트 또는 조성물로[0114]

제한되지 않는다는 것이 이해되어야 하며, 이들은 물론 변할 수 있다. 또한 본 명세서에서 사용되는 용어는 단

지 특정 실시형태를 기재하는 목적을 위한 것이며, 본 발명의 범주는 첨부하는 청구범위에 의해서만 제한될 것

이기 때문에, 제한하는 것으로 의도되지 않는다는 것이 이해되어야 한다. 실시예는 본 발명을 제조 및 사용하는

방법의 완전한 개시내용 및 설명을 당업자에게 제공하기 위해 제시하며, 본 발명자들이 그들의 발명으로 여기는

것의 범주를 제한하는 것으로 의도되어서도 안 되고, 이하의 실험이 수행되는 모든 또는 유일한 실험이라는 것

을 나타내는 것으로 의도되어서도 안 된다. 사용한 숫자(예를 들어, 양, 온도 등)에 관한 정확성을 보장하기 위

한  노력을  하였지만,  일부  실험적  오차  및  편차는  고려되어야  한다.  달리  표시되지  않는  한,  부분은

중량부이며, 분자량은 평균 분자량이고, 온도는 섭씨이며, 압력은 대기압이거나 대기압 근처이다.

값의 범위를 제공하는 경우 달리 명확하게 표시되지 않는 한, 하한 단위의 1/10까지 해당 범위의 상한과 하한[0115]

사이의 각각의 개재 값은 또한 구체적으로 개시된 것으로 이해된다. 언급한 범위 내의 임의의 언급된 값 또는

개재 값과 해당 언급 범위 내의 임의의 다른 언급한 또는 개재된 값 사이의 각각의 더 작은 범위는 본 발명 내

에 포함된다. 이들 더 작은 범위의 상한과 하한은 해당 범위에서 독립적으로 포함 또는 제외될 수 있고, 제한

중 하나이거나, 둘 다 아니거나, 또는 둘 다인 경우의 각각의 범위는 더 작은 범위에 포함되며, 또한 본 발명

내에서 언급된 범위 내에 포함되고, 임의의 구체적으로 제외되는 제한을 받는다. 언급된 범위가 제한 중 하나

또는 둘 다를 포함하는 경우, 이들 포함된 제한 중 하나 또는 둘 다를 제외하는 범위가 또한 본 발명에 포함된

다.

달리 정의되지 않는 한, 본 명세서에서 사용되는 모든 기술적 및 과학적 용어는 본 발명이 속하는 당업자에 의[0116]

해 통상적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 가진다. 본 명세서에 기재된 것과 유사하거나 또는 동일한 임의의

방법 및 물질이 본 발명의 실행 또는 시험에서 사용될 수 있지만, 일부 잠재적이고 바람직한 방법 및 물질이 이

제 기재된다. 본 명세서에 언급된 모든 간행물은 인용되는 간행물과 관련하여 방법 및/또는 물질을 개시 및 기

재하기 위해 본 명세서에 참고로 포함된다. 본 개시내용은 포함된 임의의 개시내용을 상충되는 정도로 대체한다

는 것을 이해한다.

본 개시내용을 읽을 때 당업자에게 명백할 바와 같이, 본 명세서에 기재 및 예시된 개개의 실시형태 각각은 본[0117]

발명의 범주 또는 정신으로부터 벗어나는 일 없이 임의의 다른 몇몇 실시형태의 특징으로부터 용이하게 분리되

거나 또는 조합될 수 있는 별도의 구성성분 및 특징을 가진다. 임의의 인용된 방법은 나열된 사건의 순서로 또

는 논리적으로 가능한 임의의 다른 순서로 수행될 수 있다.

본 명세서에서 사용되고 첨부하는 청구범위에서 사용되는 바와 같은 단수 형태는 달리 문맥에서 명확하게 표시[0118]

하지 않는 한 복수의 대상을 포함하는 것이 주목되어야 한다. 따라서, 예를 들어, "세포"에 대한 언급은 복수의

이러한 세포를 포함하고, "펩타이드"에 대한 언급은 하나 이상의 펩타이드 및 이의 동등물, 예를 들어, 당업자

에게 공지된 폴리펩타이드 등에 대한 언급을 포함한다.

본 명세서에 논의된 간행물은 본 출원의 출원일 전의 그들의 개시내용에 대해서만 제공된다. 본 명세서에서 본[0119]

발명은  이러한  간행물을  선행  발명이라는  이유로  선행한다는  자격을  부여하는  용인으로서  해석되어서는  안

된다. 추가로, 제공되는 간행물의 일자는 독립적으로 확인될 필요가 있을 수 있는 실제 공개일과 상이할 수 있

다.
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본 발명의 바람직한 실시형태는 본 명세서에 나타내고 기재하였지만, 이러한 실시형태가 단지 예로서 제공된다[0120]

는 것은 당업자에게 분명할 것이다. 수많은 변형, 변화 및 대체가 본 발명으로부터 벗어나는 일 없이 이제 당업

자에게 일어날 것이다. 본 명세서에 기재된 본 발명의 실시형태에 대한 다양한 대안이 본 발명을 실행함에 있어

서 사용될 수 있다는 것이 이해되어야 한다. 다음의 청구범위는 본 발명의 범주를 정하며, 이렇게 해서 이들 청

구범위의 범주 내의 방법 및 구조 및 이들의 동등물을 아우르는 것으로 의도된다.

CAR-EC 스위치[0121]

본 명세서에서 스위치(예를 들어, 키메라 항원 수용체-효과기 세포 스위치, CAR-EC 스위치), 이러한 스위치의[0122]

생성 방법, 및 이의 용도가 개시된다. 일반적으로, 스위치는 (a) 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID);

및 (b) 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. 스위치는 하나 이상의 추가적인 CAR-ID를 추가로 포함할

수 있다. 스위치는 하나 이상의 추가적인 TID를 추가로 포함할 수 있다. 스위치는 하나 이상의 링커를 추가로

포함할 수 있다. 도 14A 내지 도 14I는 예시적인 스위치를 도시한다. 도 14A에서 나타내는 바와 같이, 스위치는

TID(1405)에 부착된 CAR-ID(1401)를 포함할 수 있다. 도 14B에 나타내는 바와 같이, 스위치는 CAR-ID(1401),

링커(1410) 및 TID(1405)를 포함할 수 있다. 링커(1410)는 TID(1405)에 CAR-ID(1401)를 부착시킬 수 있다. 도

14C에 나타내는 바와 같이, 스위치는 CAR-ID(1401), 제1 링커(1415), 제2 링커(1410) 및 TID(1405)를 포함할

수 있다. 제1 링커(1415) 및 제2 링커(1410)는 각각 서로에 대해 연결될 수 있다. 추가로, 제1 링커(1415)는

CAR-ID(1401)에  부착될  수  있고,  제2  링커(1410)는  TID(1405)에  부착됨으로써  TID(1405)에  대한  CAR-

ID(1401)의 부착을 야기할 수 있다. 제1 링커(1410)와 제2 링커(1415)는 동일할 수 있다. 제1 링커(1410)와 제

2 링커(1415)는 상이할 수 있다.

스위치는 CAR-ID 및 2 이상의 TID를 포함할 수 있다. 도 14D에서 나타내는 바와 같이, 스위치는 CAR-ID(1401),[0123]

제1 TID(1405), 및 제2 TID(1420)를 포함할 수 있다. 제1 TID(1405) 및 제2 TID(1420)는 CAR-ID(1401)에 부착

될 수 있다. 도 14E에서 나타내는 바와 같이, 스위치는 CAR-ID(1401),  링커(1410),  제1 TID(1405),  및 제2

TID(1420)를 포함할 수 있다. 링커(1410)는 CAR-ID(1401)에 제1 TID(1405)를 부착시킬 수 있다. 제2 TID(142

0)는  CAR-ID(1401)에  부착될  수  있다.  도  14F에서  나타내는 바와 같이,  스위치는 CAR-ID(1401),  제1  링커

(1410),  제2  링커(1415),  제1  TID(1405),  및  제2  TID(1420)를  포함할  수  있다.  제1  링커(1410)는  CAR-

ID(1401)에 제1 TID(1405)를 부착시킬 수 있다. 제2 링커(1415)는 제2 TID(1420)를 CAR-ID(1401)에 부착시킬

수 있다.  제1  TID(1405)와  제2  TID(1420)는  동일할 수 있다. 제1  TID(1405)와 제2  TID(1420)는 상이할 수

있다. 제1  링커(1410)와 제2  링커(1415)는 동일할 수 있다. 제1  링커(1410)와 제2 링커(1415)는 상이할 수

있다. 스위치는 하나 이상의 추가적인 CAR-ID를 추가로 포함할 수 있다. 스위치는 하나 이상의 추가적인 TID를

추가로 포함할 수 있다. 스위치는 하나 이상의 링커를 추가로 포함할 수 있다.

스위치는 TID 및 2 이상의 CAR-ID를 포함할 수 있다. 도 14G에서 나타내는 바와 같이, 스위치는 TID(1405), 제1[0124]

CAR-ID(1401), 및 제2 CAR-ID(1425)를 포함할 수 있다. 제1 CAR-ID(1401) 및 제2 CAR-ID(1425)는 TID(1405)에

부착될 수 있다. 도 14H에서 나타내는 바와 같이, 스위치는 TID(1405), 링커(1410), 제1 CAR-ID(1401), 및 제2

CAR-ID(1425)를 포함할 수 있다. 링커(1410)는 TID(1405)에 제1 CAR-ID(1401)를 부착시킬 수 있다. 제2 CAR-

ID(1425)는 TID(1405)에 부착될 수 있다. 도 14I에 나타내는 바와 같이, 스위치는 TID(1405), 제1 링커(1410),

제2 링커(1415), 제1 CAR-ID(1401), 및 제2 CAR-ID(1425)를 포함할 수 있다. 제1 링커(1410)는 TID(1405)에 제

1 CAR-ID(1401)를 부착시킬 수 있다. 제2 링커(1415)는 TID(1405)에 제2 CAR-ID(1425)를 부착시킬 수 있다. 제

1 CAR-ID(1401)와 제2 CAR-ID(1425)는 동일할 수 있다. 제1 CAR-ID(1401)와 제2 CAR-ID(1425)는 상이할 수 있

다. 제1 링커(1410)와 제2 링커(1415)는 동일할 수 있다. 제1 링커(1410)와 제2 링커(1415)는 상이할 수 있다.

스위치는 하나 이상의 추가적인 CAR-ID를 추가로 포함할 수 있다. 스위치는 하나 이상의 추가적인 TID를 추가로

포함할 수 있다. 스위치는 하나 이상의 링커를 추가로 포함할 수 있다.

CAR-ID는 TID에 부착될 수 있다. TID에 대한 CAR-ID의 부착은 당업계에서 공지된 임의의 방법에 의해 일어날 수[0125]

있다. 예를 들어, CAR-ID는 융합, 삽입, 이식, 또는 컨쥬게이션에 의해 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 TID에

융합될 수 있다. CAR-ID는 TID 내로 삽입될 수 있다. CAR-ID는 TID에 컨쥬게이팅될 수 있다.

스위치는 (a) 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있[0126]

다. CAR-ID는 플루오레세인 아이소티오사이아네이트(FITC)를 포함할 수 있다. TID는 2-[3-(1,3-다이카복시프로

필)우레이도] 펜탄다이온산, 엽산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. 합텐을 포함하는 CAR-ID 및 소분자를

포함하는 TID를 포함하는 스위치는 합텐-소분자 스위치로서 지칭될 수 있다.

스위치는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다.[0127]
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CAR-ID는 효과기 세포 상에서 키메라 항원 수용체(CAR)와 상호작용할 수 있다. TID는 표적 상의 표면 분자와 상

호작용할 수 있다. TID는 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. TID는 항체 또는 항체 단편에 기반하거나 또는 유

래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 항체 또는 항체 단편은 하나 이상의 비천연 아미노산을 함유하도록 변형

될 수 있다. CAR-ID는 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 TID에 부위-특이적으로 부착될 수 있다. CAR-ID는 TID

내의 비천연 아미노산에 부위-특이적으로 부착될 수 있다. 소분자를 포함하는 CAR-ID 및 항체 또는 항체 단편을

포함하는 TID를 포함하는 스위치는 소분자-항체 스위치로서 지칭될 수 있다.

스위치는 (a) FITC 또는 이들의 유도체를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 표적[0128]

상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. TID는 항체의 중쇄에 기반하거나 유래될 수 있다. TID는 항체의 경쇄

에 기반하거나 유래될 수 있다. TID는 항체의 Fab에 기반하거나 유래될 수 있다. TID는 항-CD19 항체 또는 이의

단편을 포함할 수 있다. TID는 항-Her2 항체 또는 이의 단편에 기반하거나 유래될 수 있다. TID는 항-CS1 항체

또는 이의 단편에 기반하거나 유래될 수 있다. TID는 항-BCMA 항체 또는 이의 단편에 기반하거나 유래될 수 있

다. TID는 항-EGFRvIII 항체 또는 이의 단편에 기반하거나 유래될 수 있다. TID는 항-CD20 항체, 항-EGFR 항체,

항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체, 항-CD33 항체 또는 이의 단편, 또는 이들의 조합으로부터 선택된 항체 또는 항체

단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD19 Fab일 수 있다. TID는 항-CD22 Fab일 수 있다. TID는

항-Her2 Fab일 수 있다. TID는 항-CS1 Fab일 수 있다. TID는 항-BCMA Fab일 수 있다. TID는 항-EGFRvIII Fab일

수 있다. TID는 항-CD20 Fab, 항-EGFR Fab, 항-CEA Fab, 항-CLL-1 Fab, 항-CD33 Fab, 또는 이들의 조합으로부

터 선택된 Fab에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. CAR-ID는 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 TID에 부위-특이

적으로 부착될 수 있다. CAR-ID는 TID에 융합될 수 있다. CAR-ID는 TID 내로 삽입될 수 있다. TID는 CAR-ID 내

로 삽입될 수 있다. CAR-EC 스위치는 하나 이상의 링커를 추가로 포함할 수 있다. 하나 이상의 링커는 TID에

CAR-ID를 부착시킬 수 있다. CAR-EC는 스위치는 하나 이상의 비천연 아미노산을 추가로 포함할 수 있다. CAR-ID

는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. TID는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다.

CAR-ID 및 TID는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. CAR-ID는 CAR-ID 내의 하나 이상의 비천연 아

미노산을 통해 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 TID 내의 하나 이상의 비천연 아미노산을 통해 TID에 부착될 수

있다. CAR-ID는 CAR-ID 내의 하나 이상의 비천연 아미노산 및 TID 내의 하나 이상의 비천연 아미노산을 통해

TID에 부착될 수 있다.

스위치는 (a) 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있되,[0129]

CAR-ID 및 TID는 아마이드 결합에 의해 연결된 2 이상의 아미노산을 포함하지 않는다. CAR-ID는 제1 소분자를

포함할 수 있다. TID는 제2 소분자를 포함할 수 있다. 제1 소분자 및 제2 소분자 상이할 수 있다. 스위치는 하

나 이상의 링커를 추가로 포함할 수 있다. 스위치는 하나 이상의 추가적인 CAR-ID를 추가로 포함할 수 있다. 스

위치는 하나 이상의 추가적인 TID를 추가로 포함할 수 있다. CAR-ID는 하나의 아미노산을 포함할 수 있다. CAR-

ID는 약 1, 약 2, 약 3, 약 4 또는 약 5개의 아미노산을 포함할 수 있다. CAR-ID는 2 이상의 아미노산을 포함할

수 있다. 2 이상의 아미노산은 각각 서로에 대해 인접할 수 있다. 2 이상의 아미노산은 각각 서로에 대해 연결

될 수 있다. 2 이상의 아미노산은 각각 서로에 대해 비-인접일 수 있다. 2 이상의 아미노산은 아마이드 결합에

의해 연결되지 않을 수 있다.

스위치는 (a) CAR-EC 상에서 키메라 항원 수용체와 상호작용하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID);[0130]

및 (b) 표적 세포 상에서 표면 분자와 상호작용하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하되, CAR-ID 및 TID는

아마이드 결합에 의해 연결되는 2 이상의 아미노산을 포함하지 않는다. 스위치는 하나 이상의 추가적인 CAR-

ID를 추가로 포함할 수 있다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-ID는 DOTA, 다이나이트로페놀, 퀴논, 바

이오틴, 아닐린, 아트라진, 아닐린-유도체, o-아미노벤조산, p-아미노벤조산, m-아미노벤조산, 하이드랄라진,

할로탄, 디곡시게닌, 벤젠 아르소네이트, 락토스, 트라이나이트로페놀, 바이오틴 또는 이들의 유도체로 이루어

진 군으로부터 선택될 수 있다. CAR-ID는 플루오레세인 아이소티오사이아네이트(FITC)를 포함할 수 있다. CAR-

ID는 바이오틴을 포함할 수 있다. CAR-ID는 다이나이트로페놀을 포함할 수 있다. 스위치는 하나 이상의 추가적

인  TID를  추가로  포함할  수  있다.  TID는  소분자를  포함할  수  있다.  TID는

2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 엽산 또는

이들의 유도체를 포함할 수 있다. 스위치는 링커를 추가로 포함할 수 있다. 스위치는 2 이상의 링커를 추가로

포함할 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는

동종 2작용성 링커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 말단에서 아미노옥시기, 아자이드기, 사

이클로옥틴기, 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을

포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 4개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 10개의 PEG 서

브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 20개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 30
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개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는

하나의 단부에서 아미노옥시를 포함할 수 있다. 상기 링커는 아자이드-PEG-아미노옥시 링커일 수 있다. 상기 링

커는 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 트라이아졸

을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸 또는 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 상기 링커는 NHS-에스터

링커일 수 있다. 상기 링커는 TriA 링커일 수 있다.

스위치는 (a) FITC를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 전립선 특이적 막 항원[0131]

(PSMA)에 대해 적어도 50% 상동성인 표면 분자에 결합하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. TID는

소분자를 포함할 수 있다. TID는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 유도체 또는 이들의

변형 형태를 포함할 수 있다. TID는 전립선 특이적 막 항원(PSMA)에 대해 적어도 50%, 55%, 57%, 60%, 62%,

65%, 67%, 70%, 72%, 75%, 77%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%, 95%, 97% 또는 약 100% 상동성인 표면 분자에

결합할 수 있다. TID는 전립선 특이적 막 항원(PSMA)에 대해 적어도 70% 상동성인 표면 분자에 결합할 수 있다.

TID는 전립선 특이적 막 항원(PSMA)에 대해 적어도 80% 상동성인 표면 분자에 결합할 수 있다. TID는 전립선 특

이적 막 항원(PSMA)에 대해 적어도 90% 상동성인 표면 분자에 결합할 수 있다. TID는 전립선 특이적 막 항원

(PSMA)에 대해 적어도 95% 상동성인 표면 분자에 결합할 수 있다.

스위치는 (a) FITC를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID) 및 (b) 엽산 수용체에 대해 적어도[0132]

50% 상동성인 표적에 결합하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다.

TID는 엽산 또는 유도체 또는 이들의 변형 형태를 포함할 수 있다. TID는 엽산 수용체에 대해 약 50%, 55%,

57%, 60%, 62%, 65%, 67%, 70%, 72%, 75%, 77%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%, 95%, 97% 또는 약 100% 상동

성인 표면 분자에 결합할 수 있다. TID는 엽산 수용체에 대해 약 70% 상동성인 표면 분자에 결합할 수 있다.

TID는 엽산 수용체에 대해 약 80% 상동성인 표면 분자에 결합할 수 있다. TID는 엽산 수용체에 대해 약 90% 상

동성인 표면 분자에 결합할 수 있다. TID는 엽산 수용체에 대해 약 95% 상동성인 표면 분자에 결합할 수 있다.

스위치는 약 1000kDa, 1100kDa, 1200kDa, 1300kDa, 1400kDa, 1500kDa, 1600kDa, 1700kDa, 1800kDa, 1900,kDa,[0133]

2000kDa, 2100kDa, 2200kDa, 2300kDa, 2400kDa, 2500kDa, 2600kDa, 2700kDa, 2800kDa, 2900kDa 미만 또는 약

3000kDa 미만일 수 있다. 스위치는 약 1200kDa 미만일 수 있다. 스위치는 약 1500kDa 미만일 수 있다. CAR-EC

스위치는 약 2000 kDa 미만일 수 있다.

TID에 대해 부위-특이적 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율은 TID에 대해 무작위 방[0134]

식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율과 적어도 동일할 수 있다. TID에 대해 부위-특이적

방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율은 TID에 대해 무작위 방식으로 부착된 CAR-ID를

포함하는 스위치의 세포독성 백분율보다 클 수 있다. TID에 대해 부위-특이적 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하

는 스위치의 세포독성 백분율은 TID에 대해 무작위 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분

율보다 적어도 약 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,

90%, 95%, 97% 또는 99% 더 클 수 있다. TID에 대해 부위-특이적 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의

세포독성 백분율은 TID에 대해 무작위 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율보다 적어

도 약 10% 클 수 있다. TID에 대해 부위-특이적 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율

은 TID에 대해 무작위 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율보다 적어도 약 25% 클 수

있다. TID에 대해 부위-특이적 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율은 TID에 대해 무

작위 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율보다 적어도 약 50% 클 수 있다. TID에 대해

부위-특이적 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율은 TID에 대해 무작위 방식으로 부착

된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율보다 적어도 약 75% 클 수 있다. TID에 대해 부위-특이적 방식

으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율은 TID에 대해 무작위 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함

하는 스위치의 세포독성 백분율보다 적어도 약 85% 클 수 있다. TID에 대해 부위-특이적 방식으로 부착된 CAR-

ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율은 TID에 대해 무작위 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세

포독성 백분율보다 적어도 약 90% 클 수 있다.

TID에 대해 부위-특이적 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율은 TID에 대해 무작위 방[0135]

식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율보다 적어도 약 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5,

5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9, 9.5 또는 10배 클 수 있다. TID에 대해 부위-특이적 방식으로 부착된 CAR-ID

를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율은 TID에 대해 무작위 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포

독성 백분율보다 적어도 약 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 또는 100배

일 수 있다. TID에 대해 부위-특이적 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율은 TID에 대
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해 무작위 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율보다 적어도 약 200, 300, 400, 500,

600, 700, 800, 900 또는 1000배일 수 있다. TID에 대해 부위-특이적 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위

치의 세포독성 백분율은 TID에 대해 무작위 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율보다

적어도 약 2배일 수 있다. TID에 대해 부위-특이적 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분

율은 TID에 대해 무작위 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율보다 적어도 약 3배일 수

있다. TID에 대해 부위-특이적 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율은 TID에 대해 무

작위 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율보다 적어도 약 4배일 수 있다. TID에 대해

부위-특이적 방식으로 부착된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율은 TID에 대해 무작위 방식으로 부착

된 CAR-ID를 포함하는 스위치의 세포독성 백분율보다 적어도 약 5배일 수 있다.

스위치 중간체[0136]

본 명세서에서 스위치 중간체(예를 들어, 키메라 항원 수용체-효과기 세포 스위치 중간체, CAR-EC 스위치 중간[0137]

체), 이러한 스위치의 생성 방법, 및 이의 용도가 개시된다. 일반적으로, 스위치 중간체는 (a) 키메라 항원 수

용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 링커를 포함한다. 스위치 중간체는 하나 이상의 추가적인 CAR-ID를 추가

로 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 하나 이상의 추가적인 링커를 추가로 포함할 수 있다. CAR-ID는 하나 이상

의 작용기를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 작용기를 포함할 수 있다. CAR-ID를 포함하는 스위치 중

간체는 CAR-ID 스위치 중간체로서 지칭될 수 있다. 스위치 중간체는 하나 이상의 추가적인 CAR-ID를 추가로 포

함할 수 있다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-ID는 DOTA, 다이나이트로페놀, 퀴논, 바이오틴, 아닐린,

아트라진, 아닐린-유도체, o-아미노벤조산, p-아미노벤조산, m-아미노벤조산, 하이드랄라진, 할로탄, 디곡시게

닌, 벤젠 아르소네이트, 락토스, 트라이나이트로페놀, 바이오틴 또는 이들의 유도체로 이루어진 군으로부터 선

택될 수 있다. CAR-ID는 플루오레세인 아이소티오사이아네이트(FITC)를 포함할 수 있다. CAR-ID는 바이오틴을

포함할 수 있다. CAR-ID는 다이나이트로페놀을 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 하나 이상의 추가적인 링커를

추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기

링커는 동종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을 추가로 포함할

수 있다. 상기 링커는 적어도 4개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 10개의 PEG 서브유닛

을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 20개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 30개의

PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의

단부에서 아미노옥시를 포함할 수 있다. 상기 링커는 아자이드-PEG-아미노옥시 링커일 수 있다. 상기 링커는 하

나의 단부에서 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 트

라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸 또는 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 상기 링커는

NHS-에스터 링커일 수 있다. 상기 링커는 TriA 링커일 수 있다. 상기 링커는 옥심 결찰에 의해 CAR-ID에 부착될

수 있다.

스위치 중간체는 (a) 소분자를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) CAR-ID에 연결된[0138]

링커를 포함할 수 있되, CAR-ID는 CAR-EC 상에서 키메라 항원 수용체와 상호작용하고, 상기 링커는 하나 이상의

말단에서 아미노옥시기, 아자이드기 및/또는 사이클로옥틴기를 포함한다. 스위치 중간체는 하나 이상의 추가적

인 CAR-ID를 추가로 포함할 수 있다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-ID는 DOTA, 다이나이트로페놀, 퀴

논, 바이오틴, 아닐린, 아트라진, 아닐린-유도체, o-아미노벤조산, p-아미노벤조산, m-아미노벤조산, 하이드랄

라진, 할로탄, 디곡시게닌, 벤젠 아르소네이트, 락토스, 트라이나이트로페놀, 바이오틴 또는 이들의 유도체로

이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. CAR-ID는 플루오레세인 아이소티오사이아네이트(FITC)를 포함할 수 있다.

CAR-ID는 바이오틴을 포함할 수 있다. CAR-ID는 다이나이트로페놀을 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 하나 이

상의 추가적인 링커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성

링커일 수 있다. 상기 링커는 동종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서

브유닛을 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 4개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어

도 10개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 20개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기

링커는 적어도 30개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아자이드를 포함할 수 있

다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아미노옥시를 포함할 수 있다. 상기 링커는 아자이드-PEG-아미노옥시 링커일

수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일

수 있다. 상기 링커는 옥심 결찰에 의해 CAR-ID에 부착될 수 있다.

대안적으로,  또는 추가적으로,  스위치 중간체는 (a)  표적 상호작용 도메인(TID);  및  (b)  링커를 포함할 수[0139]

있다. 스위치 중간체는 하나 이상의 추가적인 TID를 추가로 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 하나 이상의 추가
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적인 링커를 추가로 포함할 수 있다. TID는 하나 이상의 작용기를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 작

용기를 포함할 수 있다. TID를 포함하는 스위치 중간체는 TID 스위치 중간체로서 지칭될 수 있다. 스위치 중간

체는 하나 이상의 추가적인 TID를 추가로 포함할 수 있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다. TID는 2-[3-(1,3-다

이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 엽산 또는 이들의 유도체

를 포함할 수 있다. TID는 항체 또는 항체 단편에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 항

체는 항-CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR 항체, 항-EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항

체, 항-BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33 항체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 항체

는 항-CD19 항체일 수 있다. 항체는 항-EGFR 항체일 수 있다. 항체는 항-CD20 항체일 수 있다. 항체는 항-HER2

항체일 수 있다. TID는 항체 단편을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 아미노산 서

열을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호 5  내지 9  중 어느 하나의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수

있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID

는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 하나 이상의 추가적인 링커를 추가로 포함

할 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 동

종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 말단에서 아미노옥시기, 아자이드기, 사이클로옥틴기, 또

는 이들의 조합을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을 포함할 수 있다.

상기 링커는 적어도 4개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 10개의 PEG 서브유닛을 포함할

수 있다. 상기 링커는 적어도 20개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 30개의 PEG 서브유닛

을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아

미노옥시를 포함할 수 있다. 상기 링커는 아자이드-PEG-아미노옥시 링커일 수 있다. 상기 링커는 사이클로옥틴

을 포함할 수 있다. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다.

트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸 또는 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 상기 링커는 NHS-에스터 링커일 수 있다. 상

기 링커는 TriA 링커일 수 있다. 상기 링커는 옥심 결찰에 의해 TID에 부착될 수 있다.

스위치 중간체는 (a) 폴리펩타이드를 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID) 또는 소분자, 및 (b) TID에 연결된[0140]

링커를 포함할 수 있되, 상기 TID는 표적 세포 상에서 표면 분자와 상호작용하고, 상기 링커는 하나 이상의 말

단에서 알콕시-아민 (또는 아미노옥시)기, 아자이드기 및/또는 사이클로옥틴기를 포함한다. 스위치 중간체는 하

나 이상의 추가적인 TID를 추가로 포함할 수 있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다. TID는 2-[3-(1,3-다이카복

시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 엽산 또는 이들의 유도체를 포

함할 수 있다. TID는 항체 또는 항체 단편에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 항체는

항-CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR 항체, 항-EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항체, 항

-BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33 항체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 항체는 항-

CD19 항체일 수 있다. 항체는 항-EGFR 항체일 수 있다. 항체는 항-CD20 항체일 수 있다. 항체는 항-HER2 항체일

수 있다. TID는 항체 단편을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 아미노산 서열을 포

함할 수 있다. 항체는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. TID는

서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 하나 이상

의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 하나 이상의 추가적인 링커를 추가로 포함할 수 있다.

상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 동종 2작용성 링

커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 말단에서 아미노옥시기, 아자이드기, 사이클로옥틴기, 또는 이들의 조

합을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는

적어도 4개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 10개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상

기 링커는 적어도 20개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 30개의 PEG 서브유닛을 포함할

수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아미노옥시를

포함할 수 있다. 상기 링커는 아자이드-PEG-아미노옥시 링커일 수 있다. 상기 링커는 사이클로옥틴을 포함할 수

있다. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다.

도 15A 내지 도 15H는 예시적인 스위치 중간체를 도시한다. 도 15A는 CAR-ID(1505) 및 링커(1510)를 포함하는[0141]

스위치 중간체를 나타낸다. 도 15B는 CAR-ID(1505) 및 링커(1520)를 포함하는 스위치 중간체를 나타내되, 상기

링커는 작용기(1515)를 포함한다. 도 15C는 CAR-ID(1505), 제1 링커(1510), 및 제2 링커(1555)를 포함하는 스

위치 중간체를 나타낸다. 도 15D는 CAR-ID(1505), 제1 링커(1520), 및 제2 링커(1555)를 포함하는 스위치 중간

체를 나타내되, 제1 링커(1520)는 작용기(1515)를 포함한다. 도 15E는 TID(1535) 및 링커(1540)를 포함하는 스

위치 중간체를 나타낸다. 도 15F는 TID(1535) 및 링커(1550)를 포함하는 스위치 중간체를 나타내되, 링커는 작

용기(1545)를 포함한다. 도 15G는 TID(1535), 제1 링커(1540), 및 제2 링커(1560)를 포함하는 스위치 중간체를
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나타낸다. 도 15H는 TID(1535), 제1 링커(1550), 및 제2 링커(1560)를 포함하는 스위치 중간체를 나타내되, 제1

링커(1550)는 작용기(1545)를 포함한다.

스위치 중간체는 화학식 IIIA: L1-Y 또는 화학식 III: Y-L1의 화합물을 포함할 수 있되, Y는 PSMA에 대해 적어[0142]

도 50% 상동성인 표면 분자와 상호작용하는 TID를 포함하고, L1은 링커를 포함한다. 스위치 중간체는 화학식

IIIA: L1-Y 또는 화학식 III: Y-L1의 화합물을 포함할 수 있되, Y는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜

탄다이온산을 포함하고, L1은 링커를 포함한다. TID는 전립선 특이적 막 항원(PSMA)에 대해 적어도 50%, 55%,

57%, 60%, 62%, 65%, 67%, 70%, 72%, 75%, 77%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%, 95%, 97% 또는 약 100% 상동

성인 표면 분자와 상호작용할 수 있다. TID는 전립선 특이적 막 항원(PSMA)에 대해 적어도 70% 상동성인 표면

분자와 상호작용할 수 있다. TID는 전립선 특이적 막 항원(PSMA)에 대해 적어도 80% 상동성인 표면 분자와 상호

작용할 수 있다. TID는 전립선 특이적 막 항원(PSMA)에 대해 적어도 90% 상동성인 표면 분자와 상호작용할 수

있다. TID는 전립선 특이적 막 항원(PSMA)에 대해 적어도 95% 상동성인 표면 분자와 상호작용할 수 있다.

스위치 중간체는 비제한적 예로서 화학식 VI, 화학식 VII, 화학식 VIII 및 화학식 IX의 화합물로부터 선택되는[0143]

화합물을 포함할 수 있다:

[화학식 VI][0144]

[0145]

 [화학식 VII][0146]

[0147]

[화학식 VIII][0148]

 및[0149]

[화학식 IX][0150]

.[0151]

스위치 중간체는 비제한적 예로서 화학식 VI, 화학식 VII, 화학식 VIII 및 화학식 IX의 유도체, 유사체, 이성질[0152]

체, 재배열 또는 변형으로부터 선택되는 화합물을 포함할 수 있다.

스위치 중간체는 화학식 X의 화합물을 포함할 수 있다:[0153]

[화학식 XI][0154]
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.[0155]

스위치 중간체는 화학식 XI의 화합물을 포함할 수 있다:[0156]

 [화학식 XI][0157]

.[0158]

스위치 중간체는 화학식 XII의 화합물을 포함할 수 있다:[0159]

[화학식 XII][0160]

.[0161]

스위치 중간체는 비제한적 예로서 화학식 X, 화학식 XI 및 화학식 XII의 화합물의 유도체, 유사체, 이성질체,[0162]

재배열 또는 변형으로부터 선택된 화합물을 포함할 수 있다:

[화학식 X][0163]

, [0164]

[화학식 XI][0165]

, [0166]

[화학식 XII][0167]
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.[0168]

본 명세서에서 화학식 XIII의 CAR-EC 스위치가 추가로 개시된다:[0169]

A-L-B (화학식 XIII)[0170]

식 중:[0171]

A는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 유도체 또는 2-(4-((2-아미노-4-옥소 3,4-다이하이드[0172]

로프테리딘-6-일)메틸아미노)벤즈아미도)펜탄다이온산(엽산) 유도체이고;

L은 결합 또는 링커이며; [0173]

B는 플루오레세인 유도체 또는 바이오틴 유도체이다.[0174]

일부 실시형태에서, 화학식 XIII (A-L-B)의 A는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 유도체이[0175]

다. 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 유도체는 화학식 XIV일 수 있다:

[화학식 XIV][0176]

[0177]

식 중:[0178]

Q는 하기로 이루어진 군으로부터 선택되고:[0179]

;[0180]

E는 하기로 이루어진 군으로부터 선택되며:[0181]

; [0182]

X는 C1-C5알킬렌 또는 C1-C4알킬렌(C=O)-이고;[0183]

각각의 R
1
은 수소, C1-C4 알킬, 또는 C1-C4 할로알킬로부터 독립적으로 선택된다.[0184]

2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 유도체는 하기 화학식 XIVa을 가질 수 있다:[0185]

[화학식 XIVa][0186]

[0187]

2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 유도체는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이[0188]

온산 유도체일 수 있으며 하기 화학식 IIb를 가진다:

등록특허 10-2357968

- 32 -



[화학식 XIVb][0189]

.[0190]

2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 유도체는 하기 화학식 XIVc를 가질 수 있다:[0191]

[화학식 XIVc][0192]

.[0193]

2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 유도체는 하기 화학식 XIVd를 가질 수 있다:[0194]

[화학식 XIVd][0195]

.[0196]

일부 실시형태에서, 화학식 XIII (A-L-B)의 A는 엽산 유도체이다. 엽산 유도체는 하기로 이루어진 군으로부터[0197]

선택될 수 있다:

[0198]

식 중:[0199]

R
1
은 수소, C1-C4 알킬 또는 C1-C4 할로알킬이고;[0200]

각각의 R
3
은 수소, 할로겐, C1-C4 알킬 및 C1-C4 알콕시로부터 독립적으로 선택된다.[0201]

엽산 유도체는 일 수 있다.[0202]

등록특허 10-2357968

- 33 -



엽산 유도체는 일 수 있다.[0203]

일부 실시형태에서, 화학식 XIII (A-L-B)의 B는 플루오레세인 유도체이다. 플루오레세인 유도체는 화학식 XV 및[0204]

화학식 XVI로부터 선택될 수 있다:

[화학식 XV][0205]

[0206]

[화학식 XVI][0207]

[0208]

식 중:[0209]

R
2
는 -C(=O)O(R

1
) 또는 -C(=O)N(R

a
)2일 수 있고;[0210]

각각의 R
a
는 수소 및 C1-C4 알킬로부터 독립적으로 선택되거나; 또는[0211]

함께 취해진 2개의 R
a
는 선택적으로 치환된 헤테로사이클릴 고리를 형성하고;[0212]

각각의 R
3
은 수소, 할로겐, C1-C4 알킬 및 C1-C4 알콕시로부터 독립적으로 선택되며;[0213]

p는 0 내지 3이고;[0214]

R
4
는 수소, C1-C4 알킬, -C(=O)C1-C4 알킬 또는 -CH2-C(=O)OR

1
이며;[0215]

R
1
은 수소, C1-C4 알킬 또는 C1-C4 할로알킬이다.[0216]

화학식 XV의 플루오레세인 유도체는 화학식 XVa를 가질 수 있다:[0217]
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[화학식 XVa][0218]

[0219]

화학식 XVI의 플루오레세인 유도체는 화학식 XVIa를 가질 수 있다:[0220]

[화학식 XVIa][0221]

.[0222]

화학식 XIII (A-L-B)의 B는 바이오틴 유도체일 수 있다. 바이오틴 유도체는 하기로 이루어진 군으로부터 선택될[0223]

수 있다:

.[0224]

화학식 XIII (A-L-B)의 L은 링커일 수 있다. 상기 링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트[0225]

라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 상기 링커는 아릴 또는 헤테로아릴을 포함할

수 있다. 상기 링커는 아릴을 포함할 수 있다. 아릴은 페닐일 수 있다. 페닐은 이치환될 수 있다. 이치환된 페

닐은 1,4-이치환된 페닐일 수 있다. 이치환된 페닐은 1,3-이치환된 페닐일 수 있다. 페닐은 삼치환될 수 있다.

페닐은 사치환될 수 있다. 치환된 페닐의 치환체 중 둘은 NO2일 수 있다. 일부 예에서, 상기 링커는 벤질 치환

체를 포함하지 않는다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커

는 다중 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 2 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단

위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 3 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 4

이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 5 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단

위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 6 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 7

이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 8 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단

위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 9 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 10

이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 11 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단

위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 12 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는

13 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 14 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG)

단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아마이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에

서 아마이드 및 다른 하나의 단부에서 아민을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아마이드 및 다른

하나의 단부에서 트라이아졸을 포함할 수 있다.
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링커는 하기로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다:[0226]

[0227]

[0228]

화학식 XIII(A-L-B)은 하기 화학식 XIIIa을 가질 수 있다:[0229]

[화학식 XIIIa][0230]

.[0231]

화학식 XIIIa의 A는 일 수 있다.[0232]

화학식 XIII은 하기 화학식 XIIIb를 가질 수 있다:[0233]

[화학식 XIIIb][0234]
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.[0235]

A는 일 수 있다.[0236]

화학식  XIII의  CAR-EC  스위치의  일부  실시형태에서,  CAR-EC  스위치는[0237]

이다.  화학식 XIII의  CAR-

EC 스위치의 다른 실시형태에서, CAR-EC 스위치는,

이다.[0238]

키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)[0239]

본 명세서에 개시된 스위치는 하나 이상의 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 포함할 수 있다. 본[0240]

명세서에 개시된 스위치는 2 이상의 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 포함할 수 있다. 본 명세서

에 개시된 스위치는 3 이상의 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 포함할 수 있다. 본 명세서에 개

시된 스위치는 4 이상의 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된

스위치는 5, 6, 7, 8, 9, 10 이상의 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 포함할 수 있다. 2 이상의

CAR-ID는 동일할 수 있다. 3  이상의 CAR-ID  중 적어도 둘은 동일할 수 있다. 2 이상의 CAR-ID는 상이할 수

있다. 3 이상의 CAR-ID 중 적어도 둘은 상이할 수 있다. CAR-ID의 수는 안전성 및 효능에 대해 최적화될 수 있

다. 예를 들어, TID 당 1 또는 2개의 CAR-ID는 효율적인 CAR-T 활성화를 수득할 수 있는 반면, TID 당 3 또는 4

개의 CAR-ID는 CAR-T의 비특이적 활성화를 초래할 수 있고 CAR-T의 비특이적 활성화를 초래할 수 있다.

본 명세서에 개시된 스위치 중간체는 하나 이상의 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 포함할 수 있[0241]

다. 본 명세서에 개시된 스위치 중간체는 2 이상의 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 포함할 수

있다. 본 명세서에 개시된 스위치 중간체는 3 이상의 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 포함할 수

있다. 본 명세서에 개시된 스위치 중간체는 4 이상의 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 포함할 수

있다. 본 명세서에 개시된 스위치 중간체는 5, 6,  7, 8, 9, 10 이상의 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인

(CAR-ID)을 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-IDs 동일할 수 있다. 3 이상의 CAR-ID 중 적어도 둘은 동일할 수 있
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다. 2 이상의 CAR-ID는 상이할 수 있다. 3 이상의 CAR-ID 중 적어도 둘은 상이할 수 있다.

CAR-ID는 자연적으로 생기는 분자일 수 있다. 예를 들어, CAR-ID는 내인성 단백질에 기반하거나 또는 유래될 수[0242]

있다. 대안적으로, CAR-ID는 단백질의 야생형 형태를 포함할 수 있다. CAR-ID는 인공 또는 합성 분자일 수

있다. 예를 들어, CAR-ID는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함하는 단백질을 포함할 수 있다. 대안적으로,

CAR-ID는 자연적으로 생기지 않는 야생형 단백질의 변형 형태를 포함할 수 있다. CAR-ID는 CAR-EC 스위치의 표

적 상호작용 도메인(TID)에 부착되지 않을 때, 세포막을 가로지를 수 있다. 일부 예에서, CAR-ID의 적어도 일부

는 유전적으로 암호화되지 않는다. CAR-ID의 적어도 일부는 합성일 수 있다. CAR-ID는 자연적으로 생기지 않는

폴리펩타이드를 포함할 수 있다. CAR-ID는 유기 분자일 수 있다. CAR-BC는 무기 분자일 수 있다.

CAR-ID는 소분자일 수 있다. 소분자는 유기 화합물일 수 있다. 소분자는 크기가 약 10
-8
 m, 약 10

-9
 m, 약 10

-10
[0243]

m 규모일 수 있다. 소분자는 크기가 약 10
-7
 m일 수 있다. 소분자는 크기가 약 10

-8
 m 미만일 수 있다. 소분자는

크기가 약 10
-9
 m 미만일 수 있다. 소분자는 크기가 약 10

-10
 m 미만일 수 있다. 소분자는 크기가 약 10

-11
 m 미만

일 수 있다.

소분자는 질량이 약 5000kDa 미만, 약 4500kDa 미만, 약 4000kDa 미만, 약 3500kDa 미만, 약 3000kDa 미만, 약[0244]

2500kDa 미만, 약 2000kDa 미만, 약 1500kDa 미만, 약 1000kDa 미만, 약 900kDa 미만, 약 500kDa 미만 또는 약

100 kDa 미만일 수 있다.

일부 예에서, 소분자는 폴리펩타이드를 포함하지 않는다. 일부 예에서, 소분자는 아마이드 결합에 의해 연결되[0245]

는 2 이상의 아미노산을 포함한다. 소분자는 화학적 화합물일 수 있다.

CAR-ID는 합텐을 포함할 수 있다. CAR-ID는 더 큰 운반체 분자, 예컨대 단백질, 항체 또는 항체 단편에 부착될[0246]

때 면역 반응을 유도할 수 있다. CAR-ID는 FITC 또는 이들의 유도체일 수 있다. CAR-ID는 DOTA, 다이나이트로페

놀, 퀴논, 바이오틴, 아닐린, 아트라진, 아닐린-유도체, o-아미노벤조산, p-아미노벤조산, m-아미노벤조산, 하

이드랄라진, 할로탄, 디곡시게닌, 벤젠 아르소네이트, 락토스, 트라이나이트로페놀, 바이오틴 또는 이들의 유도

체로부터 선택될 수 있다. CAR-ID는 페니실린 약물 또는 이들의 유도체일 수 있다. CAR-ID는 퀴논 또는 이들의

유도체일 수 있다. CAR-ID는 DOTA 또는 이들의 유도체일 수 있다. CAR-ID는 다이나이트로페놀 또는 이들의 유도

체일 수 있다. CAR-ID는 바이오틴 또는 이들의 유도체일 수 있다.

대안적으로, CAR-ID는 합텐을 포함하지 않는다. CAR-ID는 스테로이드, 비타민, 비타머, 대사산물, 항생제, 단당[0247]

류, 이당류, 지질, 지방산, 핵산, 알칼로이드, 지질, 지방산, 핵산, 알칼로이드, 글리코사이드, 펜진, 폴리케타

이드, 터펜 및 테트라피롤 및 이들의 일부로부터 선택될 수 있다.

표적 상호작용 도메인(TID)[0248]

본 명세서에 개시된 스위치는 하나 이상의 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된[0249]

스위치는 2 이상의 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된 스위치는 3 이상의 표적

상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된 스위치는 4 이상의 표적 상호작용 도메인(TID)을

포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된 스위치는 5, 6, 7, 8, 9, 10 이상의 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할

수 있다. 2 이상의 TID는 동일할 수 있다. 3 이상의 TID 중 적어도 둘은 동일할 수 있다. 2 이상의 TID는 상이

할 수 있다. 3 이상의 TID 중 적어도 둘은 상이할 수 있다.

본 명세서에 개시된 스위치 중간체는 하나 이상의 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. 본 명세서에[0250]

개시된 스위치 중간체는 2 이상의 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된 스위치 중

간체는 3 이상의 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된 스위치 중간체는 4 이상의

표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된 스위치 중간체는 5, 6, 7, 8, 9, 10 이상의

표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. 2 이상의 TID는 동일할 수 있다. 3 이상의 TID 중 적어도 둘은

동일할 수 있다. 2 이상의 TID는 상이할 수 있다. 3 이상의 TID 중 적어도 둘은 상이할 수 있다.

일반적으로, TID는 표적 상에서 또는 표적으로부터 분자와 상호작용할 수 있다. TID는 비제한적 예로서 소분자,[0251]

리간드, 수용체 효현제, 수용체 길항제, 효소 저해제, DNA 앱타머, PNA 앱타머, 비타민, 기질 및 기질 유사체로

부터 선택될 수 있다. 일부 예에서, TID는 항체 또는 항체 단편을 포함하지 않는다. 

TID는 비타민 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. 비타민은 비제한적 예로서 비타민 A, 비타민 B, 비타민 C,[0252]

비타민 D, 비타민 E 및 비타민 K로부터 선택될 수 있다. 비타민은 비타민 C일 수 있다. 비타민은 비타민 D일 수
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있다. 비타민 엽산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. 비타민은 엽산 또는 이들의 유도체일 수 있다. TID는

엽산일 수 있다. TID는 비타머일 수 있다. TID는 비타민 대사산물 또는 비타민 전구체를 포함할 수 있다. 비타

머는 비제한적 예로서, 레티놀, 레티날, 베타 카로틴, 카로테노이드, 티아민, 리보플라빈, 니아신, 니아신아마

이드, 판토텐산, 피리독신, 피리독사민, 피리도즐, 바이오틴, 엽산, 폴린산, 사이아노코발라민, 하이드록시코발

라민, 메틸코발라민, 아스코브산, 콜레칼시페롤, 에르고칼시페롤, 토코페롤, 토코트라이엔올, 필로퀴논, 및 메

나퀴논 또는 이들의 유도체로부터 선택될 수 있다. TID는 항산화제 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다.

TID는 효소 저해제일 수 있다. TID는 비제한적 예로서 타이로신 키나제 저해제, 프로테아제 저해제, 성장 인자[0253]

수용체 저해제, 호르몬 수용체 저해제, 야누스 키나제 저해제, 악성 림프종 키나제(ALK) 저해제, Bcl-2 저해제,

폴리 ADP 리보스 중합효소(PARP) 저해제, PI3K 저해제, Braf 저해제, MAP 키나제 저해제, 사이클린 의존적 키나

제 저해제 및 열충격 단백질 저해제로부터 선택될 수 있다. 효소 저해제는 아파티닙, 보르테조밉, 이마티닙, 이

브루티닙, 셀릭시클립, 보수티닙, 카보잔티닙, 크리조티닙, 다브라페닙, 다사티닙, 독소루비신, 에를로티닙, 에

베롤리무스, 게피티닙, 이마티닙, 이니파립, 라파티닙, LEE011, LGX818, 밀로티닙, 오바토클락스, 올라파립, 파

조파닙, PD-0332991, 페리포신, 포나티닙, 레고라페닙, 룩솔리티닙, 살리노마이신, 소라펩닙, 룩솔리티닙, 살리

노마이신, 소라페닙, 수니티닙, 타목시펜, 템시롤리무스, 토파시티닙, 트라메티닙, 반데타닙 및 베무라페닙 또

는 이들의 유도체로부터 선택될 수 있다.

TID는 2-[3-(1,3-다이카복시필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 종양을 침[0254]

투하기에 충분히 작을 수 있다.

TID는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 폴리펩타이드에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 합성 폴[0255]

리펩타이드를 포함할 수 있다. 합성 폴리펩타이드는 유전적으로 암호화되지 않는 폴리펩타이드를 지칭할 수 있

다. TID는 자연적으로 생기는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 자연적으로 생기는 폴리펩타이드는 유전적으로

암호화된 폴리펩타이드를 지칭할 수 있다. 폴리펩타이드는 약 5, 약 10, 약 15, 약 20, 약 25, 약 30, 약 35,

약 40, 약 45, 약 50, 약 55, 약 60, 약 65, 약 70, 약 75, 약 80, 약 85 또는 약 90개 이상의 아미노산을 포

함할 수 있다.

TID는 10-량체 펩타이드 호르몬 황체형성 호르몬 방출 호르몬, 봄베신, 성선자극호르몬-방출 호르몬, 펜타가스[0256]

트린, cRGD, 옥트레오타이드, 옥트레오테이트 및 이의 유사체로부터 선택될 수 있다. TID는 성선자극 호르몬 방

출 호르몬 수용체, 전립선 특이적 막 항원, c-형 렉틴-유사 분자, 엽산 수용체, 콜레시스토키닌 B 수용체, 소마

토스타틴 수용체, αvβ3 인테그린, 가스트린-방출 펩타이드 수용체, 뉴로키닌 수용체, 멜라노코르틴 수용체,

뉴로테닌 수용체, 황체형성 호르몬 방출 호르몬 수용체 및 뉴로펩타이드 수용체에 대해 적어도 50% 상동성인 표

적에 결합할 수 있다.

TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나로부터 선택된 아미노산에 기반하거나 또는 유래된 아미노산 서열을 포[0257]

함할 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나로부터 선택된 아미노산에 대해 적어도 60% 동일한 아미

노산 서열을 포함할 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나로부터 선택된 아미노산 서열에 대해 적

어도 70% 동일한 아미노산 서열을 포함할 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나로부터 선택된 아미

노산 서열에 대해 적어도 75% 동일한 아미노산 서열을 포함할 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하

나로부터 선택된 아미노산 서열에 대해 적어도 80% 동일한 아미노산 서열을 포함할 수 있다. TID는 서열번호 18

내지 56 중 어느 하나로부터 선택된 아미노산 서열에 대해 적어도 85% 동일한 아미노산 서열을 포함할 수 있다.

TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나로부터 선택된 아미노산 서열에 대해 적어도 90% 동일한 아미노산 서열

을 포함할 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나로부터 선택된 아미노산 서열에 대해 적어도 95%

동일한 아미노산 서열을 포함할 수 있다.

TID는 콜레시스토키닌 B 수용체 효현제를 포함할 수 있다. TID는 콜레시스토키닌 B 수용체 길항제(예를 들어[0258]

CCK2 길항제)를 포함할 수 있다. TID는 비제한적 예로서, 도 7에 도시한 바와 같은 콜레시스토키닌 B 수용체 길

항제를 포함할 수 있다.

TID는 항체 또는 항체 단편에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 본 명세서에 사용하는[0259]

바와 같은 용어 "항체 단편"은 전장 형태 이외의 임의의 형태의 항체를 지칭한다. 본 명세서의 항체 단편은 전

장 항체 내에 존재하는 더 작은 구성성분인 항체 및 공학 처리된 항체를 포함한다. 항체 단편은 Fv, Fc, Fab 및

(Fab')2, 단일쇄 Fv (scFv), 다이어바디(diabody), 트리아어바디(triabody), 테트라바디(tetrabody), 2작용성

혼성 항체, CDRl, CDR2, CDR3, CDR의 조합, 가변 영역, 프레임워크 영역, 불변 영역, 중쇄, 경쇄, 대안의 스캐

폴드 비-항체 분자, 및 이중특이성 항체를 포함하지만, 이들로 제한되지 않는다. 달리 구체적으로 언급되지 않

등록특허 10-2357968

- 39 -



는 한, 용어 "항체" 또는 "항체들"을 사용하는 언급 및 청구범위는 구체적으로 "항체 단편" 및 "항체 단편"을

포함할 수 있다.

TID는 Fv, Fc, Fab, 및 (Fab')2, 단일쇄 Fv (scFv), 다이어바디, 트리아어바디, 테트라바디, 2작용성 혼성 항[0260]

체, 단클론성 용액 TCR, 상보성 결정 영역 1(CDRl), CDR2, CDR3, CDR의 조합, 가변 영역, 프레임워크 영역, 불

변 영역, 중쇄, 경쇄, 대안의 스캐폴드 비-항체 분자 및 이중특이성 항체로부터 선택될 수 있는 항체 또는 항체

단편을 포함할 수 있다. 폴리펩타이드는 면역글로불린일 수 있다. 폴리펩타이드는 Fab일 수 있다. TID는 단클론

성 TCR일 수 있다. 

TID는 인간, 완전한 인간, 인간화, 인간 공학 처리, 비-인간 및/또는 키메라 항체일 수 있다. 비-인간 항체는[0261]

인간에 대해 면역원성을 감소시키도록 인간화될 수 있는 한편, 모 비-인간 항체의 선택성 및 친화도를 보유할

수 있다. 일반적으로, 인간화된 항체는 하나 이상의 가변 도메인을 포함하며, 이때 CDR(또는 이의 일부)는 비-

인간 항체로부터 유래되고, FR(또는 이의 일부)는 인간 항체 서열로부터 유래된다. 인간화된 항체는 또한 인간

불변 영역의 적어도 일부를 포함한다. 일부 실시형태에서, 인간화된 항체에서 일부 FR 잔기는, 예를 들어, 항체

특이성 또는 친화도를 회복 또는 개선시키기 위해 비-인간 항체(예를 들어, CDR 잔기로부터 유래된 항체)로부터

의 대응되는 잔기로 치환된다.

TID는 키메라 항체에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 키메라 항체는 별도의 항체에 대해 선택적으로 암호화된[0262]

2 이상의 항체 유전자의 결합을 통해 생성된 항체를 지칭할 수 있다. 키메라 항체는 제1 항체로부터의 적어도

하나의 아미노산 및 제2 항체로부터의 적어도 하나의 아미노산을 포함할 수 있되, 제1 항체와 제2 항체는 상이

하다. 항체 또는 항체 단편의 적어도 일부는 소 종, 인간 종, 또는 뮤린 종으로부터 유래될 수 있다. 항체 또는

항체 단편의 적어도 일부는 래트, 염소, 기닉픽 또는 토끼로부터 유래될 수 있다. 항체 또는 항체 단편의 적어

도 일부는 인간으로부터 유래될 수 있다. 항체 또는 항체 단편 항체의 적어도 일부는 사이노몰거스 원숭이로부

터 유래될 수 있다.

TID는 포유류, 새, 어류, 양서류, 및 파충류로부터의 항체 또는 항체 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다.[0263]

포유류는 육식동물, 설치류, 코끼리, 유대목 동물, 토끼, 박쥐, 영장류, 바다표범, 개미핥기, 고래, 말목 및 소

목을 포함하지만, 이들로 제한되지 않는다. 포유류는 인간, 비-인간 영장류, 마우스, 양, 고양이, 개, 소, 말,

염소 또는 돼지일 수 있다.

TID는 항-CD19 항체, 항-Her2 항체, 항-EGFR 항체, 항-CD22 항체, 항-CS1 항체, 항-CLL-1 항체, 항-CD33 항체[0264]

및 항-CEA 항체로 이루어진 군으로부터 선택된 항체 또는 항체 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는

항-CD19 항체 또는 이의 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-Her2 항체 또는 이의 단편에 기반하

거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-EGFR 항체 또는 이의 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-

EGFRvIII 항체 또는 이의 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-BCMA 항체 또는 이의 단편에 기반

하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD22 항체 또는 이의 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항

-CS1 항체 또는 이의 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CLL-1 항체 또는 이의 단편에 기반하거

나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CD33 항체 또는 이의 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. TID는 항-CEA

항체 또는 이의 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다.

TID는 면역글로불린(Ig)에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 면역글로불린은 IgG, IgA, IgD, IgE, IgM, 이들의[0265]

단편 또는 이들의 변형 형태로부터 선택될 수 있다. 면역글로불린은 IgG일 수 있다. IgG는 IgG1일 수 있다. IgG

는 IgG2일 수 있다. IgG는 감소된 Fc 수용체(FcR) 결합을 위해 하나 이상의 Fc 돌연변이를 가질 수 있다. Fc 돌

연변이는 IgG의 중쇄에 있을 수 있다. IgG1에서의 Fc 돌연변이는 L234A 및 L235A일 수 있다. IgG1에서의 Fc 돌

연변이는 L234A 및 L235E일 수 있다. IgG1에서의 Fc 돌연변이는 N297A일 수 있다. IgG2에서의 Fc 돌연변이는

V234A 및 V237A일 수 있다. TID는 Fc 삭제 면역글로불린 또는 이의 단편을 포함할 수 있다.

TID는 아도-트라스투주맙 엠탄신, 알렘투주맙, 베바시주맙, 브렌툭시맙, 베도틴, 겜투주맙 오조가미신, 이필리[0266]

무맙 이브리투모맙 티욱세탄 또는 파니투무맙 또는 이들의 단편으로 이루어진 군으로부터 선택된 항체를 포함할

수 있다. 일부 예에서, TID는 세툭시맙을 포함하지 않는다. TID는 에르비툭스 또는 이의 단편일 수 있다. TID는

에르비툭스가 아닐 수 있다. TID는 리툭시맙 또는 이의 단편일 수 있다. TID는 리툭시맙이 아닐 수 있다. TID는

트라스투주맙 또는 이의 단편일 수 있다. TID는 트라스투주맙이 아닐 수 있다.

TID는 항-CD19 항체 또는 이의 단편일 수 있다. TID는 항-CD22 항체 또는 이의 단편일 수 있다. TID는 항-CD19[0267]

항체 또는 이의 단편이 아닐 수 있다. TID는 비제한적 예로서, Her2, CLL-1, CD33, EGFRvIII, CD20, BCMA, CS1
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또는 이의 단편으로부터 선택된 항원을 표적화할 수 있다. 항원은 야생형 항원을 포함할 수 있다. 항원은 하나

이상의 돌연변이를 포함할 수 있다.

TID는 항-CD19 항체 또는 이의 단편을 포함할 수 있다. 항-CD19 항체 또는 이의 단편의 경쇄는 서열번호 16 또[0268]

는 상동성 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 아미노산 서열은 서열번호 16에 대해 약 99%, 약 98%, 약 97%, 약

96%, 약 95%, 약 92%, 약 90%, 약 85%, 약 80%, 약 75%, 약 70%, 약 65%, 약 60%, 약 55%, 약 50%, 약 45%, 약

40%, 약 35%, 약 30%, 약 25%, 약 20%, 약 15%, 약 10%, 약 5% 또는 약 2% 상동성일 수 있다. 항-CD19 항체 또

는 이의 단편의 중쇄는 서열번호 17 또는 상동성 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 아미노산 서열은 서열번호

17에 대해 약 99%, 약 98%, 약 97%, 약 96%, 약 95%, 약 92%, 약 90%, 약 85%, 약 80%, 약 75%, 약 70%, 약

65%, 약 60%, 약 55%, 약 50%, 약 45%, 약 40%, 약 35%, 약 30%, 약 25%, 약 20%, 약 15%, 약 10%, 약 5% 또는

약 2% 상동성일 수 있다.

TID는 항-BCMA  항체 또는 이의 단편일 수 있다. TID는 항-CS1  항체 또는 이의 단편일 수 있다. TID는 항-[0269]

EGFRvIII 항체 또는 이의 단편일 수 있다. TID는 항-Her2 항체 또는 이의 단편일 수 있다. TID는 항-CD20 항체

또는 항체 단편을 포함할 수 있다. TID는 항-CEA 항체 또는 항체 단편을 포함할 수 있다. TID는 항-EGFR 항체

또는 항체 단편을 포함할 수 있다. TID는 항-CEA 항체 또는 항체 단편을 포함할 수 있다. TID는 항-CLL-1 항체

또는 항체 단편을 포함할 수 있다. TID는 항-CD33 항체 또는 항체 단편을 포함할 수 있다. TID는 트라스투주맙

또는 이의 단편을 포함할 수 있다. TID는 세툭시맙 또는 이의 단편을 포함하지 않을 수 있다. TID는 트라스투주

맙 또는 이의 단편을 포함하지 않을 수 있다. TID는 리툭시맙 또는 이의 단편을 포함하지 않을 수 있다. TID는

EpCAM에 대한 항체 또는 이의 단편을 포함하지 않을 수 있다. TID는 서열번호 5 내지 9로부터 선택된 뉴클레오

타이드 또는 아미노산에 의해 암호화된 항체 또는 항체 단편일 수 있되, 비천연 아미노산은 항체 또는 항체 단

편의 임의의 아미노산을 대체할 수 있다.

TID 소분자일 수 있다. 소분자는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산일 수 있다. 소분자는 엽[0270]

산일 수 있다. CAR-ID는 FITC 또는 이들의 유도체일 수 있다. CAR-EC 스위치는 제2 TID를 추가로 포함할 수 있

다. CAR-EC 스위치는 1, 2, 3, 4 또는 5개 이상의 TID를 포함할 수 있다.

TID는 단백질 A, 리포칼린, 피브로넥틴 도메인, 안키린 공통 반복 도메인 및 티오레독신으로 이루어진 군으로부[0271]

터 선택된 폴리펩타이드에 기반하거나 또는 유래될 수 있다.

본 명세서에 개시된 CAR-EC 스위치는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 하나 이상의 CAR-ID는 하[0272]

나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 하나 이상의 TID는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있

다. 하나 이상의 링커는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. TID에 대한 CAR-ID의 부착은 하나 이

상의 비천연 아미노산을 통해 일어날 수 있다. 하나 이상의 링커는 하나 이상의 비천연 아미노산을 통해 하나

이상의 CAR-ID를 하나 이상의 TID에 대해 부위-특이적으로 연결할 수 있다. 대안적으로, 또는 추가적으로, 하나

이상의 링커는 하나 이상의 TID를 하나 이상의 TID에 대해 부위-특이적으로 연결할 수 있되, 비천연 아미노산은

하나 이상의 TID를 하나 이상의 TID에 연결할 필요가 없다. TID는 TID 상에서 1, 2, 3, 4, 5개 이상의 비천연

아미노산에 연결될 수 있다. TID는 TID 상에서 1, 2, 3, 4, 5개 이상의 비천연 아미노산에 대해 부위-특이적으

로 연결될 수 있다. 대안적으로, TID는 TID 상에서 1, 2, 3, 4, 5개 이상의 비천연 아미노산에 연결될 수 있다.

TID는 TID 상에서 1, 2, 3, 4, 5개 이상의 비천연 아미노산에 부위-특이적으로 연결될 수 있다.

키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID) 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 본 명세서에 개[0273]

시된 CAR-ID는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10개 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. TID는 하나 이상

의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된 표적 항체 또는 항체 단편은 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,

9, 10개 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 비천연 아미노산은 링커와 반응하여 화학적 결합을 생성할

수 있다.

하나 이상의 비천연 아미노산은 TID에서 2개의 자연적으로 생기는 아미노산 사이에 삽입될 수 있다. 하나 이상[0274]

의 비천연 아미노산은 TID에서 하나 이상의 자연적으로 생기는 아미노산을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비천연

아미노산은 TID의 N 말단에 혼입될 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID의 C 말단에서 혼입될 수 있다.

비천연 아미노산은 표적 상에서 또는 표적으로부터의 분자와 상호작용하는 TID의 영역에 대해 원위로 혼입될 수

있다. 비천연 아미노산은 표적으로부터의 분자와 상호작용하는 TID의 영역 근처에 혼입될 수 있다. 비천연 아미

노산은 표적 상에서 또는 표적으로부터의 분자와 상호작용하는 TID의 영역에 혼입될 수 있다.

하나 이상의 비천연 아미노산은 TID에서 하나 이상의 아미노산을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산[0275]
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은 TID에서 임의의 자연적 아미노산을 대체할 수 있다.

하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 경쇄에 혼입될 수 있다. 하나 이[0276]

상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 중쇄에 혼입될 수 있다. 하나 이상의 비

천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 중쇄 및 경쇄에 혼입될 수 있다. 하나 이상의

비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 경쇄 내 아미노산을 대체할 수 있다. 하나 이

상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 중쇄 내 아미노산을 대체할 수 있다. 하

나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 중쇄 및 경쇄 내 아미노산을 대체

할 수 있다.

하나  이상의  비천연  아미노산은  TID가  기반으로  하거나  유래된  면역글로불린의  경쇄의  알라닌을  대체할  수[0277]

있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 경쇄의 시스테인을 대체할

수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 경쇄의 세린을 대체할

수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 경쇄의 라이신을 대체

할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 경쇄의 아스파라긴

을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 경쇄의 트레

오닌을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 중쇄의

알라닌을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 중쇄

의 시스테인을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의

중쇄의 세린을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의

중쇄의 라이신을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린

의 중쇄의 아스파라긴을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글

로불린의 중쇄의 트레오닌을 대체할 수 있다.

하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 경쇄의 Ser 202를 대체할 수 있[0278]

다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 중쇄의 Lys 136을 대체할 수

있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 중쇄의 Ala 123을 대체할

수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의 경쇄의 Ser 202 및 중

쇄의 Lys 136을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 TID가 기반으로 하거나 유래된 면역글로불린의

경쇄의 Thr 109를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 폴리펩타이드가 기반으로하거나 또는 유래된 항체 경쇄의

아미노산을 대체할 수 있다. 예를 들어, 비천연 아미노산은 항체 경쇄의 세린 잔기를 대체할 수 있다. 비천연

아미노산은 항체 경쇄의 세린 202를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 경쇄의 글리신 잔기를 대체할 수

있다. 비천연 아미노산은 항체 경쇄 또는 이의 상동체의 글리신 68을 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체

경쇄의 트레오닌 잔기를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 경쇄 또는 이의 상동체의 트레오닌 109를 대

체할 수 있다. 폴리펩타이드는 항체의 중쇄에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 중쇄의

라이신 잔기를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 중쇄 또는 이의 상동체의 라이신 136을 대체할 수

있다. 비천연 아미노산은 항체 중쇄의 알라닌 잔기를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 중쇄 또는 이의

상동체의 알라닌 123을 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 중쇄의 세린 잔기를 대체할 수 있다. 비천연

아미노산은 항체 중쇄 또는 이의 상동체의 세린 74를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 경쇄의 아미노산

잔기 및 항체 중쇄의 아미노산 잔기를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 경쇄의 글리신 잔기 및 항체 중

쇄의 아미노산을 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 경쇄의 글리신 잔기 및 항체 중쇄의 세린 잔기를 대

체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 중쇄의 세린 잔기 및 항체 경쇄의 아미노산 잔기를 대체할 수 있다. 항

체 경쇄의 글리신 잔기는 글리신 68 또는 이의 상동체일 수 있다. 항체 중쇄의 세린 잔기는 세린 74 또는 이의

상동체일 수 있다. 비천연 아미노산은 항체 경쇄의 세린 잔기 및 항체 중쇄의 아미노산을 대체할 수 있다. 비천

연 아미노산은 항체 경쇄의 세린 잔기 및 항체 중쇄의 라이신 잔기를 대체할 수 있다. 비천연 아미노산은 항체

중쇄의 라이신 잔기 및 항체 경쇄의 아미노산 잔기를 대체할 수 있다. 항체 경쇄의 세린 잔기는 세린 202 또는

이의 상동체일 수 있다. 항체 중쇄의 세린 잔기는 라이신 136 또는 이의 상동체일 수 있다.

하나 이상의 비천연 아미노산은 TID의 아미노산을 대체할 수 있되, TID는 항-CD19 항체 또는 이의 단편이다. 하[0279]

나 이상의 비천연 아미노산은 항-CD19 항체 또는 이의 단편의 경쇄의 임의의 세린을 대체할 수 있다. 하나 이상

의 비천연 아미노산은 항-CD19 항체 또는 이의 단편의 경쇄의 임의의 라이신을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비

천연 아미노산은 항-CD19 항체 또는 이의 단편의 경쇄의 임의의 아스파라긴을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비

천연 아미노산은 항-CD19 항체 또는 이의 단편의 경쇄의 임의의 트레오닌을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비천
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연 아미노산은 항-CD19 항체 또는 이의 단편의 중쇄의 임의의 세린을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미

노산은 항-CD19 항체 또는 이의 단편의 중쇄의 임의의 라이신을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산

은 항-CD19 항체 또는 이의 단편의 중쇄의 임의의 아스파라긴을 대체할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산

은 항-CD19 항체 또는 이의 단편의 중쇄의 임의의 트레오닌을 대체할 수 있다. 항체 또는 항체 단편은 항-CD19

항체 또는 이의 단편일 수 있되, 하나 이상의 비천연 아미노산은 항-CD19 항체 또는 이의 단편의 경쇄의 하나

이상의 아미노산을 대체할 수 있다. 항-CD19 항체 또는 이의 단편의 경쇄는 서열번호 16을 포함할 수 있다. 하

나 이상의 비천연 아미노산은 서열번호 16의 하나 이상의 아미노산을 대체할 수 있다. 서열번호 16의 하나 이상

의 아미노산은 G68, K107, T109, E152, S156, K169 및 S202를 포함하는 군으로부터 선택될 수 있다. 하나 이상

의 비천연 아미노산은 항-CD19 항체 또는 이의 단편의 중쇄의 하나 이상의 아미노산을 대체할 수 있다. 항-CD19

항체 또는 이의 단편의 중쇄는 서열번호 17을 포함할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 서열번호 17의

하나 이상의 아미노산을 대체할 수 있다. 서열번호 17의 하나 이상의 아미노산은 S74, A121 및 K136으로 이루어

진 군으로부터 선택될 수 있다.

하나 이상의 비천연 아미노산은 20종의 천연 아미노산 중 하나를 암호화하지 않는 코돈에 의해 암호화될 수 있[0280]

다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 넌센스 코돈(정지 코돈)에 의해 암호화될 수 있다. 정지 코돈은 앰버 코돈

일 수 있다. 앰버 코돈은 UAG 서열을 포함할 수 있다. 정지 코돈은 오커(ochre) 코돈일 수 있다. 오커 코돈은

UAA 서열을 포함할 수 있다. 정지 코돈은 오팔(opal) 또는 움버(umber) 코돈일 수 있다. 오팔 또는 움버 코돈은

UGA 서열을 포함할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 4-염기 코돈에 의해 암호화될 수 있다.

하나 이상의 비천연 아미노산은 p-아세틸페닐알라닌(pAcF 또는 pAcPhe)일 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노[0281]

산은 셀레노시스테인일 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 p-플루오로페닐알라닌(pFPhe)일 수 있다. 하나

이상의  비천연  아미노산은  p-아지도페닐알라닌(pAzF),p-아지도메틸페닐알라닌(pAzCH2F),  p-벤조일페닐알라닌

(pBpF),  p-프로파길옥시페닐알라닌(pPrF), p-요오도페닐알라닌(pIF), p-사이아노페닐알라닌(pCNF), p-카복실메

틸페닐알라닌(pCmF), 3-(2-나프틸)알라닌(NapA), p-보로노페닐알라닌(pBoF), o-나이트로페닐알라닌(oNiF), (8-

하이드록시퀴놀린-3-일)알라닌(HQA), 셀레노시스테인 및 (2,2'-비피리딘-5-일)알라닌(BipyA)을 포함하는 군으로

부터 선택될 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 4-(6-메틸-s-테트라진-3-일)아미노페닐알라닌일 수 있다.

하나 이상의 비천연 아미노산은 β-아미노산(β3 및 β2), 호모-아미노산s, 프롤린 및 피루브산 유도체, 3-치환[0282]

된 알라닌 유도체, 글리신 유도체, 고리-치환된 페닐알라닌 및 타이로신 유도체, 선형 코어 아미노산, 다이아미

노산, D-아미노산, N-메틸 아미노산 또는 이들의 조합일 수 있다.

비천연 아미노산의 추가적인 예는, 1) 다양한 치환된 타이로신 및 페닐알라닌 유사체, 예컨대 O-메틸-L-타이로[0283]

신, p-아미노-L-페닐알라닌, 3-나이트로-L-타이로신, p-나이트로-L-페닐알라닌, m-메톡시-L-페닐알라닌 및 p-아

이소프로필-L-페닐알라닌; 2) 광가교될 수 있는 아릴 아자이드 및 벤조페논기를 지니는 아미노산; 3) 아세틸-L-

페닐알라닌 및 m-아세틸-L-페닐알라닌, O-알릴-L-타이로신, O-(2-프로핀일)-L-타이로신, p-에틸티오카보닐-L-페

닐알라닌 및 p-(3-옥소부타노일)-L-페닐알라닌을 포함하는 독특한 화학적 반응성을 갖는 아미노산; 4) p-요오도

및 p-브로모-L-페닐알라닌을 포함하는 X-선 결정학에서 위상을 위한 중-원소-함유 아미노산; 5) 산화환원-활성

아미노산 다이하이드록시-L-페닐알라닌; 6)  b-N-아세틸글루코사민-O-세린 및 a-N-아세틸갈락토사민-O-트레오닌

을 포함하는 글리코실화된 아미노산; 7) 나프틸, 단실, 및 7-아미노쿠마린 측쇄를 지니는 형광 아미노산; 8) 아

조벤젠 및 나이트로벤질 Cys, Ser, 및 Tyr 측쇄를 지니는 광절단성 및 광이성질체성 아미노산; 9) 포스포타이로

신 모방체 p-카복시메틸-L-페닐알라닌; 10) 글루타민 상동체 호모글루타민; 및 11) 2-아미노옥탄산을 포함하지

만, 이들로 제한되지 않는다. 비천연 아미노산은 화학적 기를 혼입하도록 변형될 수 있다. 비천연 아미노산은

케톤 기를 혼입하도록 변형될 수 있다.

하나 이상의 비천연 아미노산은 적어도 하나의 옥심, 카보닐, 다이카보닐, 하이드록실아민기 또는 이들의 조합[0284]

을 포함할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 적어도 하나의 카보닐, 다이카보닐, 알콕시-아민, 하이드라

진, 비환식 알켄, 비환식 알킨, 사이클로옥틴, 아릴/알킬 아자이드, 노보넨, 사이클로프로펜, 트랜스-사이클로

옥텐, 또는 테트라진 작용기 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다.

하나 이상의 비천연 아미노산은 당업자에게 공지된 방법에 의해 TID 및/또는 CAR-ID 내로 혼입될 수 있다. 세포[0285]

계 또는 무세포 시스템은 TID 및/또는 CAR-ID의 유전자 서열을 변용시킴으로써 하나 이상의 비천연 아미노산을

지니는 TID 및/또는 CAR-ID를 생성하기 위해 사용될 수 있다. 영양요구성 균주는 공학 처리된 tRNA 및 합성효소

대신 사용될 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 하나 이상의 천연 아미노산의 선택적 반응을 통해 생성될

수 있다. 선택적 반응은 하나 이상의 효소에 의해 매개될 수 있다. 하나의 비-제한적 실시예에서, 포밀글리신
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생성 효소(FGE)를 이용하는 하나 이상의 시스테인의 선택적 반응은 하나 이상의 포밀글리신을 생성할 수 있다

(본 명세서에 전문이 참고로서 포함되는 문헌[Rabuka et al., Nature Protocols 7:1052-1067 (2012)] 참고).

하나 이상의 비천연 아미노산은 링커를 형성하기 위한 화학 반응에 참여할 수 있다. 링커를 형성하기 위한 화학[0286]

반응은 생물직교화학 반응일 수 있다. 링커를 형성하기 위한 화학 반응은 클릭 화학일 수 있다.

추가적인 비천연 아미노산은 리우(Liu) 등의 (Annu Rev Biochem, 79:413-44, 2010), 왕(Wang) 등의(Angew Chem[0287]

Int  Ed,  44:34-66,  2005)및  PCT  출원  PCT/US2012/039472호,  PCT/US2012/039468호,  PCT/US2007/088009호,

PCT/US2009/058668호,  PCT/US2007/089142호,  PCT/US2007/088011호,  PCT/US2007/001485호,  PCT/US2006/049397

호, PCT/US2006/047822호 및 PCT/US2006/044682호에 개시되어 있으며, 이들 모두는 본 명세서에 그의 전문이

참고로서 포함된다.

당업자는 질환 또는 병태에서 세포 상의 다양한 분자가 표적화되도록 확장될 수 있다는 것을 생각할 것이다. 본[0288]

명세서에 개시된 CAR-EC 스위치는 비제한적 예로서, 결장 및 폐암에 대해 EGFR, 신경교종 및 교모세포종에 대해

EGFRvIII, 다발성 골수종에 대해 BCMA, 및 CS1, 및 급성 골수성 백혈병에 대해 CLL-1 및 CD33을 표적화하는 항

체에 기반하거나 또는 유래된 TID를 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된 CAR-EC 스위치는 암세포를 표적화하기

위해 사용되는 소분자를 포함하는 TID를 포함할 수 있다. 난소암을 치료하기 위해 엽산을 포함하는 TID를 포함

하는 CAR-EC  스위치가 사용될 수 있다. PSMA  양성 전립선 암세포를 치료하기 위해 2-[3-(1,3-다이카복시프로

필)우레이도] 펜탄다이온산을 포함하는 TID를 포함하는 CAR-EC 스위치가 사용될 수 있다.

링커[0289]

본 명세서에 개시된 스위치는 하나 이상의 링커를 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된 스위치는 2 이상의 링커[0290]

를 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된 스위치는 3 이상의 링커를 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된 스위치

는 4 이상의 링커를 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된 스위치는 5, 6, 7, 8, 9, 10 이상의 링커를 포함할 수

있다. 2 이상의 링커는 동일할 수 있다. 3 이상의 링커 중 적어도 둘은 동일할 수 있다. 2 이상의 링커는 상이

할 수 있다. 3 이상의 링커 중 적어도 둘은 상이할 수 있다.

본 명세서에 개시된 스위치 중간체는 하나 이상의 링커를 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된 스위치 중간체는[0291]

2 이상의 링커를 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된 스위치 중간체는 3 이상의 링커를 포함할 수 있다. 본 명

세서에 개시된 스위치 중간체는 4 이상의 링커를 포함할 수 있다. 본 명세서에 개시된 스위치 중간체는 5, 6,

7, 8, 9, 10 이상의 링커를 포함할 수 있다. 2 이상의 링커는 동일할 수 있다. 3 이상의 링커 중 적어도 둘은

동일할 수 있다. 2 이상의 링커는 상이할 수 있다. 3 이상의 링커 중 적어도 둘은 상이할 수 있다.

도 18은 예시적인 링커를 도시한다. 도 19는 예시적인 이종 2작용성 링커를 도시한다. 도 20은 2작용성 링커를[0292]

합성하기 위한 일반적 반응식을 나타낸다. 추가적인 예시적인 링커 및 링커를 구성하는 방법은 WO2014/153002호

에서 발견할 수 있으며, 이는 그의 전문이 참고로 포함된다.

링커는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)에 부착될 수 있다. 상기 링커는 표적 상호작용 도메인[0293]

(TID)에 부착될 수 있다. 상기 링커는 CAR-ID를 TID에 부착시킬 수 있다. 하나 이상의 링커는 하나 이상의 CAR-

ID를 하나 이상의 TID에 부착시킬 수 있다. 하나 이상의 링커는 하나 이상의 CAR-ID를 하나 이상의 TID에 부위

특이적 방식으로 부착시킬 수 있다. 부위-특이적 방식의 부착은 하나 이상의 TID 상에서 하나 이상의 CAR-ID를

사전결정 부위에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 대안적으로, 또는 추가적으로, 부위-특이적 방식의 부착은

하나 이상의 TID에서 비천연 아미노산에 하나 이상의 CAR-ID를 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 하나 이상의

링커는 부위-독립적 방식으로 하나 이상의 TID에 하나 이상의 CAR-ID를 부착시킬 수 있다. 부위-독립적 방식으

로 부착은 하나 이상의 TID 상에서 무작위 부위에 하나 이상의 CAR-ID를 부착시키는 것을 포함할 수 있다. CAR-

ID는 부위-특이적 방식으로 1, 2, 3, 4, 5 이상의 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 부위-독립적 방식으로 1, 2,

3, 4, 5 이상의 TID에 부착될 수 있다. 대안적으로, TID는 부위-특이적 방식으로 1, 2, 3, 4, 5 이상의 CAR-ID

에 부착될 수 있다. 부위-특이적 방식의 부착은 하나 이상의 CAR-ID 상에서 사전결정 부위에 하나 이상의 TID를

부착시키는 것을 포함할 수 있다. TID는 부위-독립적 방식으로 1, 2, 3, 4, 5 이상의 CAR-ID에 부착될 수 있다.

부위-독립적 방식의 부착은 하나 이상의 CAR-ID 상에서 무작위 부위에 하나 이상의 TID를 부착시키는 것을 포함

할 수 있다.

하나 이상의 링커는 CAR-ID, TID, 또는 이들의 조합에 결합될 수 있다. 하나 이상의 링커는 화학식 IIA: L1-X[0294]

또는  화학식  II:  X-L1의  하나  이상의  스위치  중간체를  형성하기  위해  CAR-ID에  결합될  수  있되,  X는

CAR-ID이고, L1은 링커이다. 하나 이상의 링커는 옥심에 의해 CAR-ID에 결합될 수 있다. 하나 이상의 링커는 사
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이클로옥틴, 사이클로프로펜, 아릴/알킬 아자이드, 트랜스-사이클로옥텐, 노보렌, 테트라진, 또는 이들의 조합

에 의해 CAR-ID에 결합될 수 있다. 하나 이상의 링커는 공유 결합, 비-공유 결합, 이온 결합, 또는 이들의 조합

에 의해 CAR-ID에 결합될 수 있다. 하나 이상의 링커는 화학식 IIIA: L1-Y 또는 화학식 III: Y-L1의 하나 이상

의 스위치 중간체를 형성하기 위해 TID에 결합될 수 있되, Y는 TID이고, L1은 링커이다. 하나 이상의 링커는 옥

심에 의해 TID에 결합될 수 있다. 하나 이상의 링커는 사이클로옥틴, 사이클로프로펜, 아릴/알킬 아자이드, 트

랜스-사이클로옥텐, 노보렌, 테트라진, 또는 이들의 조합에 의해 TID에 결합될 수 있다. 하나 이상의 링커는 공

유 결합, 비-공유 결합, 이온 결합, 또는 이들의 조합에 의해 TID에 결합될 수 있다.

TID는 하나 이상의 아미노산을 포함할 수 있다. 하나 이상의 아미노산은 천연 아미노산을 포함할 수 있다. 상기[0295]

링커는 TID 상에서 하나 이상의 천연 아미노산과 결합될 수 있다. 하나 이상의 아미노산은 하나 이상의 비천연

아미노산을 포함할 수 있다. 상기 링커는 TP 상에서 하나 이상의 비천연 아미노산과 결합될 수 있다. 링커는 부

위-특이적 돌연변이유발의 산물인 아미노산과 결합될 수 있다. 링커는 부위-특이적 돌연변이유발의 산물인 시스

테인과 결합될 수 있다. 링커(예를 들어, 치환된 말레이미드)는 부위-특이적 돌연변이유발뿐만 아니라 천연 시

스테인 잔기의 산물인 시스테인과 결합할 수 있다. 각각 상보적 반응성 작용기를 지니는 두 링커는 서로 결합할

수 있다.

하나 이상의 링커는 절단성 링커일 수 있다. 하나 이상의 링커는 비-절단성 링커일 수 있다. 하나 이상의 링커[0296]

는 가요성 링커일 수 있다. 하나 이상의 링커는 비가요성 링커일 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수

있다. 2작용성 링커는 하나의 단부에서 제1 작용기 및 제2 단부에서 제2 작용기를 포함할 수 있다. 2작용성 링

커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 이종 2작용성 링커는 하나의 단부에서 제1 작용기 및 제2 단부에서 제2 작

용기를 포함할 수 있되, 제1 작용기와 제2 작용기는 상이하다. 2작용성 링커는 동종 2작용성 링커일 수 있다.

동종 2작용성 링커는 하나의 단부에서 제1 작용기 및 제2 단부에서 제2 작용기를 포함할 수 있되, 제1 작용기와

제2 작용기는 동일하다.

링커는 화학적 결합을 포함할 수 있다. 상기 링커는 작용기를 포함할 수 있다. 상기 링커는 중합체를 포함할 수[0297]

있다. 중합체는 폴리에틸렌 글리콜일 수 있다. 상기 링커는 아미노산을 포함할 수 있다.

링커는 하나 이상의 작용기를 포함할 수 있다. 상기 링커는 2 이상의 작용기를 포함할 수 있다. 상기 링커는 3[0298]

이상의 작용기를 포함할 수 있다. 상기 링커는 4 이상의 작용기를 포함할 수 있다. 상기 링커는 5, 6, 7, 8, 9,

10개 이상의 작용기를 포함할 수 있다. 상기 링커는 2작용성 에틸렌 글리콜 링커일 수 있다.

링커는 에틸렌 글리콜을 포함할 수 있다. 상기 링커는 약 1, 약 2, 약 3, 약 4, 약 5, 약 6, 약 7, 약 8, 약 9,[0299]

약 10, 약 11, 약 12, 약 13, 약 14, 약 15, 약 16, 약 17, 약 18, 약 19 또는 약 20개 이상의 에틸렌 글라이

콜 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 4개 이상의 에틸렌 글라이콜 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링

커는 8개 이상의 에틸렌 글라이콜 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 10개 이상의 에틸렌 글라이콜 서브

유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 12개 이상의 에틸렌 글라이콜 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 15

개 이상의 에틸렌 글라이콜 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 20개 이상의 에틸렌 글라이콜 서브유닛을

포함할 수 있다. 상기 링커는 25개 이상의 에틸렌 글라이콜 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 30개 이상

의 에틸렌 글라이콜 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 35개 이상의 에틸렌 글라이콜 서브유닛을 포함할

수 있다. 

링커는 폴리에틸렌 글라이콜(PEG)을 포함할 수 있다. 상기 링커는 약 1, 약 2, 약 3, 약 4, 약 5, 약 6, 약 7,[0300]

약 8, 약 9, 약 10, 약 11, 약 12, 약 13, 약 14, 약 15, 약 16, 약 17, 약 18, 약 19 또는 약 20개 이상의 폴

리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 4개 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유

닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 8개 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링

커는 10개 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 12개 이상의 폴리에틸렌

글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 15개 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포

함할 수 있다. 상기 링커는 20개 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 25

개 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 30개 이상의 폴리에틸렌 글라이

콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 35개 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수

있다.

링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아[0301]

졸일 수 있다.
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링커는 아릴 또는 헤테로아릴을 포함할 수 있다. 상기 링커는 아릴을 포함할 수 있다. 아릴은 페닐일 수 있다.[0302]

페닐은 이치환될 수 있다. 이치환된 페닐은 1,4-이치환된 페닐일 수 있다. 이치환된 페닐은 1,3-이치환된 페닐

일 수 있다. 페닐은 삼치환될 수 있다. 페닐은 사치환될 수 있다. 치환된 페닐의 치환체 중 둘은 NO2일 수

있다. 일부 예에서, 링커는 벤질 치환체를 포함하지 않는다.

링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 다중 폴리에틸렌 글라이콜[0303]

(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 2개 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기

링커는 3개 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 4개 이상의 폴리에틸렌 글라

이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 5개 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다.

상기 링커는 6개 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 7개 이상의 폴리에틸렌

글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 8개 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있

다. 상기 링커는 9개 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 10개 이상의 폴리

에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 11개 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함

할 수 있다. 상기 링커는 12개 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 13개 이

상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위를 포함할 수 있다. 상기 링커는 14 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 단위

를 포함할 수 있다.

상기 링커는 하나의 단부에서 아마이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아마이드 및 다른 하나[0304]

의 단부에서 아민을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아마이드 및 다른 하나의 단부에서 트라이아

졸을 포함할 수 있다.

하나 이상의 링커는 1,4-다이카복실 모이어티를 포함할 수 있다. 하나 이상의 링커는 1,3-다이나이트로 치환된[0305]

페닐 모이어티를 포함할 수 있다.

하나 이상의 링커는 하나 이상의 반응성 작용기를 포함할 수 있다. 반응성 작용기는 결합 상태의 상보적 반응성[0306]

작용기와 반응할 수 있다. 결합 상태의 상보적 반응성 작용기에 대한 링커 상의 반응성 작용기의 반응은 CAR-EC

스위치 내로 링커의 혼입 전에 일어날 수 있다.

링커는 알콕시-아민, 하이드라진, 아릴/알킬 아자이드, 알킨, 알켄, 테트라진, 다이클로로트라이아진, 트레실레[0307]

이트, 숙신이미딜 카보네이트, 벤조트라이아졸 카보네이트, 나이트로페닐 카보네이트, 트라이클로로페닐 카보네

이트, 카보닐이미다졸, 숙신이미딜 숙시네이트, 말레이미드, 비닐설폰, 할로아세트아마이드, 및 다이설파이드로

부터 선택된 적어도 하나의 반응성 작용기를 포함할 수 있다. 알켄은 노보넨, 트랜스-사이클로옥텐, 및 사이클

로프로펜으로부터 선택될 수 있다. 상기 링커는 적어도 하나의 알콕시 아민을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적

어도 하나의 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 하나의 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 상기 링

커는 적어도 하나의 테트라진을 포함할 수 있다. 

하나 이상의 링커는 하나 이상의 말단에서 알콕시-아민(또는 아미노옥시)기, 아자이드기 및/또는 사이클로옥틴[0308]

기를 포함할 수 있다. 하나 이상의 링커는 하나의 말단에서 알콕시-아민 및 다른 하나의 말단에서 아자이드기를

포함할 수 있다. 하나 이상의 링커는 하나의 말단에서 알콕시-아민 및 다른 하나의 말단에서 사이클로옥틴기를

포함할 수 있다. 알콕시-아민은 아미노산 상에서 케톤기를 지니는 안정한 옥심을 형성할 수 있다. 알콕시-아민

은 비천연 아미노산 상에서 케톤기를 지니는 안정한 옥심을 형성할 수 있다. 케톤기는 p-아세틸 페닐알라닌

(pAcF) 상에 있을 수 있다.

TID에 부착되는 링커의 상보적 반응성 작용기와 CAR-ID 상의 반응성 작용기의 반응에 의해 하나 이상의 링커가[0309]

형성될 수 있다. CAR-ID에 부착되는 링커의 상보적 반응성 작용기와 TID 상의 아미노산 또는 다른 반응성 작용

기의 반응에 의해 하나 이상의 링커가 형성될 수 있다. TID에 부착되는 다른 링커와 CAR-ID에 부착되는 링커의

반응에 의해 하나 이상의 링커가 형성될 수 있다. 도 16은 두 스위치 중간체 상에서 반응성 작용기의 반응에 의

해 링커를 생성하는 반응식을 나타낸다. 도 16에 나타내는 바와 같이, CAR-ID(1605) 및 제1 링커(1610)를 포함

하는  제1  스위치  중간체(1601)는  TID(1625)  및  제2  링커(1630)를  포함하는  제2  스위치  중간체(1620)와

접촉된다. 제1 링커(1610)의 반응성 작용기(1615)는 제2 링커(1635)의 제2 작용기(1635)와 반응하여 새로운 링

커(1645)를 생성한다. 두 스위치 중간체(1601, 1620)의 반응은 새로운 링커(1645)를 통해 TID(1625)에 연결된

CAR-ID(1605)를 포함하는 스위치(1640)의 형성을 초래할 수 있다.

링커는 생물직교화학 반응의 산물일 수 있다. 예를 들어, 케톤, 아자이드, 알킨, 알켄 및 테트라진 측쇄를 함유[0310]

하는 아미노산은 넌센스 및 프레임쉬프트 코돈에 반응하여 유전자 암호화될 수 있다. 이들 측쇄는 생물직교화학
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컨쥬게이션 반응에 대한 화학적 조절로서 작용할 수 있다(Kim et al., Curr Opin Chem Bio 17:412-419 (2013),

본  명세서에  그의  전문이  참고로서  포함됨).  상기  링커는  옥심,  테트라졸,  딜스  알더  부가물(Diels  Alder

adduct), 헤테로 딜스 알더 부가물, 방향족 치환 반응 생성물, 친핵성 치환 반응 생성물, 에스터, 아마이드, 카

밤산염, 에터, 티오에터 또는 마이클 반응(Michael reaction) 생성물을 포함할 수 있다. 상기 링커는 첨가 환화

생성물, 복분해 반응 생성물, 금속-매개 교차-결합 반응 생성물, 라디칼 중합 생성물, 산화적 결합 생성물, 아

실-전달 반응 생성물, 또는 광 클릭 반응 생성물일 수 있다. 첨가 환화는 후이스겐(Huisgen)-첨가 환화일 수 있

다. 첨가 환화는 무구리(copper-free) [3+2] 후이스겐-첨가 환화일 수 있다. 첨가 환화는 딜스-알더 반응일 수

있다. 첨가 환화는 헤테로 딜스-알더 반응일 수 있다. 상기 링커는 효소-매개 반응의 생성물일 수 있다. 상기

링커는 트랜스글루타미나제-매개 반응의 생성물일 수 있으며, 이의 비제한적 예는 문헌[Lin et  al.,  J.  Am.

Chem.  Soc.  128:4542-4543  (2006)]  및  제WO  2013/093809호에  기재되어  있다.  상기  링커는  폴리테릭스

(PolyTherics)에 의한 티오브릿지(ThioBridge)(상표명) 기법과 같이 두 시스테인 잔기를 연결하는 이황화 브릿

지를 포함할 수 있다. 상기 링커는 두 아미노산 잔기를 연결하는 말레이미드 브릿지를 포함할 수 있다. 상기 링

커는 두 시스테인 잔기를 연결하는 말레이미드 브릿지를 포함할 수 있다.

2 이상의 링커가 연결될 수 있다. 2 이상의 링커는 하나 이상의 무-구리 반응을 통해 연결될 수 있다. 2 이상의[0311]

링커는 하나 이상의 첨가 환화를 통해 연결될 수 있다. 2 이상의 링커는 하나 이상의 후이스겐-첨가 환화를 통

해 연결될 수 있다. 2 이상의 링커는 하나 이상의 무-구리 [3+2] 후이스겐-첨가 환화를 통해 연결될 수 있다. 2

이상의 링커는 하나 이상의 구리-함유 반응을 통해 연결될 수 있다. 2 이상의 링커는 하나 이상의 딜스 알더 반

응을 통해 연결될 수 있다. 2 이상의 링커는 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 통해 연결될 수 있다.

CAR-EC 스위치는 링커 길이를 조절함으로써 최적화될 수 있다. CAR-EC 스위치는 상이한 길이의 링커를 포함할[0312]

수 있다. 링커는 상대적으로 짧을 수 있다. 링커는 상대적으로 길 수 있다. 하나 이상의 링커는 길이로 약 1 옹

스트롬(Å) 내지 약 120 옹스트롬(Å)일 수 있다. 하나 이상의 링커는 길이로 약 5 옹스트롬(Å) 내지 약 105

옹스트롬(Å)일 수 있다. 하나 이상의 링커는 길이로 약 10 옹스트롬(Å) 내지 약 100 옹스트롬(Å)일 수 있다.

하나 이상의 링커는 길이로 약 10 옹스트롬(Å) 내지 약 90 옹스트롬(Å)일 수 있다. 하나 이상의 링커는 길이

로 약 10 옹스트롬(Å) 내지 약 80 옹스트롬(Å)일 수 있다. 하나 이상의 링커는 길이로 약 10 옹스트롬(Å) 내

지 약 70 옹스트롬(Å)일 수 있다. 하나 이상의 링커는 길이로 약 15 옹스트롬(Å) 내지 약 45 옹스트롬(Å)일

수 있다. 하나 이상의 링커는 길이로 약 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25,

27, 30 옹스트롬 이상일 수 있다. 하나 이상의 링커는 길이로 약 10 옹스트롬 이상일 수 있다. 하나 이상의 링

커는 길이로 약 15 옹스트롬 이상일 수 있다. 하나 이상의 링커는 길이로 약 20 옹스트롬 이상일 수 있다. 하나

이상의 링커는 길이로 약 110, 100, 90, 85, 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50, 45, 43, 42, 41, 40, 39, 38, 37,

36, 35, 34, 33, 32, 31, 30 옹스트롬 이하일 수 있다. 하나 이상의 링커는 길이로 약 100 옹스트롬 이하일 수

있다. 하나 이상의 링커는 길이로 약 80 옹스트롬 이하일 수 있다. 하나 이상의 링커는 길이로 약 60 옹스트롬

이하일 수 있다. 하나 이상의 링커는 길이로 약 40 옹스트롬 이하일 수 있다.

링커의  총  길이는  약  1  옹스트롬(Å)  내지  약  120  옹스트롬(Å)일  수  있다.  링커의  총  길이는  약  5[0313]

옹스트롬(Å) 내지 약 105 옹스트롬(Å)일 수 있다. 링커의 총 길이는 약 10 옹스트롬(Å) 내지 약 100 옹스트

롬(Å)일 수 있다. 링커의 총 길이는 약 10 옹스트롬(Å) 내지 약 90 옹스트롬(Å)일 수 있다. 링커의 총 길이

는 약 10 옹스트롬(Å) 내지 약 80 옹스트롬(Å)일 수 있다. 링커의 총 길이는 약 10 옹스트롬(Å) 내지 약 70

옹스트롬(Å)일 수 있다. 링커의 총 길이는 약 15 옹스트롬(Å) 내지 약 45 옹스트롬(Å)일 수 있다. 링커의 총

길이는 약 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 27, 30 옹스트롬 이상일 수

있다. 링커의 총 길이는 약 10 옹스트롬 이상일 수 있다. 링커의 총 길이는 약 15 옹스트롬 이상일 수 있다. 링

커의 총 길이는 약 20 옹스트롬 이상일 수 있다. 링커의 총 길이는 약 110, 100, 90, 85, 80, 75, 70, 65, 60,

55, 50, 45, 43, 42, 41, 40, 39, 38, 37, 36, 35, 34, 33, 32, 31, 30 옹스트롬 이하일 수 있다. 링커의 총

길이는 약 100 옹스트롬 이하일 수 있다. 링커의 총 길이는 약 80 옹스트롬 이하일 수 있다. 링커의 총 길이는

약 60 옹스트롬 이하일 수 있다. 링커의 총 길이는 약 40 옹스트롬 이하일 수 있다. 링커의 총 길이는 약 25Å

이하일 수 있다. CAR-ID와 TID 사이의 거리는 약 30Å일 수 있다.

본 명세서에서, 복수의 스위치를 포함하는 조성물이 개시되되, 복수의 스위치 중의 스위치는 (a) CAR-ID; (b)[0314]

TID; 및 (c) 링커를 포함하고, 복수의 스위치 중의 스위치의 적어도 약 60%는 구조적으로 동종이다. 복수의 스

위치  중의  스위치의  적어도  약  60%,  61%,  62%,  63%,  64%,  65%,  66%,  67%,  68%  또는  69%는  구조적으로

동종이다. 복수의 스위치 중의 스위치의 적어도 약 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78% 또는 79%는

구조적으로 동종이다. 복수의 스위치 중의 스위치의 적어도 약 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%
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또는 89%는 구조적으로 동종이다. 복수의 스위치 중의 스위치의 적어도 약 90%,  91%,  92%,  93%,  94%,  95%,

96%, 97%, 98% 또는 99%는 구조적으로 동종이다. 구조적으로 동종의 CAR-EC 스위치는 CAR-ID와 TID를 부위-특이

적으로 연결함으로써 제공될 수 있다. 상기 링커는 CAR-ID에 부위-특이적으로 연결될 수 있다. 상기 링커는 TID

에 부위-특이적으로 연결될 수 있다. 링커의 제1 부위는 CAR-ID에 부위-특이적으로 연결될 수 있고, 링커의 제2

부위는 TID에 부위-특이적으로 연결될 수 있다.

스위치 및 스위치 중간체의 생성방법[0315]

본 명세서에서 CAR-EC 스위치를 생성하는 방법이 개시된다. 일반적으로, 상기 방법은 키메라 항원 수용체-상호[0316]

작용 도메인(CAR-ID)을 표적 상호작용 도메인(TID)에 부착시키는 단계를 포함한다. 대안적으로, 상기 방법은

CAR-ID 및 링커를 포함하는 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 단계를 포함할 수 있다. 상기 방법은 TID 및 링

커를 포함하는 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 단계를 포함할 수 있다. 상기 방법은 CAR-ID 및 제1 링커

를 포함하는 제1  스위치 중간체를 TID  및 제2 링커를 포함하는 제2 스위치에 부착시키는 단계를 포함할 수

있다. CAR-ID의 TID에 대한 부착은 부위-특이적 방식으로 일어날 수 있다. 부위-특이적 방식의 부착은 TID 상의

사전결정 부위에 CAR-ID를 부착시키는 단계를 포함할 수 있다. 부위-특이적 방식의 부착은 CAR-ID 상의 사전결

정 부위에 TID를 부착시키는 단계를 포함할 수 있다. TID에 대한 CAR-ID의 부착은 부위-독립적 방식으로 일어날

수 있다. 부위-독립적 방식의 부착은 TID 상에서 무작위 부위에 CAR-ID를 부착시키는 단계를 포함할 수 있다.

부위-독립적 방식의 부착은 CAR-ID 상의 무작위 부위에 TID를 부착시키는 단계를 포함할 수 있다. 상기 방법은

TID에 하나 이상의 추가적인 CAR-ID를 부착시키는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 상기 방법은 CAR-ID에 하나

이상의 추가적인 TID를 부착시키는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 상기 방법은 TID를 CAR-ID에 연결하기 위해

하나 이상의 추가적인 링커를 이용하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. TID에 CAR-ID를 부착시키는 단계는 하나

이상의 화학적 반응을 수행하는 단계를 포함할 수 있다.

스위치를 생성하는 방법은 CAR-ID를 포함하는 CAR-ID 또는 스위치 중간체에 대한 항체 또는 항체 단편에 기반하[0317]

거나 또는 유래된 TID를 연결하여 (a) TID; (b) 하나 이상의 링커; 및 (c) CAR-ID를 포함하는 CAR-EC 스위치를

생성하는 단계를 포함할 수 있다. 하나 이상의 링커는 TID를 CAR-ID에 연결할 수 있다. TID를 CAR-ID에 연결하

는 것은 부위-특이적 방식으로 생길 수 있다. CAR-ID는 하나 이상의 링커를 통해 TID 상의 사전결정 부위에 부

착될 수 있다. TID는 하나 이상의 링커를 통해 CAR-ID 상에서 사전결정 부위에 부착될 수 있다.

본 명세서에서 화학식 I: X-L1-Y 또는 화학식 IA: Y-L1-X의 스위치를 생성하는 방법이 개시되되, X는 키메라 항[0318]

원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)이고, Y는 표적 상호작용 도메인(TID)이며, L1은 링커이다. X는 CAR 결합 소

분자일 수 있고, Y는 항체 또는 항체 단편일 수 있다. X는 펩타이드를 포함하지 않는 CAR 결합 소분자일 수 있

고, Y는 항체 또는 항체 단편을 포함하지 않는 펩타이드일 수 있다. X는 펩타이드를 포함하지 않는 CAR 결합 소

분자일 수 있고, Y는 펩타이드를 포함하지 않는 표적화 소분자일 수 있다. 상기 방법은 CAR-ID를 TID 내의 사전

결정 부위에 부착시키는 하나 이상의 반응을 수행하는 단계를 포함할 수 있다. TID에 CAR-ID를 부착하기 위해

하나 이상의 반응을 수행하는 것은 복수의 CAR-I를 복수의 TID와 혼합하는 단계를 포함할 수 있다. 상기 방법은

TID 링커의 하나의 단부를 부착한 다음에, CAR-ID에 대한 링커의 다른 단부의 부착시키는 단계를 포함할 수 있

다. 상기 방법은 CAR-ID에 대한 링커의 한 단부를 부착한 다음에, TID에 대한 링커의 다른 단부의 부착을 포함

할 수 있다. TID에 대한 링커의 부착은 부위-특이적 방식으로 일어날 수 있다. 상기 링커는 TID의 사전결정 아

미노산에 부착될 수 있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. 상기 링커는 아미노산과 상호작용하는 작용

기를 포함할 수 있다. TID에 대한 링커의 부착은 부위-독립적 방식으로 일어날 수 있다. 상기 링커는 TID에 대

해 무작위적으로 부착될 수 있다. 상기 링커는 TID에서 작용기와 반응하는 작용기를 포함할 수 있다. 링커의

CAR-ID에 대한 부착은 부위-특이적 방식으로 일어날 수 있다. 링커의 CAR-ID에 대한 부착은 부위-독립적 방식으

로 일어날 수 있다. 상기 링커는 CAR-ID에서 작용기와 반응하는 작용기를 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착

시키는 하나 이상의 반응을 수행하는 것은 옥심 결찰을 수행하는 것을 포함할 수 있다.

대안적으로, 또는 추가적으로, 상기 방법은 CAR-ID에 링커 또는 링커의 전구체를 부착하여 CAR-ID에 컨쥬게이트[0319]

된 링커를 포함하는 스위치 중간체를 생성하는 반응을 수행하는 단계를 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 화학

식 II: X-L1 또는 화학식 IIA: L1-X를 가질 수 있되, X는 CAR-ID이고, L1은 링커 또는 링커의 전구체이다. 상기

링커는 부위-특이적 방식으로 CAR-ID에 컨쥬게이팅될 수 있다. 상기 링커는 부위-독립적 방식으로 CAR-ID에 컨

쥬게이팅될 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착하기 위한 하나 이상의 반응을 수행하는 것은 스위치 중간체의 링커

일부를 TID에 부착시키는 단계를 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착하기 위한 하나 이상의 반응을 수행하는

것은 CAR-ID에 컨쥬게이트된 링커 또는 링커 전구체를 포함하는 복수의 스위치 중간체를 복수의 TID와 접촉시키

는 단계를 포함할 수 있다. TID에 대한 스위치 중간체의 링커 일부의 부착은 부위-특이적 방식으로 일어날 수
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있다. TID는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 스위치의 링커 일부는 하나 이상의 비천연 아미노

산을 통해 TID에 부착될 수 있다. 스위치 중간체의 링커 일부의 부착은 부위-독립적 방식으로 일어날 수 있다.

대안적으로, 또는 추가적으로, 상기 방법은 링커 또는 링커의 전구체를 TID에 부착하여 TID에 컨쥬게이트된 링[0320]

커 또는 링커의 전구체를 포함하는 스위치 중간체를 생성하는 반응을 수행하는 단계를 포함할 수 있다. 스위치

중간체는 화학식 III: Y-L1 또는 화학식 IIIA: L1-Y를 가질 수 있되, Y는 TID이고 L1은 링커 또는 링커 전구체

이다. 상기 링커는 부위-특이적 방식으로 TID에 컨쥬게이팅될 수 있다. 상기 링커는 부위-독립적 방식으로 TID

에 컨쥬게이팅될 수 있다. TID에 CAR-ID를 부착시키는 하나 이상의 반응을 수행하는 것은 스위치 중간체의 링커

일부를 CAR-ID에 부착시키는 단계를 포함할 수 있다. TID에 CAR-ID를 부착시키는 하나 이상의 반응을 수행하는

것은 TID에 컨쥬게이트된 링커 또는 링커 전구체를 포함하는 복수의 스위치 중간체를 복수의 CAR-ID와 접촉시키

는 단계를 포함할 수 있다. CAR-ID에 대한 스위치 중간체의 링커 일부의 부착은 부위-특이적 방식으로 일어날

수 있다. 스위치 중간체의 링커 일부의 부착은 부위-독립적 방식으로 일어날 수 있다.

상기 방법은 TID에 하나 이상의 링커를 결합하여 화학식 III: Y-L1 또는 화학식 IIIA: L1-Y의 스위치 중간체를[0321]

생성하는 단계(Y는 TID이고, L1은 링커임); CAR-ID에 스위치 중간체를 컨쥬게이팅함으로써 CAR-EC 스위치를 생

성하는 단계를 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 부위-특이적 방식으로 CAR-ID에 컨쥬게이팅될 수 있다. 스위치

중간체는 부위-독립적 방식으로 CAR-ID에 컨쥬게이팅될 수 있다. 상기 방법은 하나 이상의 비천연 아미노산을

CAR-ID 및/또는 TID 내로 혼입시키는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 비천연 아미노산의 사용

을 통해 부위-특이적 방식으로 CAR-ID에 컨쥬게이팅될 수 있다.

상기 방법은 하나 이상의 링커를 CAR-ID에 결합시켜 화학식 II: X-L1 또는 화학식 IIA: L1-X의 스위치 중간체를[0322]

생성하는 단계(X는 CAR-ID이고, L1은 링커임); 스위치 중간체를 TID에 컨쥬게이팅함으로써 CAR-EC 스위치를 생

성하는 단계를 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 부위-특이적 방식으로 TID에 컨쥬게이팅될 수 있다. 스위치 중

간체는 부위-독립적 방식으로 TID에 컨쥬게이팅될 수 있다. 상기 방법은 하나 이상의 비천연 아미노산을 CAR-ID

및/또는 TID 내로 혼입하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 비천연 아미노산의 사용을 통해 부

위-특이적 방식으로 TID에 컨쥬게이팅될 수 있다.

화학식 II: X-L1 또는 화학식 IIA: L1-X(X는 CAR-ID 및 L1임)의 스위치 중간체를 TID에 컨쥬게이팅하는 단계는[0323]

옥심을 형성하는 단계를 포함할 수 있다. 화학식 III: Y-L1 또는 화학식 IIIA: L1-Y의 스위치 중간체(Y는 TID

및 L1임)를 CAR-ID에 컨쥬게이팅하는 것은 옥심을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 옥심을 형성하는 것은 산성

조건 하에서 하나 이상의 반응을 수행하는 단계를 포함할 수 있다. 옥심을 형성하는 것은 약간 산성인 조건 하

에서 하나 이상의 반응을 수행하는 단계를 포함할 수 있다. 옥심을 형성하는 것은 약간 중성의 조건 하에서 하

나 이상의 반응을 수행하는 단계를 포함할 수 있다.

스위치를 생성하는 방법은 (a) 비천연 아미노산을 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 생성하는 단계; (b)[0324]

제1 링커를 TID에 부착하여 TID 및 제1 링커를 포함하는 제1 스위치 중간체를 생성하는 단계; (c) 키메라 항원

수용체-상호작용 도메인(CAR-ID) 및 제2 링커를 포함하는 제2 스위치 중간체를 제1 스위치 중간체에 부착함으로

써, 스위치를 생성하는 단계를 포함할 수 있다. 비천연 아미노산은 p-아세틸펜알라닌(pAcF)일 수 있다. 상기

TID는 항체 또는 항체 단편에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 항체는 항-CD19 항체,

항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR 항체, 항-EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항체, 항-BCMA 항체, 항

-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33 항체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 상기 항체는 항-CD19 항체

일 수 있다. 항체는 항-EGFR 항체일 수 있다. 항체는 항-CD20 항체일 수 있다. 항체는 항-HER2 항체일 수 있다.

TID는 항체 단편을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 아미노산 서열을 포함할 수 있

다. 항체는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. TID는 서열번호

18 내지 56 중 어느 하나에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 제1 링커는 2작용성 링커

일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서

브유닛을 포함할 수 있다. 제1 링커 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 제1 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수

있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다. 제1 링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-

트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 제1 링커는 아자이드-PEG-아미녹시 링커를

포함할 수 있다. 제1 링커는 비천연 아미노산의 케톤에 부착될 수 있다. 제1 링커는 옥심 결찰을 통해 TID에 부

착될 수 있다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-ID는 FITC를 포함할 수 있다. 제2 링커는 2작용성 링커

일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜

(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 제2 링커는 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 제2 링커는 PEG-사이클로옥틴

링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다. 제2 링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아
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졸은 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 제2 링커는 PEG-사이클로옥틴 링

커일 수 있다. 제2 스위치 중간체는 클릭 화학 반응을 통해 제1 스위치 중간체에 부착될 수 있다. 제2 스위치

중간체는 첨가 환화 반응을 통해 제1 스위치 중간체에 부착될 수 있다. 첨가 환화 반응은 [3+2] 첨가 환화 반응

일 수 있다.

CAR-ID에 링커를 컨쥬게이팅하여 스위치를 생성하는 것은 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 결합을 형성하는[0325]

것을 포함할 수 있다. TID에 링커를 컨쥬게이팅하여 스위치를 생성하는 것은 링커와 TID 사이에 하나 이상의 결

합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 하나 이상의 결합은 이온 결합, 공유 결합, 비-공유 결합 또는 이들의 조

합을 포함할 수 있다. CAR-ID와 TID의 링커를 컨쥬게이팅하는 추가적인 방법은 본 명세서에 그의 전문이 참고로

포함되는 문헌[Roberts et al., Advanced Drug Delivery Reviews 54:459-476 (2002)]에 기재된 바와 같이 수행

될 수 있다.

CAR-ID는 본 명세서에 개시된 임의의 CAR-ID를 포함할 수 있다. 예를 들어, CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다.[0326]

CAR-ID는 FITC를 포함할 수 있다. CAR-ID는 DOTA, 다이나이트로페놀, 퀴논, 바이오틴, 아닐린, 아트라진, 아닐

린-유도체, o-아미노벤조산, p-아미노벤조산, m-아미노벤조산, 하이드랄라진, 할로탄, 디곡시게닌, 벤젠 아르소

네이트, 락토스, 트라이나이트로페놀, 바이오틴 및 이의 유도체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. TID는

본 명세서에 개시된 임의의 TID를 포함할 수 있다. 예를 들어, TID는 소분자를 포함할 수 있다. TID는 2-[3-

(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 엽산을 포함할 수

있다. TID는 항체 또는 항체 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 항체 또는 항체 단편은 항-CD19를 포함할

수 있다. 항체 또는 항체 단편은 항-CD20, 항-CD22, 항-CD33, 항-BMSA, 항-CEA, 항-CLL1, 항-CS1, 항-EGFR 및

항-Her2로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 상기 링커는 본 명세서에 개시된 임의의 링커를 포함할 수 있

다. 예를 들어, 상기 링커는 하나 이상의 말단에서 아미노옥시기, 아자이드기, 사이클로옥틴기, 또는 이들의 조

합을 포함할 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커를 포함할 수 있다.

상기 링커는 하나 이상의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다.

본 명세서에서 화학식 IV: X- L1-L2-Y의 스위치를 생성하는 방법이 개시되되, X는 CAR-ID이고, L1은 제1 링커이[0327]

며, L2는 제2 링커이고 Y는 TID이다. 상기 방법은 (a) L1을 X에 결합시켜 화학식 II: X- L1의 제1 스위치 중간

체를 생성하는 단계; (b) L2를 Y에 결합시켜 화학식 V: L2-Y의 제2 스위치 중간체를 생성하는 단계; 및 (c) 화

학식 II의 제1 스위치 중간체를 화학식 V의 제2 스위치 중간체에 연결함으로써 화학식 IV의 스위치를 생성하는

단계를 포함할 수 있다.

본 명세서에서 화학식 IVA: Y-L2-L1-X의 스위치를 생성하는 방법이 개시되되, Y는 TID이고, L1은 제1 링커이며,[0328]

L2는 제2 링커이고, X는 CAR-ID이다. 상기 방법은 (a) L1을 X에 결합시켜 화학식 IIA: L1-X의 제1 스위치 중간

체를 생성하는 단계; (b) L2를 Y에 결합시켜 화학식 VA: Y-L2의 제2 스위치 중간체를 생성하는 단계; 및 (c) 화

학식 IIA의 제1 중간체를 화학식 VA의 제2 중간체에 연결함으로써, 화학식 IVA의 CAR-EC 스위치를 생성하는 단

계를 포함할 수 있다.

상기 방법은 하나 이상의 비천연 아미노산을 X 및/또는 Y 내로 혼입하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. L1은[0329]

부위-특이적 방식으로 X에 결합될 수 있다. L1은 하나 이상의 비천연 아미노산을 통해 부위-특이적 방식으로 X

에 결합될 수 있다. L2는 부위-특이적 방식으로 Y에 결합될 수 있다. L2는 하나 이상의 비천연 아미노산을 통해

부위-특이적 방식으로 Y에 결합될 수 있다. 상기 방법은 X를 암호화하는 핵산을 변형하여 X에서 하나 이상의 앰

버 코돈을 생성하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 상기 방법은 Y를 암호화하는 핵산을 변형하여 Y에서 하나

이상의 앰버 코돈을 생성하는 단계를 추가로 포함할 수 있다.

CAR-ID에 링커를 컨쥬게이팅하여 제1 스위치 중간체를 생성하는 단계는 링커와 CAR-ID 사이의 하나 이상의 결합[0330]

을 형성하는 단계를 포함할 수 있다. TID에 링커를 컨쥬게이팅하여 제2 스위치 중간체를 생성하는 단계는 링커

와 TID 사이의 하나 이상의 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 하나 이상의 결합은 이온 결합, 공유 결합,

비-공유 결합 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다. CAR-ID와 TID의 링커를 컨쥬게이팅하는 추가적인 방법은 문

헌[Roberts et al., Advanced Drug Delivery Reviews 54:459-476 (2002)]에 기재된 바와 같이 수행될 수 있으

며, 이의 전문은 참고로서 포함된다.

제2 스위치 중간체에 제1 스위치 중간체를 연결하는 것은 후이스겐-첨가 환화, 딜스-알더 반응, 헤테로 딜스-알[0331]

더 반응 또는 효소-매개 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 연결하는 것은

옥심, 테트라졸, 딜스 알더 부가물, 헤테로 딜스 알더 부가물, 방향족 치환 반응 생성물, 친핵성 치환 반응 생

성물, 에스터, 아마이드, 카바메이트, 에터, 티오에터, 마이클 반응 생성물, 첨가 환화 생성물, 복분해 반응 생

등록특허 10-2357968

- 50 -



성물, 금속-매개 교차-결합 반응 생성물, 라디칼 중합 생성물, 산화적 결합 생성물, 아실-전달 반응 생성물, 또

는 광 클릭 반응 생성물을 생성할 수 있다. 제2 스위치 중간체에 제1 스위치 중간체를 연결하는 것은 이황화 브

릿지 또는 말레이미드 브릿지를 생성할 수 있다.

L1 및/또는 L2는 2작용성 링커, 절단성 링커, 비-절단성 링커, 에틸렌 글리콜 링커, 2작용성 에틸렌 글리콜 링[0332]

커, 가요성 링커 또는 비가요성 링커로부터 선택되는 링커를 포함할 수 있다. L1 및/또는 L2는 사이클로옥틴,

사이클로프로펜, 아릴/알킬 아자이드, 트랜스-사이클로옥텐, 노보렌 및 테트라진으로 이루어진 군으로부터 선택

되는 링커를 포함할 수 있다. L1의 말단 및/또는 L2의 말단은 알콕시-아민을 포함할 수 있다. L1의 말단 및/또

는 L2의 말단은 아자이드 또는 사이클로옥틴기를 포함할 수 있다. X는 사이클로옥틴, 사이클로프로펜, 아릴/알

킬  아자이드,  트랜스-사이클로옥텐,  노보렌  및  테트라진으로부터  선택된  화학적  기에  의해  L1에  결합될  수

있다. 제1 스위치 중간체(X-L1 또는 L1-X) 및 제2 스위치 중간체(Y-L2 또는 L2-Y)를 연결하는 것은 하나 이상의

무-구리 반응을 수행하는 단계를 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체(X-L1 또는 L1-X) 및 제2 스위치 중간체(Y-

L2 또는 L2-Y)를 연결하는 단계는 하나 이상의 구리-함유 반응을 수행하는 단계를 포함할 수 있다. 제1 스위치

중간체(X-L1 또는 L1-X)와 제2 스위치 중간체(Y-L2 또는 L2-Y)를 연결하는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함

할 수 있다. 제1 스위치 중간체(X-L1 또는 L1-X)와 제2 스위치 중간체(Y-L2 또는 L2-Y)를 연결하는 단계는 하나

이상의 후이스겐-첨가 환화를 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체(X-L1 또는 L1-X)와 제2 스위치 중간체(Y-L2

또는 L2-Y)를 연결하는 단계는 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체(X-L1 또는

L1-X)와 제2 스위치 중간체(Y-L2 또는 L2-Y)를 연결하는 단계는 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할

수 있다.

본 명세서에 개시된 방법은 하나 이상의 링커를 하나 이상의 TID, CAR-ID 또는 이의 조합에 결합하여 하나 이상[0333]

의 스위치 중간체를 생성하는 단계를 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 링커에 부착된 TID(예를 들어, TID 스위

치 중간체)를 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 링커에 부착된 CAR-ID(예를 들어, CAR-ID 스위치 중간체)를 포

함할 수 있다. 상기 방법은 제1 링커를 TID에 결합하여 TID 스위치 중간체를 생성하는 단계를 포함할 수 있다.

상기 방법은 링커를 CAR-ID에 결합시켜 CAR-ID 스위치 중간체를 생성하는 단계를 포함할 수 있다.

하나 이상의 링커의 TID 및 CAR-ID에 대한 결합은 동시에 일어날 수 있다. 하나 이상의 링커의 TID 및 CAR-ID에[0334]

대한 결합은 순차적으로 일어날 수 있다. 하나 이상의 링커의 TID 및 CAR-ID에 대한 결합은 단일 반응 용적에서

일어날 수 있다. 하나 이상의 링커의 TID 및 CAR-ID에 대한 결합은 2 이상의 반응 용적에서 일어날 수 있다.

하나 이상의 링커의 TID 및/또는 CAR-ID에 대한 결합은 링커와 TID 및/또는 CAR-ID 사이에 하나 이상의 옥심을[0335]

형성하는 것을 포함할 수 있다. 하나 이상의 링커의 TID 및/또는 CAR-ID에 대한 결합은 링커와 TID 및/또는

CAR-ID  사이에 하나 이상의 안정한 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 하나 이상의 링커의 TID 및/또는

CAR-ID에 대한 결합은 링커와 TID 및/또는 CAR-ID 사이에 하나 이상의 공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있

다. 하나 이상의 링커의 TID 및/또는 CAR-ID에 대한 결합은 링커와 TID 및/또는 CAR-ID 사이에 하나 이상의 비

공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 하나 이상의 링커의 TID 및/또는 CAR-ID에 대한 결합은 링커와 TID

및/또는 the CAR-ID 사이에 하나 이상의 이온 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다.

하나 이상의 링커의 TID 및/또는 CAR-ID에 대한 결합은 하나 이상의 링커의 TID 및/또는 CAR-ID에 대한 부위 특[0336]

이적 결합을 포함할 수 있다. 부위-특이적 결합은 하나 이상의 링커의 TID의 비천연 아미노산에 및/또는 CAR-ID

에 대한 연결을 포함할 수 있다. 하나 이상의 링커의 TID 및/또는 CAR-ID의 비천연 아미노산에 대한 연결은 옥

심 형성을 포함할 수 있다. 하나 이상의 링커의 TID 및/또는 CAR-ID의 비천연 아미노산에 대한 연결은, 비제한

적 예로서, 하나 이상의 링커의 하이드록실아민을 아미노산의 알데하이드 또는 케톤과 반응시키는 단계를 포함

할 수 있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부위-특이적으로 연결하고, 링커 또는 링커의 전구체를 CAR-ID에 부위-특이적으로 부착하며, 링[0337]

커 또는 링커의 전구체를 TID에 부위-특이적으로 부착하고, CAR-ID 스위치 중간체를 TID에 부위-특이적으로 부

착하며, TID 스위치 중간체를 CAR-ID에 부위-특이적으로 부착하거나 또는 TID 스위치 중간체를 CAR-ID 스위치

중간체에 부위-특이적으로 부착하기 위한 하나 이상의 반응을 수행하는 것은 무-구리 반응, 첨가 환화, 후이스

겐-첨가 환화, 무-구리 [3+2] 후이스겐-첨가 환화, 구리-함유 반응, 딜스 알더 반응, 헤테로 딜스 알더 반응,

복분해 반응, 금속-매개 교차-결합 반응, 라디칼 중합, 산화적 결합, 아실-전달 반응, 광 클릭 반응, 효소-매개

반응, 트랜스글루타미나제-매개 반응으로부터 선택된 하나 이상의 반응을 수행하는 단계를 포함할 수 있다.

본 명세서에 개시된 스위치는 FITC 또는 이들의 유도체를 포함하는 CAR-ID를 포함할 수 있다. 이러한 스위치를[0338]

생성하는 방법은 링커 또는 이의 전구체, TID를 포함하는 스위치 중간체(예를 들어, TID 스위치 중간체), 또는
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CAR-ID에 대한 TID를 결합하는 것을 포함할 수 있다. 링커 또는 이의 전구체, TID 스위치 중간체를 CAR-ID에 결

합하는 것은 링커 또는 이의 전구체, TID 스위치 중간체 또는 TID에 대한 FITC의 아이소티오사이아네이트의 컨

쥬게이션을 포함할 수 있다. TID는 폴리펩타이드에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 상기 폴리펩타이드는 항체

또는 항체 단편일 수 있다. TID를 CAR-ID에 결합하는 것은 FITC의 아이소티오사이아네이트를 TID의 아미노산에

컨쥬게이팅하는 것을 포함할 수 있다. 아미노산은 라이신일 수 있다. 상기 방법은 이상의 CAR-ID를 TID에 결합

시키는 단계를 포함할 수 있다. 상기 방법은 2 이상의 CAR-ID로부터의 FITC를 2 이상의 TID의 아미노산에 컨쥬

게이팅하는 것을 포함할 수 있다. 2 이상의 아미노산은 라이신일 수 있다.

본 명세서에 개시된 스위치를 생성하는 것은 에스터 결합을 포함할 수 있다. 에스터 결합은 CAR-ID와 TID 사이[0339]

의 아마이드 결합을 형성하는 단계를 포함할 수 있다. 에스터 결합은 스위치 중간체와 TID 사이의 아마이드 결

합을 형성하는 단계를 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 링커에 부착된 CAR-ID를 포함할 수 있다. 아마이드 결

합은 스위치 중간체의 링커와 TID 사이에 형성될 수 있다. 상기 링커는 NHS-에스터 링커일 수 있다. 아마이드

결합은 스위치 중간체의 링커와 TID의 아미노산 사이에 형성될 수 있다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. 소

분자는 FITC일 수 있다. TID는 폴리펩타이드에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 폴리펩타이드는 항체 또는 항

체 단편일 수 있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다.

본 명세서에 개시된 스위치의 생성 방법은 (a) (i) 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (ii) 링커[0340]

를  포함하는  스위치  중간체를  얻는  단계;  및  (b)  스위치  중간체를  표적  상호작용  도메인(TID)과

접촉시킴으로써, 스위치를 생성하는 단계를 포함할 수 있다. 스위치 중간체를 TID와 접촉시키는 단계는 에스터

결합 반응을 수행하는 단계를 포함할 수 있다. 상기 링커는 NHS-에스터 링커를 포함할 수 있다. TID는 하나 이

상의 아미노산을 포함할 수 있다. 에스터 결합 반응을 수행하는 단계는 스위치 중간체의 NHS-에스터 링커와 TID

의 하나 이상의 아미노산 사이의 아마이드 결합을 형성하는 단계를 포함할 수 있다. 상기 방법은 복수의 스위치

를 생성하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 복수의 스위치의 2 이상의 스위치는 TID의 2 이상의 상이한 아미노

산에 부착된 2 이상의 스위치 중간체를 포함할 수 있다. 예를 들어, 제1 스위치 중간체는 제1 TID의 라이신 잔

기에 부착될 수 있고, 제2 스위치 중간체는 제2 TID의 글리신 잔기에 부착될 수 있다. 복수의 스위치의 2 이상

의 스위치는 동일한 TID의 아미노산에 부착된 2 이상의 스위치 중간체를 포함할 수 있다. 예를 들어, 2 이상의

스위치 중간체는 제1 및 제2 TID의 라이신 잔기에 부착될 수 있다. 복수의 스위치의 2 이상의 스위치는 TID에서

2 이상의 상이한 위치에 위치된 동일한 아미노산에 부착된 2 이상의 스위치 중간체를 포함할 수 있다. 예를 들

어, 제1 스위치 중간체는 제1 TID의 라이신 10에 부착될 수 있고, 제2 스위치 중간체는 제2 TID의 라이신 45에

부착될 수 있다. 복수의 스위치의 2 이상의 스위치는 TID에서 동일한 위치에 위치된 동일한 아미노산에 부착된

2 이상의 스위치 중간체를 포함할 수 있다. 예를 들어, 제1 스위치 중간체는 제1 TID의 라이신 10에 부착될 수

있고, 제2 스위치 중간체는 제2 TID의 라이신 10에 부착될 수 있다.

본 명세서에 개시된 스위치의 생성방법은 하나 이상의 비천연 아미노산을 이용하는 단계를 포함할 수 있다. 상[0341]

기 방법은 하나 이상의 비천연 아미노산을 CAR-ID 내로 혼입하는 단계를 포함할 수 있다. CAR-ID는 효과기 세포

상에서 키메라 항원 수용체와 상호작용할 수 있는 폴리펩타이드에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 폴리펩타이

드는 비-항체 기반 폴리펩타이드일 수 있다. 일반적으로, 비-항체 기반 폴리펩타이드는 항체 또는 항체 단편을

포함하지 않는 폴리펩타이드이다. 비천연 아미노산은 비-항체기반 폴리펩타이드 내로 혼입될 수 있다. 비천연

아미노산은 비-항체기반 폴리펩타이드의 아미노산을 대체할 수 있다. 대안적으로, 또는 추가적으로, 상기 방법

은 TID 내로 하나 이상의 비천연 아미노산을 혼입하는 단계를 포함할 수 있다. TID 폴리펩타이드에 기반하거나

또는 유래될 수 있다. 폴리펩타이드는 항체일 수 있다. 상기 폴리펩타이드는 비-항체기반 폴리펩타이드일 수 있

다. 비천연 아미노산은 폴리펩타이드 내로 혼입될 수 있다. 비천연 아미노산은 폴리펩타이드의 아미노산을 대체

할 수 있다.

스위치의 생성 방법은 CAR-ID가 기반으로 하거나 또는 유래된 폴리펩타이드에서 하나 이상의 아미노산 잔기를[0342]

변형시키는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 스위치의 생성방법은 TID가 기반으로 하거나 또는 유래된 폴리펩타

이드에서 하나 이상의 아미노산 잔기를 변형시키는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 하나 이상의 아미노산 잔기

를 변형시키는 것은 폴리펩타이드를 암호화하는 뉴클레오타이드 서열 내에 하나 이상의 뉴클레오타이드를 돌연

변이시키는 단계를 포함할 수 있다. 뉴클레오타이드 서열 암호화에서 하나 이상의 뉴클레오타이드의 돌연변이는

아미노산을 암호화하는 코돈을 넌센스 코돈으로 변용시키는 단계를 포함할 수 있다.

하나 이상의 비천연 아미노산을 CAR-ID가 기반으로 하거나 또는 유래된 폴리펩타이드 내로 혼입시키는 것은 폴[0343]

리펩타이드 내에서 하나 이상의 아미노산 잔기를 변형시켜서 항체 또는 항체 단편에서 하나 이상의 앰버 코돈을

생성하는 단계를 포함할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산을 TID가 기반으로 하거나 또는 유래된 폴리펩타
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이드 내로 혼입시키는 것은 폴리펩타이드 내에서 하나 이상의 아미노산 잔기를 변형시켜서 항체 또는 항체 단편

내에서 하나 이상의 앰버 코돈을 생성하는 단계를 포함할 수 있다.

하나 이상의 비천연 아미노산은 앰버 코돈에 반응하여 폴리펩타이드 내로 혼입될 수 있다. 하나 이상의 비천연[0344]

아미노산은 폴리펩타이드 내로 부위-특이적으로 혼입될 수 있다.

하나 이상의 비천연 아미노산을 CAR-ID 및 TID가 기반으로 하거나 또는 유래된 폴리펩타이드 내로 혼입시키는[0345]

것은 정규 20종의 아미노산에 대한 수직의 화학적 반응성을 지니는 하나 이상의 유전자 암호화된 비천연 아미노

산을 사용하여 항체, 항체 단편, 또는 표적 펩타이드를 부위-특이적으로 변형시키는 단계를 포함할 수 있다. 하

나 이상의 비천연 아미노산을 혼입시키는 것은 하나 이상의 tRNA 합성효소의 사용을 포함할 수 있다. tRNA 합성

효소는 아미노아실 tRNA 합성효소일 수 있다. tRNA 합성효소는 돌연변이체 tRNA 합성일 수 있다. 하나 이상의

비천연 아미노산을 혼입시키는 것은 tRNA/tRNA 합성효소쌍을 포함할 수 있다. tRNA/tRNA 합성효소쌍은 tRNA/아

미노아실-tRNA 합성효소 쌍을 포함할 수 있다. tRNA/tRNA 합성효소쌍은 tRNATyr/타이로실-tRNA 합성효소쌍을 포

함할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산을 혼입시키는 것은 하나 이상의 앰버 넌센스 코돈에 반응하여 폴리

펩타이드에서 정해진 부위에 하나 이상의 비천연 아미노산을 부위-특이적으로 혼입시키기 위한 진보된 tRNA/아

미노아실-tRNA 합성효소 쌍의 사용을 포함할 수 있다.

비천연  아미노산을  혼입시키기  위한  추가적인  방법은  차터지(Chatterjee)  등(A  Versatile  Platform  for[0346]

Single- and Multiple-Unnatural Amino Acid Mutagenesis in Escherichia coli, Biochemistry, 2013), 카자네

(Kazane) 등(J Am Chem Soc, 135(1):340-6, 2013), 김(Kim) 등(J Am Chem Soc, 134(24):9918-21, 2012), 존슨

(Johnson)  등(Nat  Chem  Biol,  7(11):779-86,  2011)  및  허친스(Hutchins)  등(J  Mol  Biol,  406(4):595-603,

2011)에 개시된 방법을 포함하지만, 이들로 제한되지 않는다.

키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 활성화하기 위한 스위치으 생성 방법은 (a) 비천연 아미노산을 포함[0347]

하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 얻는 단계; 및 (b) 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 TID에 부

착함으로써, 스위치를 생성하는 단계를 포함할 수 있다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-ID는 DOTA, 다

이나이트로페놀, 퀴논, 바이오틴, 아닐린, 아트라진, 아닐린-유도체, o-아미노벤조산, p-아미노벤조산, m-아미

노벤조산, 하이드랄라진, 할로탄, 디곡시게닌, 벤젠 아르소네이트, 락토스, 트라이나이트로페놀, 바이오틴 또는

이들의 유도체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. CAR-ID는 플루오레세인 아이소티오사이아네이트(FITC)를

포함할 수 있다. CAR-ID는 바이오틴을 포함할 수 있다. CAR-ID는 다이나이트로페놀을 포함할 수 있다. TID는 소

분자를 포함할 수 있다. TID는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체를 포함

할 수 있다. TID는 엽산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 항체 또는 항체 단편에 기반하거나 또는

유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 항체는 항-CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR 항체, 항-

EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항체, 항-BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33 항체로 이

루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 항체는 항-CD19 항체일 수 있다. 항체는 항-EGFR 항체일 수 있다. 항체는

항-CD20 항체일 수 있다. 항체는 항-HER2 항체일 수 있다. TID는 항체 단편을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호

10 내지 17 중 어느 하나의 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레

오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 기반하거나 또는 유래된

폴리펩타이드를 포함할 수 있다.  스위치는 링커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수

있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 동종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나

이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 4개의 PEG 서브유닛을 포

함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 10개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 20개의 PEG 서

브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 30개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단

부에서 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아미노옥시를 포함할 수 있다. 상기 링커는

아자이드-PEG-아미노옥시 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 상기

링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라

이아졸 또는 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 상기 링커는 NHS-에스터 링커일 수 있다. 상기 링커는 TriA 링커일

수 있다. 상기 링커는 NHS-에스터 링커일 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 후이스겐[0348]

첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가

환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-구리 첨가 환화를 포함할 수

있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함
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할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID를

TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상

의 아이소티오사이아네이트 결합을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 CAR-ID를 TID의 아미노산

에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은

하나 이상의 생물직교화학 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID는 부위-특이적 방식으로 TID에 부착될 수 있다. CAR-

ID는 TID 내의 사전결정 부위에 부착될 수 있다. CAR-ID는 부위-독립적 방식으로 TID에 부착될 수 있다.

상기 방법은 제1 링커를 TID에 부착하여 제1 스위치 중간체를 생성하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 제1 링[0349]

커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 무

구리 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수

있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부

착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 옥심 결찰을 포함할 수 있다. 제1 링

커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 옥심을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제1 링

커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 안정한 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다.

제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수

있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 비-공유 결합을 형성하는 것을 포

함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 이온 결합을 형성하는 것

을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 링커를 TID의 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수 있

다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 생물직교화학 반응

을 포함할 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 제1 스위치[0350]

중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 후이스

겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨

가 환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-구리 첨가 환화를 포함할

수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를

CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착

시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하

나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상

의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이

아네이트 결합을 포함할 수 있다.

상기 방법은 제2 링커를 CAR-ID에 부착시켜 제2 스위치 중간체를 생성하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 제2[0351]

링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는

것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포

함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커

를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착

시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 옥심 결찰을 포

함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 옥심을 형성하는

것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 안정한 결

합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이

상의 공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사

이에 하나 이상의 비-공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링

커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 이온 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간[0352]

체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 후이스겐 첨가

환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는

[3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-구리 첨가 환화를 포함할 수 있다.

제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착

시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜
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스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함

할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이아네이트 결합을 포함할

수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 링커를 CAR-ID의 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수

있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 생물직

교화학 반응을 포함할 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것을 포함할 수 있다.[0353]

제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이

상의 첨가 환화는 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할

수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-

구리 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 무 구리 반응을

포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포

함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함

할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을

포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할

수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이아네이트 결합

을 포함할 수 있다.

키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 활성화하기 위한 스위치의 생성방법은 (a) 키메라 항원 수용체-상호[0354]

작용 도메인(CAR-ID)을 표적 상호작용 도메인(TID)과 접촉시키는 단계; 및 (b) CAR-ID를 TID 상의 사전결정 부

위에 부착시킴으로써 스위치를 생성하는 단계를 포함할 수 있다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-ID는

DOTA, 다이나이트로페놀, 퀴논, 바이오틴, 아닐린, 아트라진, 아닐린-유도체, o-아미노벤조산, p-아미노벤조산,

m-아미노벤조산, 하이드랄라진, 할로탄, 디곡시게닌, 벤젠 아르소네이트, 락토스, 트라이나이트로페놀, 바이오

틴 또는 이들의 유도체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. CAR-ID는 플루오레세인 아이소티오사이아네이트

(FITC)를 포함할 수 있다. CAR-ID는 바이오틴을 포함할 수 있다. CAR-ID는 다이나이트로페놀을 포함할 수 있다.

TID는 소분자를 포함할 수 있다. TID는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도

체를 포함할 수 있다. TID는 엽산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 항체 또는 항체 단편에 기반하

거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 항체는 항-CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR

항체, 항-EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항체, 항-BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33

항체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 항체는 항-CD19 항체일 수 있다. 항체는 항-EGFR 항체일 수 있다.

항체는 항-CD20 항체일 수 있다. 항체는 항-HER2 항체일 수 있다. TID는 항체 단편을 포함할 수 있다. 항체는

서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나

의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 기반하거나 또는

유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 스위치는 링커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일

수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 동종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는

하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 4개의 PEG 서브유닛

을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 10개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 20개의

PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 30개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나

의 단부에서 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아미노옥시를 포함할 수 있다. 상기 링

커는 아자이드-PEG-아미노옥시 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 사이클로옥틴을 포함할 수 있다.

상기  링커는  PEG-사이클로옥틴  링커일  수  있다.  상기  링커는  트라이아졸을  포함할  수  있다.  트라이아졸은

1,2,3-트라이아졸 또는 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 상기 링커는 NHS-에스터 링커일 수 있다. 상기 링커는

TriA 링커일 수 있다. 상기 링커는 NHS-에스터 링커일 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 후이스겐[0355]

첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가

환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-구리 첨가 환화를 포함할 수

있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함

할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID를

TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상

의 아이소티오사이아네이트 결합을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 CAR-ID를 TID의 아미노산

에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은
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하나 이상의 생물직교화학 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID는 부위-특이적 방식으로 TID에 부착될 수 있다. CAR-

ID는 TID 내의 사전결정 부위에 부착될 수 있다. CAR-ID는 부위-독립적 방식으로 TID에 부착될 수 있다.

상기 방법은 제1 링커를 TID에 부착시켜 제1 스위치 중간체를 생성하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 제1 링[0356]

커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 무

구리 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수

있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부

착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 옥심 결찰을 포함할 수 있다. 제1 링

커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 옥심을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제1 링

커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 안정한 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다.

제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수

있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 비-공유 결합을 형성하는 것을 포

함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 이온 결합을 형성하는 것

을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 링커를 TID의 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수 있

다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 생물직교화학 반응

을 포함할 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 제1 스위치[0357]

중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 후이스

겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨

가 환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-구리 첨가 환화를 포함할

수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를

CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착

시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하

나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상

의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이

아네이트 결합을 포함할 수 있다.

상기 방법은 제2 링커를 CAR-ID에 부착시켜 제2 스위치 중간체를 생성하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 제2[0358]

링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는

것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포

함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커

를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착

시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 옥심 결찰을 포

함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 옥심을 형성하는

것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 안정한 결

합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이

상의 공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사

이에 하나 이상의 비-공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링

커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 이온 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간[0359]

체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 후이스겐 첨가

환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는

[3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-구리 첨가 환화를 포함할 수 있다.

제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착

시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜

스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함

할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이아네이트 결합을 포함할

수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 링커를 CAR-ID의 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수

있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 생물직
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교화학 반응을 포함할 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것을 포함할 수 있다.[0360]

제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이

상의 첨가 환화는 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할

수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-

구리 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 무 구리 반응을

포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포

함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함

할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을

포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할

수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이아네이트 결합

을 포함할 수 있다.

키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 활성화시키기 위한 스위치의 생성방법은 (a) 복수의 키메라 항원 수[0361]

용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 복수의 표적 상호작용 도메인(TID)과 접촉시키는 단계; 및 (b)  복수의 CAR-

ID의 하나 이상의 CAR-ID를 복수의 TID의 하나 이상의 TID에 부착함으로써 복수의 스위치를 생성하는 단계를 포

함할 수 있되, 스위치의 적어도 약 60%는 구조적으로 상동성이다. 스위치의 적어도 약 65%, 70%, 72%, 75%,

77%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%, 95%, 97%, 99% 또는 100%는 구조적으로 상동성일 수 있다. 스위치의 적어

도 약 70%는 구조적으로 상동성일 수 있다. 스위치의 적어도 약 75%는 구조적으로 상동성일 수 있다. 스위치의

적어도 약 80%는 구조적으로 상동성일 수 있다. 스위치의 적어도 약 85%는 구조적으로 상동성일 수 있다. 스위

치의 적어도 약 90%는 구조적으로 상동성일 수 있다. 스위치의 적어도 약 95% 구조적으로 상동성일 수 있다.

CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-ID는 DOTA, 다이나이트로페놀, 퀴논, 바이오틴, 아닐린, 아트라진, 아

닐린-유도체, o-아미노벤조산, p-아미노벤조산, m-아미노벤조산, 하이드랄라진, 할로탄, 디곡시게닌, 벤젠 아르

소네이트, 락토스, 트라이나이트로페놀, 바이오틴 또는 이들의 유도체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다.

CAR-ID는 플루오레세인 아이소티오사이아네이트(FITC)를 포함할 수 있다. CAR-ID는 바이오틴을 포함할 수 있다.

CAR-ID는 다이나이트로페놀을 포함할 수 있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다. TID는 2-[3-(1,3-다이카복시프

로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 엽산 또는 이들의 유도체를 포함할

수 있다. TID는 항체 또는 항체 단편에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 항체는 항-

CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR 항체, 항-EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항체, 항-

BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33 항체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 항체는 항-

CD19 항체일 수 있다. 항체는 항-EGFR 항체일 수 있다. 항체는 항-CD20 항체일 수 있다. 항체는 항-HER2 항체일

수 있다. TID는 항체 단편을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 아미노산 서열을 포

함할 수 있다. 항체는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. TID는

서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 스위치 링커를

추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기

링커는 동종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을 추가로 포함할

수 있다. 상기 링커는 적어도 4개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 10개의 PEG 서브유닛

을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 20개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 30개의

PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의

단부에서 아미노옥시를 포함할 수 있다. 상기 링커는 아자이드-PEG-아미노옥시 링커일 수 있다. 상기 링커는 하

나의 단부에서 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 트

라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸 또는 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 상기 링커는

NHS-에스터 링커일 수 있다. 상기 링커는 TriA 링커일 수 있다. 상기 링커는 NHS-에스터 링커일 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 후이스겐[0362]

첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가

환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-구리 첨가 환화를 포함할 수

있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함

할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID를

TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상

의 아이소티오사이아네이트 결합을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 CAR-ID를 TID의 아미노산

등록특허 10-2357968

- 57 -



에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은

하나 이상의 생물직교화학 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID는 부위-특이적 방식으로 TID에 부착될 수 있다. CAR-

ID는 TID 내의 사전결정 부위에 부착될 수 있다. CAR-ID는 부위-독립적 방식으로 TID에 부착될 수 있다.

상기 방법은 제1 링커를 TID에 부착시켜 제1 스위치 중간체를 생성하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 제1 링[0363]

커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 무

구리 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수

있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부

착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 옥심 결찰을 포함할 수 있다. 제1 링

커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 옥심을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제1 링

커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 안정한 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다.

제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수

있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 비-공유 결합을 형성하는 것을 포

함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 이온 결합을 형성하는 것

을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 링커를 TID의 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수 있

다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 생물직교화학 반응

을 포함할 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 제1 스위치[0364]

중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 후이스

겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨

가 환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-구리 첨가 환화를 포함할

수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를

CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착

시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하

나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상

의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이

아네이트 결합을 포함할 수 있다.

상기 방법은 제2 링커를 CAR-ID에 부착시켜 제2 스위치 중간체를 생성하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 제2[0365]

링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는

것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포

함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커

를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착

시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 옥심 결찰을 포

함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 옥심을 형성하는

것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 안정한 결

합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이

상의 공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사

이에 하나 이상의 비-공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링

커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 이온 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간[0366]

체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 후이스겐 첨가

환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는

[3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-구리 첨가 환화를 포함할 수 있다.

제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착

시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜

스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함

할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이아네이트 결합을 포함할

수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 링커를 CAR-ID의 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수
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있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 생물직

교화학 반응을 포함할 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것을 포함할 수 있다.[0367]

제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이

상의 첨가 환화는 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할

수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-

구리 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 무 구리 반응을

포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포

함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함

할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을

포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할

수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이아네이트 결합

을 포함할 수 있다.

키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 활성화하기 위한 스위치의 생성 방법은 (a) 복수의 키메라 항원 수[0368]

용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 복수의 표적 상호작용 도메인(TID)과 접촉시키는 단계; 및 (b)  복수의 CAR-

ID의 CAR-ID를 복수의 TID의 TID에 부착시킴으로써, 복수의 스위치를 생성하는 단계를 포함할 수 있되, CAR-

ID는 스위치의 적어도 약 60%에서 TID의 동일한 아미노산 잔기에 부착된다. CAR-ID는 스위치의 적어도 약 62%,

65%, 67%, 70%, 72%, 75%, 77%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%, 95%, 97%, 99% 또는 100%에서 TID의 동일한

아미노산 잔기에 부착될 수 있다. CAR-ID는 스위치의 적어도 약 70%에서 TID의 동일한 아미노산 잔기에 부착된

다. CAR-ID는 스위치의 적어도 약 75%에서 TID의 동일한 아미노산 잔기에 부착된다. CAR-ID는 스위치의 적어도

약 80%에서 TID의 동일한 아미노산 잔기에 부착된다. CAR-ID는 스위치의 적어도 약 85%에서 TID의 동일한 아미

노산 잔기에 부착된다. CAR-ID는 스위치의 적어도 약 90%에서 TID의 동일한 아미노산 잔기에 부착된다. 

CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-ID는 DOTA, 다이나이트로페놀, 퀴논, 바이오틴, 아닐린, 아트라진, 아[0369]

닐린-유도체, o-아미노벤조산, p-아미노벤조산, m-아미노벤조산, 하이드랄라진, 할로탄, 디곡시게닌, 벤젠 아르

소네이트, 락토스, 트라이나이트로페놀, 바이오틴 또는 이들의 유도체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다.

CAR-ID는 플루오레세인 아이소티오사이아네이트(FITC)를 포함할 수 있다. CAR-ID는 바이오틴을 포함할 수 있다.

CAR-ID는 다이나이트로페놀을 포함할 수 있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다. TID는 2-[3-(1,3-다이카복시프

로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 엽산 또는 이들의 유도체를 포함할

수 있다. TID는 항체 또는 항체 단편에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 항체는 항-

CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR 항체, 항-EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항체, 항-

BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33 항체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 항체는 항-

CD19 항체일 수 있다. 항체는 항-EGFR 항체일 수 있다. 항체는 항-CD20 항체일 수 있다. 항체는 항-HER2 항체일

수 있다. TID는 항체 단편을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 아미노산 서열을 포

함할 수 있다. 항체는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. TID는

서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 스위치는 링커를

추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기

링커는 동종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을 추가로 포함할

수 있다. 상기 링커는 적어도 4개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 10개의 PEG 서브유닛

을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 20개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 30개의

PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의

단부에서 아미노옥시를 포함할 수 있다. 상기 링커는 아자이드-PEG-아미노옥시 링커일 수 있다. 상기 링커는 하

나의 단부에서 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 트

라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸 또는 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 상기 링커는

NHS-에스터 링커일 수 있다. 상기 링커는 TriA 링커일 수 있다. 상기 링커는 NHS-에스터 링커일 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 후이스겐[0370]

첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가

환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-구리 첨가 환화를 포함할 수

있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함
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할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID를

TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상

의 아이소티오사이아네이트 결합을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 CAR-ID를 TID의 아미노산

에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은

하나 이상의 생물직교화학 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID는 부위-특이적 방식으로 TID에 부착될 수 있다. CAR-

ID는 TID 내의 사전결정 부위에 부착될 수 있다. CAR-ID는 부위-독립적 방식으로 TID에 부착될 수 있다. 

상기 방법은 제1 링커를 TID에 부착시켜 제1 스위치 중간체를 생성하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 제1 링[0371]

커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 무

구리 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수

있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부

착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 옥심 결찰을 포함할 수 있다. 제1 링

커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 옥심을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제1 링

커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 안정한 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다.

제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수

있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 비-공유 결합을 형성하는 것을 포

함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 이온 결합을 형성하는 것

을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 링커를 TID의 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수 있

다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 생물직교화학 반응

을 포함할 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 제1 스위치[0372]

중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 후이스

겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨

가 환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-구리 첨가 환화를 포함할

수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를

CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착

시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하

나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상

의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이

아네이트 결합을 포함할 수 있다.

상기 방법은 제2 링커를 CAR-ID에 부착시켜 제2 스위치 중간체를 생성하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 제2[0373]

링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는

것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포

함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커

를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착

시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 옥심 결찰을 포

함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 옥심을 형성하는

것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 안정한 결

합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이

상의 공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사

이에 하나 이상의 비-공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링

커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 이온 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간[0374]

체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 후이스겐 첨가

환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는

[3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-구리 첨가 환화를 포함할 수 있다.

제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착

시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜
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스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함

할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이아네이트 결합을 포함할

수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 링커를 CAR-ID의 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수

있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 생물직

교화학 반응을 포함할 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것을 포함할 수 있다.[0375]

제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이

상의 첨가 환화는 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할

수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-

구리 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 무 구리 반응을

포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포

함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함

할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을

포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할

수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이아네이트 결합

을 포함할 수 있다.

키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 활성화시키기 위한 스위치의 생성 방법은 (a) 키메라 항원 수용체-[0376]

상호작용 도메인(CAR-ID)을 표적 상호작용 도메인(TID)과 접촉시키는 단계; 및 (b) 옥심 컨쥬게이션, 후이스겐

첨가 환화, 또는 딜스 알더 반응에 의해 CAR-ID를 TID에 부착시킴으로써, 스위치를 생성하는 단계를 포함할 수

있다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-ID는 DOTA, 다이나이트로페놀, 퀴논, 바이오틴, 아닐린, 아트라

진, 아닐린-유도체, o-아미노벤조산, p-아미노벤조산, m-아미노벤조산, 하이드랄라진, 할로탄, 디곡시게닌, 벤

젠 아르소네이트, 락토스, 트라이나이트로페놀, 바이오틴 또는 이들의 유도체로 이루어진 군으로부터 선택될 수

있다. CAR-ID는 플루오레세인 아이소티오사이아네이트(FITC)를 포함할 수 있다. CAR-ID는 바이오틴을 포함할 수

있다. CAR-ID는 다이나이트로페놀을 포함할 수 있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다. TID는 2-[3-(1,3-다이카

복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 엽산 또는 이들의 유도체를

포함할 수 있다. TID는 항체 또는 항체 단편에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 항체는

항-CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR 항체, 항-EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항체, 항

-BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33 항체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 항체는 항-

CD19 항체일 수 있다. 항체는 항-EGFR 항체일 수 있다. 항체는 항-CD20 항체일 수 있다. 항체는 항-HER2 항체일

수 있다. TID는 항체 단편을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 아미노산 서열을 포

함할 수 있다. 항체는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. TID는

서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 스위치는 링커를

추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기

링커는 동종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을 추가로 포함할

수 있다. 상기 링커는 적어도 4개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 10개의 PEG 서브유닛

을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 20개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 30개의

PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의

단부에서 아미노옥시를 포함할 수 있다. 상기 링커는 아자이드-PEG-아미노옥시 링커일 수 있다. 상기 링커는 하

나의 단부에서 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 트

라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸 또는 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 상기 링커는

NHS-에스터 링커일 수 있다. 상기 링커는 TriA 링커일 수 있다. 상기 링커는 NHS-에스터 링커일 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 후이스겐[0377]

첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가

환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-구리 첨가 환화를 포함할 수

있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함

할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID를

TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상

의 아이소티오사이아네이트 결합을 포함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 CAR-ID를 TID의 아미노산

에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은
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하나 이상의 생물직교화학 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID는 부위-특이적 방식으로 TID에 부착될 수 있다. CAR-

ID는 TID 내의 사전결정 부위에 부착될 수 있다. CAR-ID는 부위-독립적 방식으로 TID에 부착될 수 있다. 

상기 방법은 제1 링커를 TID에 부착시켜 제1 스위치 중간체를 생성하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 제1 링[0378]

커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 무

구리 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수

있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부

착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 옥심 결찰을 포함할 수 있다. 제1 링

커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 옥심을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제1 링

커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 안정한 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다.

제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수

있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 비-공유 결합을 형성하는 것을 포

함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 제1 링커와 TID 사이에 하나 이상의 이온 결합을 형성하는 것

을 포함할 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 링커를 TID의 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수 있

다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. 제1 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 생물직교화학 반응

을 포함할 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 제1 스위치[0379]

중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 후이스

겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨

가 환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-구리 첨가 환화를 포함할

수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를

CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착

시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하

나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상

의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이

아네이트 결합을 포함할 수 있다.

상기 방법은 제2 링커를 CAR-ID에 부착시켜 제2 스위치 중간체를 생성하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 제2[0380]

링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는

것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포

함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커

를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착

시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 옥심 결찰을 포

함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 옥심을 형성하는

것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 안정한 결

합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이

상의 공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링커와 CAR-ID 사

이에 하나 이상의 비-공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제2 링

커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 이온 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간[0381]

체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 후이스겐 첨가

환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는

[3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-구리 첨가 환화를 포함할 수 있다.

제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착

시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜

스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함

할 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이아네이트 결합을 포함할

수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 링커를 CAR-ID의 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수

있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. 제2 스위치 중간체를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 생물직
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교화학 반응을 포함할 수 있다.

CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것을 포함할 수 있다.[0382]

제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이

상의 첨가 환화는 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할

수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-

구리 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 무 구리 반응을

포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포

함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함

할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을

포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할

수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 부착시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이아네이트 결합

을 포함할 수 있다.

키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 활성화시키기 위한 스위치 중간체의 생성방법은(b) 표적 상호작용[0383]

도메인(TID)을 링커와 접촉시키는 단계; 및 (c) 상기 링커를 TID에 부착시키는 단계를 포함할 수 있되, 상기 링

커는 하나 이상의 말단에서 아미노옥시기, 아자이드기 및/또는 사이클로옥틴기를 포함한다. TID는 항체 또는 항

체 단편에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 항체는 항-CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-

CD20 항체, 항-EGFR 항체, 항-EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항체, 항-BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-

CLL-1 항체 및 항-CD33 항체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 항체는 항-CD19 항체일 수 있다. 항체는

항-EGFR 항체일 수 있다. 항체는 항-CD20 항체일 수 있다. 항체는 항-HER2 항체일 수 있다. TID는 항체 단편을

포함할 수 있다. 항체는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 항체는 서열번

호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어

느 하나에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함

할 수 있다. 링커를 TID에 부착시키는 것은 옥심을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 옥심은 TID 상의 아미노산의

케톤과 링커 상의 아미노 옥시기 사이에 형성될 수 있다. 옥심은 링커의 알콕시-아민기 및 비천연 아미노산의

케톤 사이에 형성될 수 있다. 옥심은 링커의 알콕시-아민기와 비천연 아미노산의 케톤 사이에 형성될 수 있되,

비천연 아미노산은 p-아세틸페닐알라닌(pAcF)이다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작

용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 동종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 말단에서 아미노옥

시기, 아자이드기, 사이클로옥틴기, 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌

글라이콜 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 4개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는

적어도 10개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 20개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상

기 링커는 적어도 30개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아자이드를 포함할 수

있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아미노옥시를 포함할 수 있다. 상기 링커는 아자이드-PEG-아미노옥시 링커

일 수 있다. 상기 링커는 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기

링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸 또는 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 상기

링커는 NHS-에스터 링커일 수 있다. 상기 링커는 TriA  링커일 수 있다. 상기 링커는 NHS-에스터 링커일 수

있다.

링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 링커를 TID에 부착시키는 것은 무 구[0384]

리 반응을 포함할 수 있다. 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있다. 링커

를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나

이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포

함할 수 있다. 링커를 TID에 부착시키는 것은 옥심 결찰을 포함할 수 있다. 링커를 TID에 부착시키는 것은 링커

와 TID 사이에 하나 이상의 옥심을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 링커를 TID에 부착시키는 것은 링커와 TID

사이에 하나 이상의 안정한 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 링커를 TID에 부착시키는 것은 링커와 TID

사이에 하나 이상의 공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 링커를 TID에 부착시키는 것은 링커와 TID 사

이의 하나 이상의 비-공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 링커를 TID에 부착시키는 것은 링커와 TID 사

이의 하나 이상의 이온 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 링커를 TID에 부착시키는 것은 링커를 TID의 아

미노산에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. 링커를 TID에 부착시키는

것은 하나 이상의 생물직교화학 반응을 포함할 수 있다.

키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 활성화시키기 위한 스위치 중간체의 생성방법은 may comprise (a)[0385]
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키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 링커와 접촉시키는 단계; 및 (b) 상기 링커를 CAR-ID에 부착시

키는 단계를 포함하되, 상기 링커는 하나 이상의 말단에서 아미노옥시기, 아자이드기 및/또는 사이클로옥틴기를

포함한다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-ID는 DOTA, 다이나이트로페놀, 퀴논, 바이오틴, 아닐린, 아

트라진, 아닐린-유도체, o-아미노벤조산, p-아미노벤조산, m-아미노벤조산, 하이드랄라진, 할로탄, 디곡시게닌,

벤젠 아르소네이트, 락토스, 트라이나이트로페놀, 바이오틴 또는 이들의 유도체로 이루어진 군으로부터 선택될

수 있다. CAR-ID는 플루오레세인 아이소티오사이아네이트(FITC)를 포함할 수 있다. CAR-ID는 바이오틴을 포함할

수 있다. CAR-ID는 다이나이트로페놀을 포함할 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이

종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 동종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌

글라이콜 서브유닛을 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 4개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기

링커는 적어도 10개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 적어도 20개의 PEG 서브유닛을 포함할 수

있다. 상기 링커는 적어도 30개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아자이드를 포

함할 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 아미노옥시를 포함할 수 있다. 상기 링커는 아자이드-PEG-아미노옥

시 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나의 단부에서 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 상기 링커는 PEG-사이클로옥

틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 옥심 결찰에 의해 CAR-ID에 부착될 수 있다.

CAR-ID에 링커를 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. CAR-ID에 링커를 부착시키는 것은[0386]

무 구리 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID에 링커를 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할 수 있

다. CAR-ID에 링커를 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID에 링커를 부착시

키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. CAR-ID에 링커를 부착시키는 것은 하나 이상

의 에스터 결합을 포함할 수 있다. CAR-ID에 링커를 부착시키는 것은 옥심 결찰을 포함할 수 있다. CAR-ID에 링

커를 부착시키는 것은 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 옥심을 형성하는 것을 포함할 수 있다. CAR-ID에 링커

를 부착시키는 것은 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 안정한 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. CAR-ID에

링커를 부착시키는 것은 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 고유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. CAR-ID

에 링커를 부착시키는 것은 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 비-공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다.

CAR-ID에 링커를 부착시키는 것은 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 이온 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있

다. CAR-ID에 링커를 부착시키는 것은 링커를 CAR-ID의 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 아미노산

은 비천연 아미노산일 수 있다. CAR-ID에 링커를 부착시키는 것은 하나 이상의 생물직교화학 반응을 포함할 수

있다.

화학식 IV: X- L1-L2-Y 또는 화학식 IVA: Y-L2-L1-X의 스위치를 생성하는 방법은 (a) L1을 X에 결합시켜 화학[0387]

식 IIA: L1-X의 제1 스위치 중간체를 생성하는 단계로서, (i) X는 효과기 세포 상에서 키메라 항원 수용체와 상

호작용하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 포함하고; 및 (ii) L1는 X에 결합되기 전에 제1 링

커를 포함하는, 단계; (b) L2를 Y에 결합시켜 화학식 VA: Y-L2의 제2 스위치 중간체를 생성하는 단계로서, (i)

Y는 표적 세포 상에서 표면 분자와 상호작용하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하고; 및 (ii) L2는 X에 결

합되기 전에 제2 링커를 포함하는, 단계; 및 (c) 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 연결함으로써, 화학

식 IV 또는 IVA의 스위치를 생성하는 단계를 포함할 수 있다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-ID는

DOTA, 다이나이트로페놀, 퀴논, 바이오틴, 아닐린, 아트라진, 아닐린-유도체, o-아미노벤조산, p-아미노벤조산,

m-아미노벤조산, 하이드랄라진, 할로탄, 디곡시게닌, 벤젠 아르소네이트, 락토스, 트라이나이트로페놀, 바이오

틴 또는 이들의 유도체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. CAR-ID는 플루오레세인 아이소티오사이아네이트

(FITC)를 포함할 수 있다. CAR-ID는 바이오틴을 포함할 수 있다. CAR-ID는 다이나이트로페놀을 포함할 수 있다.

제1 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 제1 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 제1 링커는 동종 2작용성 링커[0388]

일 수 있다. 제1 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을 추가로 포함할 수 있다. 제1 링커는 적어

도 4개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 제1 링커는 적어도 10개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 제1 링커

는 적어도 20개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 제1 링커는 적어도 30개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다.

제1 링커는 하나의 단부에서 아자이드를 포함할 수 있다. 제1 링커는 하나의 단부에서 아미노옥시를 포함할 수

있다. 제1 링커는 아자이드-PEG-아미노옥시 링커일 수 있다. 제1 링커는 하나의 단부에서 사이클로옥틴을 포함

할 수 있다. 제1 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 

TID는 소분자를 포함할 수 있다. TID는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도[0389]

체를 포함할 수 있다. TID는 엽산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 항체 또는 항체 단편에 기반하

거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 항체는 항-CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR

항체, 항-EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항체, 항-BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33
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항체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 항체는 항-CD19 항체일 수 있다. 항체는 항-EGFR 항체일 수 있다.

항체는 항-CD20 항체일 수 있다. 항체는 항-HER2 항체일 수 있다. TID는 항체 단편을 포함할 수 있다. 항체는

서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나

의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 기반하거나 또는

유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 

제2 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 제2 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 제2 링커는 동종 2작용성 링커[0390]

일 수 있다. 제2 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜 서브유닛을 추가로 포함할 수 있다. 제2 링커는 적어

도 4개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 제2 링커는 적어도 10개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 제2 링커

는 적어도 20개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다. 제2 링커는 적어도 30개의 PEG 서브유닛을 포함할 수 있다.

제2 링커는 하나의 단부에서 아자이드를 포함할 수 있다. 제2 링커는 하나의 단부에서 아미노옥시를 포함할 수

있다. 제2 링커는 아자이드-PEG-아미노옥시 링커일 수 있다. 제2 링커는 하나의 단부에서 사이클로옥틴을 포함

할 수 있다. 제2 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다.

상기 방법은 하나 이상의 비천연 아미노산을 X 내로 혼입시키는 단계를 추가로 포함할 수 있다. L1을 X에 결합[0391]

시키는 것은 L1을 X의 비천연 아미노산에 부착시키는 단계를 포함할 수 있다. L1을 X에 결합시키는 것은 부위-

특이적 부착을 포함할 수 있다. L1을 X에 결합시키는 것은 사전결정 부위에서 L1을 X에 부착시키는 것을 포함할

수 있다. L1을 X에 결합시키는 것은 옥심 결찰을 포함할 수 있다. L1을 X에 결합시키는 것은 에스터 결합을 포

함할 수 있다.

상기 방법은 하나 이상의 비천연 아미노산을 Y 내로 혼입시키는 것을 추가로 포함할 수 있다. L2를 Y에 결합시[0392]

키는 것은 L2를 Y 내의 비천연 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. L2를 Y에 결합시키는 것은 부위-특

이적 부착을 포함할 수 있다. L2를 Y에 결합시키는 것은 사전결정 부위에서 L2를 Y에 부착시키는 것을 포함할

수 있다. L2를 Y에 결합시키는 것은 옥심 결찰을 포함할 수 있다. L2를 Y에 결합시키는 것은 에스터 결합을 포

함할 수 있다. 

제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 결합시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이[0393]

상의 첨가 환화는 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 첨가 환화를 포함할

수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 [3+2] 후이스겐 첨가 환화를 포함할 수 있다. 하나 이상의 첨가 환화는 무-

구리 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 결합시키는 것은 무 구리 반응을

포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 결합시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포

함할 수 있다. CAR-ID를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중

간체를 제2 스위치 중간체에 결합시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위

치 중간체를 제2 스위치 중간체에 결합시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중

간체를 제2 스위치 중간체에 결합시키는 것은 하나 이상의 아이소티오사이아네이트 결합을 포함할 수 있다. 제1

스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 결합시키는 것은 CAR-ID를 TID의 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수

있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. 제1 스위치 중간체를 제2 스위치 중간체에 결합시키는 것은 하나

이상의 생물직교화학 반응을 포함할 수 있다. 제1 스위치 중간체는 부위-특이적 방식으로 제2 스위치 중간체에

부착될 수 있다. 제1 스위치 중간체는 제2 스위치 중간체에서 사전결정 부위에 부착될 수 있다. 제1 스위치 중

간체는 부위-독립적 방식으로 제2 스위치 중간체에 부착될 수 있다.

제1 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제1 링커를 CAR-ID에 부착시키[0394]

는 것은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을

포함할 수 있다. 제1 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 링

커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제1 링커를 CAR-ID에 부

착시키는 것은 하나 이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제1 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 옥심 결찰을

포함할 수 있다. 제1 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제1 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 옥심을 형성하는

것을 포함할 수 있다. 제1 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제1 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 안정한 결

합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제1 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제1 링커와 CAR-ID 사이에 하나 이

상의 공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제1 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제1 링커와 CAR-ID 사

이에 하나 이상의 비-공유 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제1 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 제1 링

커와 CAR-ID 사이에 하나 이상의 이온 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제1 링커를 CAR-ID에 부착시키는

것은 링커를 CAR-ID의 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. 제
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1 링커를 CAR-ID에 부착시키는 것은 하나 이상의 생물직교화학 반응을 포함할 수 있다.

제2 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 첨가 환화를 포함할 수 있다. 제2 링커를 TID에 부착시키는 것[0395]

은 무 구리 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 구리-함유 반응을 포함할

수 있다. 제2 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커를 TID에

부착시키는 것은 하나 이상의 헤테로 딜스 알더 반응을 포함할 수 있다. 제2 링커를 TID에 부착시키는 것은 하

나 이상의 에스터 결합을 포함할 수 있다. 제2 링커를 TID에 부착시키는 것은 옥심 결찰을 포함할 수 있다. 제2

링커를 TID에 부착시키는 것은 제2 링커와 TID 사이에 하나 이상의 옥심을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 제2

링커를 TID에 부착시키는 것은 제2 링커와 TID 사이에 하나 이상의 안정한 결합을 형성하는 것을 포함할 수 있

다. 제2 링커를 TID에 부착시키는 것은 제2 링커와 TID 사이에 하나 이상의 공유 결합을 형성하는 것을 포함할

수 있다. 제2 링커를 TID에 부착시키는 것은 제2 링커와 TID 사이에 하나 이상의 비-공유 결합을 형성하는 것을

포함할 수 있다. 제2 링커를 TID에 부착시키는 것은 제2 링커와 TID 사이에 하나 이상의 이온 결합을 형성하는

것을 포함할 수 있다. 제2 링커를 TID에 부착시키는 것은 링커를 TID의 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수

있다. 아미노산은 비천연 아미노산일 수 있다. 제2 링커를 TID에 부착시키는 것은 하나 이상의 생물직교화학 반

응을 포함할 수 있다.

본 명세서에 개시된 스위치를 생성하는 방법은 스위치를 정제하는 방법을 추가로 포함할 수 있다. 상기 방법은[0396]

TID, CAR-ID, 링커, 또는 이들의 임의의 조합을 정제하는 것을 추가로 포함할 수 있다. 상기 방법은 하나 이상

의 스위치 중간체를 정제하는 것을 추가로 포함할 수 있다. TID는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 폴리펩타이

드는 항체 또는 항체 단편을 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 TID 및 링커를 포함할 수 있다. 스위치 및 스위

치 중간체를 정제하는 것은 과량의 링커, 과량의 TID, 및 과량의 CAR-ID를 제거하는 것을 포함할 수 있다. 과량

의 링커, TID 및 CAR-ID는 동시에 제거될 수 있다. 과량의 링커, TID 및 CAR-ID는 순차적으로 제거될 수 있다.

폴리펩타이드를 포함하는 TID 및 CAR-ID의 제거는 스위치, 스위치 중간체, 링커, CAR-ID, 및/또는 TID를 포함하

는 용액을 하나 이상의 프로테아제로 처리하는 것을 포함할 수 있다. 스위치, 스위치 중간체, 링커, CAR-ID 및/

또는 TID를 정제하는 것은 칼럼 정제를 포함할 수 있다. 스위치, 스위치 중간체, 링커, CAR-ID 및/또는 TID를

정제하는 것은 하나 이상의 농축기 칼럼, 전기영동, 여과, 원심분리, 크로마토그래피 또는 이들의 조합의 사용

을 포함할 수 있다. 크로마토그래피는 크기-배제 크로마토그래피를 포함할 수 있다. 추가적인 크로마토그래피

방법은 소수성 상호작용 크로마토그래피, 이온 교환 크로마토그래피, 친화도 크로마토그래피, 금속 결합, 면역

친화도 크로마토그래피, 및 고성능 액체 크로마토그래피 또는 고압 액체 크로마토그래피를 포함하지만, 이들로

제한되지 않는다. 전기영동은 변성 전기영동 또는 비-변성 전기영동을 포함할 수 있다.

스위치, 스위치 중간체, 링커, CAR-ID,  및/또는 TID는 하나 이상의 정제 태그 또는 정제 분자를 포함할 수[0397]

있다. 링커는 하나 이상의 태그를 포함할 수 있다. 태그는 스위치, 스위치 중간체, 링커, CAR-ID, 및/또는 TID

를 정제시키기 위해 사용될 수 있다. 태그의 예는 폴리히스티딘, FLAG(등록상표) 태그, HA, c-myc, V5, 키틴 결

합 단백질(CBP), 말토스 결합 단백질(MBP) 및 글루타티온-S-트랜스퍼라제(GST)를 포함하지만, 이들로 제한되지

않는다. 태그는 비-펩타이드 태그일 수 있다. 태그는 바이오틴일 수 있다. 하나 이상의 태그는 하나 이상의 프

로테아제에 의해 절단될 수 있다.

상기 방법은 CAR-BP, CAR-ID, CAR-ID, TC, TID 및 이의 중간체의 동결건조 또는 초원심분리를 추가로 포함할 수[0398]

있다.

스위치, 스위치 중간체, 링커, CAR-ID, 및/또는 TID의 정제는 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,[0399]

91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 이상일 수 있다. 스위치, 스위치 중간체, 링커, CAR-ID, 및/또

는 TID의 정제는 85% 이상일 수 있다. 스위치, 스위치 중간체, 링커, CAR-ID, 및/또는 TID의 정제는 90% 이상일

수 있다. 스위치, 스위치 중간체, 링커, CAR-ID, 및/또는 TID의 정제는 95% 이상일 수 있다. CAR-BP, CAR-ID,

CAR-ID, TC, TID 및 이의 중간체의 정제는 97% 이상일 수 있다.

본 명세서에 개시된 스위치 또는 스위치 중간체의 동질성은 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,[0400]

91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 이상일 수 있다. 스위치 또는 스위치 중간체의 동질성은 85% 이

상일 수 있다. 스위치 또는 스위치 중간체의 동질성은 90% 이상일 수 있다. 스위치 또는 스위치 중간체의 동질

성은 95% 이상일 수 있다. 스위치 또는 스위치 중간체의 동질성은 97% 이상일 수 있다. 동질성은 구조적 상동성

을 지칭할 수 있다. 동질성은 대상체에게 세포를 투여하는 단계 전의 구조적 동질성일 수 있다. 동질성은 세포

활성(메틸화, 아세틸화, 글리코실화 등)에 의해 CAR-EC 스위치에 대한 변형 전의 구조적 동질성일 수 있다. 동

질성의 이들 높은 백분율은 CAR-EC 스위치의 더 예측가능한 효과를 제공할 수 있다. 동질성의 이들 높은 백분율
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은 대상체에서 병태를 치료하기 위해 CAR-EC와 조합될 때, CAR-EC 스위치의 더 적은 표적을 벗어난 효과를 제공

할 수 있다.

본 명세서에 개시된 CAR-EC 스위치를 생성하는 방법은 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%,[0401]

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 이상의 순도를 지니는 복수의 스위치를 생성하는 것을 포함할 수 있

다. 복수의 스위치의 순도는 85% 이상일 수 있다. 복수의 스위치의 순도는 90% 이상일 수 있다. 복수의 스위치

의 순도는 95% 이상일 수 있다. 복수의 스위치의 순도는 97% 이상일 수 있다. 정제는 당업계에 공지된 방법(예

를 들어, 색, 물 함량, 발열원 함량, 불순물 함량 등)에 의해 평가될 수 있다. FITC를 포함하는 CAR-ID 및 옥심

컨쥬게이션, 후이스겐 첨가 환화 또는 딜스 알더 반응에 의해 생성되는 폴리펩타이드를 포함하는 TID를 포함하

는 복수의 CAR-EC 스위치의 정제는 70%, 75%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%, 95%, 97% 또는 99% 초과일 수 있

다. FITC를 포함하는 CAR-ID 및 옥심 컨쥬게이션, 후이스겐 첨가 환화, 또는 딜스 알더 반응에 의해 생성되는

폴리펩타이드를 포함하는 TID를 포함하는 복수의 CAR-EC 스위치의 정제는 85% 초과일 수 있다. FITC를 포함하는

CAR-ID 및 옥심 컨쥬게이션, 후이스겐 첨가 환화, 또는 딜스 알더 반응에 의해 생성되는 폴리펩타이드를 포함하

는 TID를 포함하는 복수의 CAR-EC 스위치의 정제는 90% 초과일 수 있다. FITC를 포함하는 CAR-ID 및 옥심 컨쥬

게이션, 후이스겐 첨가 환화, 또는 딜스 알더 반응에 의해 생성되는 폴리펩타이드를 포함하는 TID를 포함하는

복수의 CAR-EC 스위치의 순도는 95%일 수 있다. FITC를 포함하는 CAR-ID 및 화학적 합성에 의해 생성되는 소분

자를 포함하는 TID를 포함하는 복수의 스위치의 순도는 70%, 75%, 80%, 82%, 85%, 87%, 90%, 92%, 95%, 97% 또

는 99% 초과의 순도일 수 있다. FITC를 포함하는 CAR-ID 및 화학적 합성에 의해 생성되는 소분자를 포함하는

TID를 포함하는 복수의 스위치의 순도는 80% 초과의 순도일 수 있다. FITC를 포함하는 CAR-ID 및 화학적 합성에

의해 생성되는 소분자를 포함하는 TID를 포함하는 복수의 스위치의 순도는 85% 초과의 순도일 수 있다. FITC를

포함하는 CAR-ID 및 화학적 합성에 의해 생성되는 소분자를 포함하는 TID를 포함하는 복수의 스위치의 순도는

90% 초과의 순도일 수 있다. FITC를 포함하는 CAR-ID 및 화학적 합성에 의해 생성되는 소분자를 포함하는 TID를

포함하는 복수의 스위치의 순도는 95% 초과의 순도일 수 있다. FITC를 포함하는 CAR-ID 및 화학적 합성에 의해

생성되는 소분자를 포함하는 TID를 포함하는 복수의 스위치의 순도는 98% 초과의 순도일 수 있다.

키메라 항원 수용체 효과기 세포(CAR-EC)[0402]

본 명세서에 개시한 방법, 플랫폼 및 키트는 하나 이상의 키메라 항원 수용체 효과기 세포(CAR-EC) 또는 이의[0403]

용도를 포함할 수 있다. 상기 방법, 플랫폼 또는 키트는 2 이상의 CAR-EC 또는 이의 용도를 포함한다. 상기 방

법, 플랫폼 또는 키트는 복수의 CAR-EC 또는 이의 용도를 포함할 수 있다. 복수의 CAR-EC 중 적어도 둘은 동일

한 세포 유형을 가질 수 있다. 복수의 CAR-EC 중 적어도 둘은 동일한 세포 계통을 가질 수 있다. 복수의 CAR-EC

중 적어도 둘은 상이한 세포 유형을 가질 수 있다. 복수의 CAR-EC 중 적어도 둘은 상이한 세포 계통을 가질 수

있다. 복수의 CAR-EC 중 적어도 둘은 동일한 CAR을 포함할 수 있다. 복수의 CAR-EC 중 적어도 둘은 2 이상의 상

이한 CAR을 포함할 수 있다. 복수의 CAR-EC 중 적어도 둘은 2 이상의 유사한 CAR을 포함할 수 있다.

CAR-EC는 CAR을 발현시키는 효과기 세포를 포함할 수 있다. 효과기 세포는 T 세포일 수 있다. 효과기 세포는 T[0404]

세포 계통의 세포일 수 있다. 효과기 세포는 성숙 T 세포일 수 있다. 효과기 세포는 전구체 T 세포일 수 있다.

효과기 세포는 세포독성 T 세포일 수 있다. 효과기 세포는 나이브 T 세포일 수 있다. 효과기 세포는 기억 줄기

세포 T 세포(TMSC)일 수 있다. 효과기 세포는 중추 기억 T 세포(TCM)일 수 있다. 효과기 세포는 효과기 T 세포

(TE)일 수 있다. 효과기 세포는 CD4+ T 세포일 수 있다. T 세포는 CD8+ T 세포일 수 있다. 효과기 세포는 CD4+

및 CD8+ 세포일 수 있다. 효과기 세포는 αβ T 세포일 수 있다. 효과기 세포는 γδ T 세포일 수 있다. 효과기

세포는 자연 살해 T 세포일 수 있다. 효과기 세포는 헬퍼 T 세포일 수 있다. T 세포는 FoxP3을 과발현시킬 수

있다.

효과기 세포는 표적 또는 표적 세포의 근위로 운반될 때 표적 또는 표적 세포 상에서 효과를 갖는 효과기 세포[0405]

일 수 있다. 효과기 세포는 표적 또는 표적 세포의 근위로 운반될 때 표적 또는 표적 세포 상에서 세포독성 효

과를 갖는 세포일 수 있다. 효과기 세포는 면역 세포일 수 있다. 효과기 세포는 B 세포, 단핵구, 혈소판, 백혈

구, 호중구, 호산구, 호염구, 대식세포, 또는 림프구로부터 선택될 수 있다. 효과기 세포는 림프구일 수 있다.

효과기 세포는 대식세포일 수 있다. 효과기 세포는 식세포일 수 있다. 효과기 세포는 효과기 B 세포일 수 있다.

효과기 세포는 자연 살해 세포일 수 있다. 효과기 세포는 본 명세서에 개시된 CAR-EC 스위치 또는 스위치 중간

체로 치료될 대상체로부터 유래된 세포일 수 있다.

CAR-EC는 서열번호 1 내지 4로부터 선택된 하나 이상의 폴리뉴클레오타이드를 포함할 수 있다. CAR-EC는 서열번[0406]

호 1 내지 4로부터 선택된 하나 이상의 폴리뉴클레오타이드에 대해 적어도 약 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
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35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% 또는 95% 동일한 폴리뉴클레오타이드를 포함할

수 있다. CAR-EC는 서열번호 1 내지 4로부터 선택된 하나 이상의 폴리뉴클레오타이드에 대해 적어도 약 70% 동

일한 폴리뉴클레오타이드를 포함할 수 있다. CAR-EC는 서열번호 1 내지 4로부터 선택된 하나 이상의 폴리뉴클레

오타이드에 의해 암호화된 폴리펩타이드를 발현시킬 수 있다. CAR-EC는 서열번호 1 내지 4로부터 선택된 하나

이상의 폴리뉴클레오타이드에 대해 적어도 약 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,

65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% 또는 95% 동일한 폴리뉴클레오타이드에 의해 암호화된 폴리펩타이드를 발현시킬

수 있다. 폴리뉴클레오타이드는 구성적으로 발현될 수 있다. 폴리뉴클레오타이드는 조건적으로 발현될 수 있다.

예를 들어, CAR-EC에서 폴리뉴클레오타이드의 발현을 활성화시키기 위해, 약물은 CAR-EC에 투여된다. 대안적으

로, CAR-EC에서 폴리뉴클레오타이드의 발현을 종결시키기 위해, 약물은 CAR-EC에 투여된다.

본 명세서에서 하나 이상의 CAR-EC를 생성하는 방법이 개시된다. 상기 방법은 (a) 효과기 세포를 서열번호 1 내[0407]

지 4로부터 선택된 하나 이상의 폴리뉴클레오타이드를 포함하는 하나 이상의 바이러스로 감염시키는 단계; 및

(b) 배양 배지 내에서 효과기 세포를 배양시킴으로써 CAR-EC를 생성하는 단계를 포함할 수 있다. 상기 방법은

폴리뉴클레오타이드의 발현을 자극하기 위해 배양 배지에 하나 이상의 시약을 투여하는 단계를 추가로 포함할

수 있다. 상기 방법은 CAR-EC가 풍부한 배양 배지에 하나 이상의 시약을 투여하는 단계를 추가로 포함할 수 있

다. 예를 들어, 폴리뉴클레오타이드는 바이러스로 감염된 효과기 세포를 풍부하게 하기 위해 사용될 수 있는 약

물-선택성 마커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 방법은 CAR-EC를 정제하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. CAR-

EC를 정제하는 단계를 세포분리기를 이용하는 단계를 포함할 수 있다. 예를 들어, 폴리뉴클레오타이드는 바이러

스로 감염된 효과기 세포를 정제하기 위해 사용될 수 있는 검출가능한 마커(예를 들어, 형광 단백질)을 추가로

포함할 수 있다. CAR-EC를 정제하는 것은 양성 선택을 포함할 수 있다. 예를 들어, 효과기 세포 및 CAR-EC를 포

함하는 혼합물은 CAR-EC의 CAR과 상호작용할 수 있는 분자를 포함하는 칼럼을 통과할 수 있다. 따라서, CAR-

EC는 칼럼에 의해 결합될 수 있고, 성공적으로 감염되지 않은 효과기 세포는 용출액에서 방출된다. 칼럼은 몇

회 세척될 수 있다. CAR-EC는 칼럼으로부터 용리될 수 있다. CAR-EC를 정제하는 것은 음성 선택을 포함할 수 있

다. 예를 들어, 감염된 효과기 세포에서 CAR의 발현은 표면 분자의 하향 조절을 야기할 수 있다. 효과기 세포

및 CAR-EC를 포함하는 혼합물은 하향 조절된 표면 분자와 상호작용할 수 있는 분자를 포함하는 칼럼을 통과할

수 있다. 따라서, 감염되지 않은 효과기 세포는 칼럼에 의해 결합될 수 있으며, CAR을 발현시키지 않은 효과기

세포는 용출액 중에서 방출된다. 바이러스는 렌티바이러스일 수 있다. 바이러스는 아데노바이러스일 수 있다.

바이러스는 레트로바이러스일 수 있다. 바이러스는 아데노-연관 바이러스일 수 있다. 바이러스는 자기-상보적

아데노-연관 바이러스(scAAV)일 수 있다. 바이러스는 변형된 인간 면역결핍(HIV) 바이러스일 수 있다. 바이러스

는 단순 포진 바이러스(HSV) 바이러스일 수 있다.

CAR-EC를 생성하는 방법은 (a) 효과기 세포를 서열번호 1 내지 4로부터 선택된 하나 이상의 폴리뉴클레오타이드[0408]

를 포함하는 하나 이상의 벡터로 형질감염시키는 단계; 및 (b) 배양 배지 내 효과기 세포를 배양함으로써 CAR-

EC를 생성하는 단계를 포함할 수 있다. 상기 방법은 폴리뉴클레오타이드의 발현을 자극하기 위해 하나 이상의

시약을 배양 배지에 투여하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 상기 방법은 CAR-EC를 풍부화하기 위해 배양 배지

에 하나 이상의 시약을 투여하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 예를 들어, 폴리뉴클레오타이드는 형질감염된

효과기 세포를 풍부화하기 위해 사용될 수 있는 약물-선택성 마커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 방법은 CAR-

EC를 정제하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. CAR-EC를 정제하는 단계는 세포분리기를 이용하는 단계를 포함할

수 있다. 예를 들어, 폴리뉴클레오타이드는 형질감염된 효과기 세포를 정제하기 위해 사용될 수 있는 검출가능

한 마커(예를 들어, 형광 단백질)를 추가로 포함할 수 있다. CAR-EC를 정제하는 단계는 양의 선택을 포함할 수

있다. 예를 들어, 효과기 세포 및 CAR-EC를 포함하는 혼합물은 CAR-EC의 CAR과 상호작용할 수 있는 분자를 포함

하는 칼럼을 통과할 수 있다. 따라서, CAR-EC는 칼럼에 의해 결합될 수 있고, 성공적으로 형질감염되지 않은 효

과기 세포는 용출액에서 방출된다. 칼럼은 몇 회 세척될 수 있다. CAR-EC는 칼럼으로부터 용리될 수 있다. CAR-

EC를 정제하는 단계는 음성 선택을 포함할 수 있다. 예를 들어, 형질감염된 효과기 세포 내 CAR의 발현은 표면

분자의 하향 조절을 초래할 수 있다. 효과기 세포 및 CAR-EC를 포함하는 혼합물은 하향 조절된 표면 분자와 상

호작용할 수 있는 분자를 포함하는 칼럼을 통과할 수 있다. 따라서, 형질감염되지 않은 효과기 세포는 칼럼에

의해 결합될 수 있고, CAR을 발현시키는 효과기 세포는 용출액 중에서 방출된다.

키메라 항원 수용체(CAR)[0409]

본 명세서에 개시된 스위치는 CAR-EC 상에서 키메라 항원 수용체(CAR)와 상호작용함으로써 CAR-EC의 활성을 조[0410]

절할 수 있다. 일반적으로, CAR-ID의 CAR과의 상호작용은 세포에 의한 면역 반응의 활성화를 초래할 수 있다.

CAR은 세포밖 도메인, 막관통 도메인 및 세포내 도메인을 포함할 수 있다. 세포밖 도메인은 CAR-EC 스위치의
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CAR-ID와 상호작용할 수 있다. 세포밖 도메인은 항체의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 일부 예에서, 항체는 전

장 항체가 아니다. 세포밖 도메인은 면역글로불린의 적어도 일부 또는 이의 단편을 포함할 수 있다. 면역글로불

린 또는 이의 단편은 IgA1, IgA2, IgD, IgM, IgE, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, scFv, di-scFv, bi-scFv 및 Fab,

Fc, F(ab’)2, pFc’, 나노바디, 어피바디, DARPin, 다이어바디, 카멜리드, 유전자 조작된 T 세포 수용체, 또는

모노바디를 포함하는 군으로부터 선택될 수 있다. 면역글로불린은 IgG4를 포함할 수 있다.

상기 항체는 결합 친화도가 약 0.01pM, 약 0.02pM, 약 0.03pM, 약 0.04pM, 0.05pM, 약 0.06pM, 약 0.07pM, 약[0411]

0.08pM,  약 0.09pM,  약 0.1pM,  약 0.2pM,  0.3pM,  약 0.4pM,  약 0.5pM,  약 0.6pM, 약 0.7pM, 약 0.8pM, 약

0.9pM 또는 약 1pM, 약 2pM, 약 3pM, 약 4pM, 약 5pM, 약 6pM, 약 7pM, 약 8pM, 약 9pM, 약 10pM, 약 0.01nM,

약 0.02nM, 약 0.03nM, 약 0.04nM, 약 0.05nM, 약 0.06nM, 약 0.07nM, 약 0.08nM, 약 0.09nM, 약 0.1nM, 약

0.2nM, 약 0.3nM, 약 0.4nM, 약 0.5nM, 약 0.6nM, 약 0.7nM, 약 0.8nM, 약 0.9nM, 약 1nM, 약 2nM, 약 3nM, 약

4nM, 약 5nM, 약 6nM, 약 7nM, 약 8nM, 약 9nM, 약 10nM, 약 12nM, 약 14nM, 약 16nM, 약 18nM, 약 20nM, 약

22nM, 약 24nM, 약 26nM, 약 28nM 또는 약 30nM일 수 있다. 세포밖 도메인은 단일쇄 가변 단편(scFv)의 적어도

일부를 포함할 수 있다. 세포밖 도메인은 아비딘 또는 이의 단편을 포함할 수 있다. 세포밖 도메인은 아비딘 또

는 이의 단편을 포함하지 않을 수도 있다. 상기 항체는 항-FITC 항체 또는 이의 단편을 포함할 수 있다. 항-

FITC 항체는 항-FITC scFv일 수 있다. 항-FITC scFv는 4-4-20, 4D5Flu, 4M5.3 및 FITC-E2로부터 선택될 수 있

다. 항-FITC scFv는 서열번호 1 내지 4로부터 선택된 서열에 의해 암호화될 수 있다.

FITC에 대한 항체 또는 이의 단편은 FITC에 대한 결합 친화도가 0.1pM 미만일 수 있다. FITC에 대한 항체 또는[0412]

이의 단편은 FITC에 대한 결합 친화도가 약 0.1pM 내지 약 1pM일 수 있다. FITC에 대한 항체 또는 이의 단편은

FITC에 대한 결합 친화도가 약 1pM 내지 약 10pM일 수 있다. FITC에 대한 항체 또는 이의 단편은 FITC에 대한

결합 친화도가 약 10pM, 약 20pM, 약 30pM, 약 40pM, 약 50pM, 약 60pM, 약 70pM, 약 80pM, 약 90pM 또는 약

100pM일 수 있다. FITC에 대한 항체 또는 이의 단편은 FITC에 대한 결합 친화도가 약 100pM,  약 200pM,  약

300pM, 약 400pM, 약 500pM, 약 600pM, 약 700pM, 약 800pM, 약 900pM 또는 약 1nM일 수 있다. FITC에 대한 항

체 또는 이의 단편은 FITC에 대한 결합 친화도가 약 1nM, 약 2nM, 약 3nM, 약 4nM, 약 5nM, 약 6nM, 약 7nM,

약 8nM, 약 9nM 또는 약 10nM일 수 있다. FITC에 대한 항체 또는 이의 단편은 FITC에 대한 결합 친화도가 약

10nM, 약 15nM, 약 20nM, 약 25nM, 약 30nM, 약 35nM, 약 40nM, 약 45nM 또는 약 50nM일 수 있다. FITC에 대한

항체 또는 이의 단편은 FITC에 대한 결합 친화도가 50nM 초과일 수 있다. FITC에 대한 항체는 항-FITC scFv 또

는 이의 단편을 포함할 수 있다. 항-FITC scFv는 4-4-20, 4D5Flu, 4M5.3 및 FITC-E2를 포함하는 군으로부터 선

택될 수 있다. 4-4-20의 친화도는 약 0.2nM일 수 있다. 4D5Flu의 결합 친화도는 약 20nM일 수 있다. 4M5.3의

결합 친화도는 약 0.3pM일 수 있다. FITC-E2의 결합 친화도는 약 0.3nM일 수 있다.

막관통 도메인 및/또는 세포내 도메인은 세포질 신호전달 도메인의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메[0413]

인은 CD3ξ, CD28 및 4-1BB를 포함하는 군으로부터 선택된 신호전달 분자의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세

포내 도메인은 Fc 수용체 또는 이들의 일부를 포함할 수 있다. Fc 수용체 또는 이들의 일부는 CD16 또는 이들의

일부일 수 있다. 신호전달 분자는 CD3ξ을 포함할 수 있다. 신호전달 분자는 CD28을 포함할 수 있다. 신호전달

분자는 4-1BB를 포함할 수 있다. 세포내 도메인은 CD3ξ의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메인은

CD28의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메인은 4-1BB의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메인

은 OX-40의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메인은 CD30의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도

메인은 CD40의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메인은 CD2의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내

도메인은 CD27의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메인은 PD-1의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포

내 도메인은 ICOS의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메인은 림프구 작용-관련 항원-1(LFA-1)의 적어도

일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메인은 CD7의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메인은 LIGHT의 적어

도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메인은 NKG2C의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메인은 B7-H3의

적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메인은 하나 이상의 신호전달 분자로부터 세포질 신호전달 도메인의

적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메인은 2 이상의 세포질 신호전달 도메인의 적어도 일부를 포함할 수

있다. 2 이상의 세포질 신호전달 도메인은 2 이상의 상이한 신호전달 분자로부터 유래될 수 있다. 세포내 도메

인은 3 이상의 세포질 신호전달 도메인의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메인은 4 이상의 세포질 신

호전달 도메인의 적어도 일부를 포함할 수 있다. 세포내 도메인은 하나 이상의 신호전달 분자에 결합하는 리간

드의 적어도 일부를 포함할 수 있다.  세포내 도메인은 CD83에 결합하는 리간드의 적어도 일부를 포함할 수

있다.

CAR-EC 플랫폼[0414]
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본 명세서에서 키메라 항원 수용체(CAR)를 발현시키는 효과기 세포; 및 본 명세서에 개시된 키메라 항원 수용체[0415]

효과기 세포(CAR-EC) 스위치를 포함하는 키메라 항원 수용체 효과기 세포(CAR-EC) 플랫폼이 개시된다. CAR-EC

스위치는 상동성일 수 있다. CAR-EC 스위치는 구조적으로 상동성일 수 있다. CAR-ID는 CAR 결합 소분자(CAR-ID)

및 본 명세서에 개시된 CAR 결합 구성성분(CAR-ID)으로부터 선택될 수 있다. TID는 표적 상호작용 도메인 및 본

명세서에 개시된 TID로부터 선택될 수 있다.

 CAR-EC 플랫폼은 복수의 CAR-EC 스위치를 포함할 수 있되, CAR-EC 스위치 중 적어도 하나가 본 명세서에서 개[0416]

시된다. 복수의 CAR-EC 스위치는 2 이상의 CAR-EC 스위치를 포함할 수 있다. 복수의 CAR-EC 스위치는 1, 2, 3,

4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20개 이상의 CAR-EC 스위치를 포함할 수 있다.

복수의 CAR-EC  스위치는 20개 초과, 25개 초과, 30개 초과, 35개 초과, 40개 초과, 45개 또는 50개 초과의

CAR-EC 스위치를 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는 본 명세서에 개시된 하나 이상의 CAR-EC 스위치 또

는 이들의 조합으로부터 선택될 수 있다.

본 명세서에 개시된 항체 또는 펩타이드는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. TID는 하나 이상의[0417]

비천연 아미노산을 포함할 수 있다. CAR-ID 및 TID는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. CAR-ID

및 TID는 하나 이상의 비천연 아미노산을 통해 연결될 수 있다. CAR-ID 및 TID는 2개의 비천연 아미노산을 통해

연결될 수 있다. CAR-ID 및 TID는 3개의 비천연 아미노산을 통해 연결될 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산

은 TID의 하나 이상의 아미노산 잔기를 대체할 수 있다. 하나 이상의 비천연 아미노산은 본 명세서에 개시된 펩

타이드 또는 항체의 임의의 아미노산을 대체할 수 있다.

본 명세서에 개시된 CAR-EC 플랫폼은 2 이상의 CAR-EC 스위치를 추가로 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위[0418]

치는 2 이상의 동일한 CAR-ID를 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는 2 이상의 상이한 CAR-ID를 포함할

수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는 2 이상의 유사한 CAR-ID를 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-ID는 유사한 아미

노산 서열을 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-ID의 아미노산 서열은 약 99%, 약 98%, 약 97%, 약 96%, 약 95%,

약 92%, 약 90%, 약 85%, 약 80%, 약 75%, 약 70%, 약 65%, 약 60%, 약 55%, 약 50%, 약 45%, 약 40%, 약 35%,

약 30%, 약 25%, 약 20%, 약 15%, 약 10%, 약 5% 또는 약 2% 동일할 수 있다. 2 이상의 CAR-ID의 아미노산 서

열은 약 75% 동일할 수 있다.

2 이상의 CAR-EC 스위치는 2 이상의 상이한 TID를 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는 2 이상의 동일한[0419]

TID를 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는 2 이상의 유사한 TID를 포함할 수 있다. 2 이상의 TID는 유사

한 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 2 이상의 TID의 아미노산 서열은 약 99%, 약 98%, 약 97%, 약 96%, 약

95%, 약 92%, 약 90%, 약 85%, 약 80%, 약 75%, 약 70%, 약 65%, 약 60%, 약 55%, 약 50%, 약 45%, 약 40%, 약

35%, 약 30%, 약 25%, 약 20%, 약 15%, 약 10%, 약 5% 또는 약 2% 동일할 수 있다. 2 이상의 TID의 아미노산

서열은 약 75% 동일할 수 있다.

CAR-EC 표적[0420]

본 명세서에 개시된 스위치는 하나 이상의 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 하나 이상의 표적에 보낼[0421]

수 있다. 일반적으로, CAR-EC의 결합 및 CAR-EC 스위치에 대한 표적은 표적에 대한 효과를 갖는 CAR-EC의 활성

에 충분히 가까운 CAR-EC의 근위에 표적을 운반한다. 예를 들어, CAR-EC 및 표적이 CAR-EC 스위치에 부착될 때,

CAR-EC는 표적 상에서 사이토카인 수용체에 결합되는 사이토카인을 방출할 수 있다. 본 명세서에 개시된 스위치

는 하나 이상의 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 2 이상의 표적에 보낼 수 있다. 본 명세서에 개시된

스위치는 하나 이상의 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 3 이상의 표적에 보낼 수 있다. 본 명세서에

개시된 스위치는 4 이상의 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 하나 이상의 표적에 보낼 수 있다. 본 명

세서에 개시된 스위치는 5  이상의 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 하나 이상의 표적에 보낼 수

있다. 본 명세서에 개시된 스위치는 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20개 이상의 키메

라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 하나 이상의 표적에 보낼 수 있다. 2 이상의 표적은 동일할 수 있다. 2

이상의 표적은 동일한 세포 유형을 가질 수 있다. 2 이상의 표적은 동일한 세포 계통을 가질 수 있다. 2 이상의

표적은 상이할 수 있다. 2 이상의 표적은 상이한 세포 유형을 가질 수 있다. 2 이상의 표적은 상이한 세포 계통

을 가질 수 있다. 3 이상의 표적 중 적어도 둘은 동일할 수 있다. 3 이상의 표적 중 적어도 둘은 동일한 세포

유형을 가질 수 있다. 3 이상의 표적 중 적어도 둘은 동일한 세포 계통을 가질 수 있다. 3 이상의 표적 중 적어

도 둘은 상이할 수 있다. 3 이상의 표적 중 적어도 둘은 상이한 세포 유형을 가질 수 있다. 3 이상의 표적 중

적어도 둘은 상이한 세포 계통을 가질 수 있다.

표적은 세포일 수 있다. 표적은 세포의 단편일 수 있다. 표적은 하나 이상의 세포일 수 있다. 표적은 질병 또는[0422]
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병태로 고통받는 대상체로부터의 세포를 포함할 수 있다. 표적은 감염된 세포를 포함할 수 있다. 표적은 병원성

으로 감염된 세포를 포함할 수 있다. 표적은 병에 걸린 세포를 포함할 수 있다. 표적은 암세포일 수 있다. 표적

은 유전자 변형된 세포일 수 있다. 표적은 하나 이상의 분화된 세포일 수 있다. 표적은 대상체에 대해 외래인

세포를 포함할 수 있다. 표적은 침입성 유기체(예를 들어, 효모, 벌레, 박테리아, 진균)으로부터 유래될 수 있

다. 표적은 병원균일 수 있다. 표적은 박테리아일 수 있다. 표적은 바이러스 또는 이들의 일부일 수 있다.

표적은 줄기 세포, 암 줄기 세포, 다능성 세포, 조혈 줄기 세포 또는 혈관내피 전구 세포로부터 선택될 수[0423]

있다. 표적은 조직으로부터 유래될 수 있다. 조직은 뇌, 식도, 유방, 결장, 폐, 신경교, 난소, 자궁, 고환, 전

립선, 위장관, 방광, 간, 흉선, 뼈 및 피부로부터 선택될 수 있다. 표적은 하나 이상의 내분비샘으로부터 유래

될 수 있다. 대안적으로, 또는 추가적으로, 표적은 하나 이상의 내분비샘으로부터 유래될 수 있다. 내분비샘 림

프샘, 뇌하수체, 갑상선, 부갑상선, 췌장, 생식샘 또는 송과선일 수 있다.

표적은 암성 세포를 포함할 수 있다. 암성 세포는 조직으로부터 유래될 수 있다. 조직은 뇌, 식도, 유방, 결장,[0424]

폐, 신경교, 난소, 자궁, 고환, 전립선, 위장관, 방광, 간, 흉선 및 피부로부터 선택될 수 있다. 암성 세포는

뼈로부터 유래될 수 있다. 암성 세포는 혈액으로부터 유래될 수 있다. 암성 세포는 B 세포, T 세포, 단핵구, 혈

소판, 백혈구, 호중구, 호산구, 호염구, 림프구, 조혈 줄기 세포 또는 내피세포 조상으로부터 유래될 수 있다.

암성 세포는 CD19-양성 B 림프구로부터 유래될 수 있다. 암성 세포는 줄기 세포로부터 유래될 수 있다. 암성 세

포는 다능성 세포로부터 유래될 수 있다. 암성 세포는 하나 이상의 내분비샘으로부터 유래될 수 있다. 내분비샘

은 림프샘, 뇌하수체, 갑상선, 부갑상선, 췌장, 생식샘 또는 송과선일 수 있다.

표적은 CD19-양성 세포일 수 있다. 표적은 CD19-양성 B 림프구일 수 있다. 표적은 Her2-양성 세포일 수 있다.[0425]

Her2-양성 세포는 Her2-양성 유방암세포일 수 있다. 표적은 BCMA-양성 세포일 수 있다. 표적은 BCMA-양성 다발

성 골수종 세포일 수 있다. 표적은 CS1-양성 세포일 수 있다. CS1-양성 세포는 다발성 골수종 세포일 수 있다.

표적은 EGFRvIII-양성 세포일 수 있다. 표적은 EGFRvIII-양성 교모세포종 세포일 수 있다. 표적은 CD20-양성 세

포일 수 있다. 표적은 PSMA-양성 세포일 수 있다. 표적은 PSMA-양성 전립선 암세포일 수 있다. 표적은 엽산 수

용체-양성 세포일 수 있다. 표적은 엽산 수용체-양성 난소 암세포일 수 있다.

CAR-EC 표적 상의 표면 분자[0426]

본 명세서에 개시된 스위치의 표적 상호작용 도메인(TID)은 표적 상에서 분자에 결합하거나 또는 상호작용할 수[0427]

있다. TID는 표적 상에서 항원, 단백질, 펩타이드, 또는 생체분자에 결합할 수 있다. 단백질은 효소일 수 있다.

효소는  효소적  활성을  가질  수  있다.  생체분자는  비제한적  예로서,  섬유,  생중합체(예를  들어,  콜라겐),

글리칸, 당지질, 프로테오글리칸, 지질, 스테롤, 탄수화물, 핵산 및 세포 단편으로부터 선택될 수 있다. 항원은

세포 상에서 표면 항원 또는 세포 표면 마커의 적어도 일부일 수 있다. 항원은 세포 상의 수용체 또는 공-수용

체일 수 있다.

TID는 표적 상에서 항원에 결합될 수 있다. 항원은 표적 상의 표면 항원일 수 있다. 항원은 단백질, 지질, 당지[0428]

질, 탄수화물, 다당류, 핵산 또는 이들의 조합으로부터 선택될 수 있다. 항원은 박테리아, 바이러스 및 다른 미

생물의 부분(예를 들어, 코팅, 캡슐, 세포벽, 편모, 선모 및 독소)을 포함할 수 있다. 상기 항원은 글리칸을 포

함할 수 있다. 항원은 지질을 포함할 수 있다. 항원은 당지질을 포함할 수 있다. 항원은 탄수화물을 포함할 수

있다. 항원은 단백질을 포함할 수 있다. 항원은 변형을 포함할 수 있다. 변형은 비제한적 예로서, 인산화, 아세

틸화, 미리스토일화, 팔미토일화 또는 메틸화일 수 있다. 항원은 전립선 특이적 막 항원을 포함할 수 있다.

항원은 하나 이상의 항체의 생성을 유발할 수 있다. 항원은 주조직 적합성 복합체(major histocompatibility[0429]

complex: MHC)에 의해 결합되고 T-세포 수용체에 대해 제시될 수 있는 분자 또는 분자 단편을 지칭할 수 있다.

용어 "항원"은 또한 면역원을 지칭할 수 있다. 면역원은 대상체에게 그 자체로 주사된다면, 적응 면역 반응을

유발할 수 있다. 면역원은 단독으로 면역 반응을 유발할 수 있다. 항원은 초항원, T-의존적 항원 또는 T-독립적

항원일 수 있다.

항원은 외인성 항원 또는 내인성 항원일 수 있다. 외인성 항원은 전형적으로는, 예를 들어, 흡입, 섭취 또는 흡[0430]

입에 의해 외부로부터 신체 내로 유입되는 항원이다. 일부 항원은 외인성 항원으로서 시작될 수 있고, 이후에

내인성(예를 들어, 세포내 바이러스)일 수 있다. 세포내 항원은 감염된 세포의 파괴 시 다시 순환 내로 방출될

수 있다. 내인성 항원은 정상 세포 대사의 결과로서, 또는 바이러스 EH는 세포내 박테리아 감염 때문에 이전의

정상 세포 내에서 생성된 항원일 수 있다.

항원은 또한 자기 항원을 포함할 수 있다. 자기 항원은 특이적 자가면역 질환으로 고통받고 있는 환자의 면역계[0431]
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에 의해 인식되는 정상 단백질 또는 단백질의 복합체(및 일부 DNA 또는 RNA)일 수 있다. 이들 항원은 정상 조건

하에서 면역계의 표적이 아니어야 하지만, 주로 유전자 및 환경적 인자에 기인하여, 이러한 항원에 대한 정상

면역학적 내약성은 이들 환자에서 상실되지 않는다.

항원은 종양 항원을 포함할 수 있다. 종양 항원 또는 신항원은 종양 세포의 표면에 대한 MHC I 또는 MHC II 항[0432]

원에 의해 제시되는 항원일 수 있다. 이들 항원은 때때로 종양 세포에 의해 제시될 수 있고, 정상 세포에 의해

서는 결코 제시될 수 없다. 이 경우에, 그들은 종양-특이적 항원(tumor-specific antigen: TSA)으로 불리며, 일

반적으로, 종양-특이적 돌연변이로부터 초래된다. 종양 세포 및 정상 세포에 의해 제시되는 항원은 더 흔하며,

그들은 종양-관련 항원(tumor-associated antigen: TAA)으로 불린다. 이들 항원을 인식하는 세포독성 T 림프구

는 그들이 증식 또는 전이되기 전에 종양 세포를 파괴할 수 있다. 종양 항원은 또한, 예를 들어 돌연변이된 수

용체의 형태로 종양의 표면 상에 있을 수 있고, 이 경우에, 그들은 B 세포에 의해 인식될 수 있다.

항원은 수용체일 수 있다. 수용체는 세포밖 수용체일 수 있다. 수용체는 세포 표면 수용체일 수 있다. 수용체는[0433]

호르몬, 신경전달물질, 사이토카인, 성장 인자 또는 세포 인식 분자에 결합할 수 있다. 수용체는 막투과 수용체

일 수 있다. 수용체는 효소-결합 수용체일 수 있다.

TID는 표면 분자에 결합할 수 있다. 표면 분자는 비제한적 예로서, 표적 상에서 항원, 수용체, 공-수용체, 트랜[0434]

스-막 단백질 또는 세포 마커로부터 선택될 수 있다. 세포 표면 단백질은 콜레시스토키닌 B 수용체, 성선자극호

르몬-방출 호르몬 수용체, 소마토스타틴 수용체 2, avb3 인테그린, 가스트린-방출 펩타이드 수용체, 뉴로키닌 1

수용체, 멜라노코르틴 1 수용체, 뉴로텐신 수용체, 뉴로펩타이드 Y 수용체 및 C-유형 렉틴 유사 분자 1로부터

선택될 수 있다.

TID는 전립선 특이적 막 항원(PSMA)에 대해 적어도 약 5%, 약 10 %, 약 15%, 약 20%, 약 25%, 약 30%, 약 35%,[0435]

약 40%, 약 45%, 약 50%, 약 55%, 약 60%, 약 65%, 약 70%, 약 75%, 약 80%, 약 85%, 약 90%, 약 95%, 약 98%

또는 약 100% 상동성인 표적에 결합할 수 있다. TID는 전립선 특이적 막 항원(PSMA)에 대해 적어도 약 50% 상동

성인 표적에 결합할 수 있다. TID는 전립선 특이적 막 항원(PSMA)에 대해 적어도 약 70% 상동성인 표적에 결합

할 수 있다. TID는 전립선 특이적 막 항원(PSMA)에 대해 적어도 약 85% 상동성인 표적에 결합할 수 있다. TID는

전립선 특이적 막 항원(PSMA) 리간드, 활성제, 결합 분자 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 전립선

특이적 막 항원(PSMA) 저해제, 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. PSMA는 또한 글루타메이트 카복시펩티다

제 II 및 N-아세틸-L-아스파틸-L-글루타메이트 펩티다제 I로서 지칭될 수 있다. PSMA 저해제는 2-[3-(1,3-다이

카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체일 수 있다.

TID는 엽산 수용체에 대해 적어도 약 5%, 약 10 %, 약 15%, 약 20%, 약 25%, 약 30%, 약 35%, 약 40%, 약 45%,[0436]

약 50%, 약 55%, 약 60%, 약 65%, 약 70%, 약 75%, 약 80%, 약 85%, 약 90%, 약 95%, 약 98% 또는 약 100% 상

동성인 표적에 결합할 수 있다. TID는 엽산 수용체에 대해 적어도 약 50% 상동성인 표적에 결합할 수 있다. TID

는 엽산 수용체에 대해 적어도 약 70% 상동성인 표적에 결합할 수 있다. TID는 엽산 수용체에 대해 적어도 약

85% 상동성인 표적에 결합할 수 있다. TID는 엽산 수용체 리간드, 엽산 수용체 저해제, 엽산 수용체 활성제, 엽

산 수용체 결합 분자 또는 이들의 유도체로부터 선택될 수 있다. TID는 엽산 또는 이들의 유도체를 포함할 수

있다. TID는 본질적으로 엽산 또는 이들의 유도체로 이루어질 수 있다.

수용체는 G-단백질 결합 수용체(GPCR)일 수 있다. GPCR 수용체는 GNRH 수용체, 엔도텔린 수용체, 평활화, 프리[0437]

즐드(Frizzled), CXCR4, CCR5, CXCR1, CXCR2, CCR7, CCK2 수용체, S1P 수용체, 프로테아제 활성화 수용체(PAR)

또는 이들의 일부일 수 있다. 수용체는 이온 채널 연결 수용체일 수 있다. 이온 채널 연결 수용체는 전압 개폐

칼륨 채널, 전압 개폐 칼슘 채널, 일시적 수용체 전위 채널, 멜라스타틴-유사 일시적 수용체 전위 채널(예를 들

어 TRPM1, TRPM7, TRPM8), 발리노이드(vallinoid) 채널(예를 들어 TRPV6) 또는 상피세포 나트륨 채널일 수 있

다.

TID는 표적 상에서 수용체와 상호작용할 수 있다. 수용체는 성장 인자 수용체일 수 있다. 성장인자 수용체은 표[0438]

피 성장인자 수용체, 섬유아세포 성장인자 수용체, 혈소판 유래 성장인자 수용체, 신경 성장인자 수용체, 형질

전환 성장인자 수용체, 뼈 형태형성 단백질 성장인자 수용체, 간세포 성장인자 수용체, 혈관 내피 성장인자 수

용체, 줄기 세포 인자 수용체, 인슐린 성장인자 수용체, 소마토메딘 수용체 또는 에리트로포이에틴 수용체일 수

있다.  수용체는  호르몬  수용체일  수  있다.  수용체는  인슐린  수용체일  수  있다.  수용체는  에이코사노이드

수용체, 프로스타글란딘 수용체, 에스트로겐 수용체, 여포자극 호르몬 수용체, 프로게스테론 수용체, 성장 호르

몬 수용체 또는 성선자극호르몬-방출 호르몬 수용체일 수 있다. 수용체는 아드레날린 작용성 수용체일 수 있다.

수용체는 인테그린일 수 있다. 수용체는 Eph 수용체일 수 있다.
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수용체는 면역 수용체일 수 있다. 면역 수용체는 패턴 인식 수용체, 톨-유사 수용체, NOD 유사 수용체, 킬러 활[0439]

성화 수용체, 킬러 저해제 수용체, Fc 수용체, B 세포 수용체, 보체 수용체, 케모카인 수용체 또는 사이토카인

수용체일 수 있다. 사이토카인 수용체는 인터류킨 수용체, 인터페론 수용체, 형질전환 성장인자 수용체, 종양

괴사 인자 수용체 또는 집락 자극 인자 수용체일 수 있다.

수용체는 수용체 키나제일 수 있다. 수용체는 키나제는 타이로신 키나제 수용체일 수 있다. 수용체 키나제는 세[0440]

린 키나제 수용체일 수 있다. 수용체 키나제는 트레오닌 키나제 수용체일 수 있다. 수용체 키나제는 Ras, Raf,

PI3K, PKA, PKC, AKT, AMPK 또는 포스포리파제를 활성화시킬 수 있다. 수용체 키나제는 MAPK/ERK 신호전달 경로

를 활성화시킬 수 있다. 수용체 키나제는 Jak, Stat 또는 Smad를 활성화시킬 수 있다.

TID는 당지질을 포함하는 표면 분자와 상호작용할 수 있다. TID는 탄수화물을 포함하는 표면 분자와 상호작용할[0441]

수 있다. TID는 분화클러스터(cluster of differentiation: CD) 단백질을 포함하는 표면 분자와 상호작용할 수

있다. TID는 CD34, CD31, CD117, CD45, CD11b, CD15, CD24, CD114, CD182, CD14, CD11a, CD91, CD16, CD3,

CD4, CD25, Foxp3, CD8, CD38, CD61, CD56, CD30, CD13 및 CD33으로 이루어진 군으로부터 선택되는 표면 분자

와 상호작용할 수 있다.

키트, 벡터 및 폴리뉴클레오타이드[0442]

본 명세서에서 본 명세서에 개시된 하나 이상의 CAR-EC 스위치를 포함하는 키트가 개시된다. 키트는 2 이상의[0443]

CAR-EC 스위치를 추가로 포함할 수 있다. 키트는 3개의 CAR-EC 스위치를 포함할 수 있다. 상기 키트는 약 3, 4,

5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 20, 24, 30, 35, 48, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 96, 100, 120, 150,

200, 300, 384, 400, 500, 600, 700, 800, 900 또는 1000 CAR-EC 스위치를 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC

스위치를 포함하는 키트는 2 이상의 동일한 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는 2 이

상의 상이한 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는 2 이상의 유사한 비천연 아미노산을

포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는 상이한 부위에서 2 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 2 이

상의 CAR-EC 스위치는 연속적 부위에서 2 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 키트는 생물학적 연구를

위해 사용될 수 있다. 키트는 질환 또는 병태를 진단하기 위해 사용될 수 있다. 키트는 질환 또는 병태를 치료

하기 위해 사용될 수 있다. 키트는 하나 이상의 효과기 세포를 추가로 포함할 수 있다. 효과기 세포는 T 세포일

수 있다. 효과기 세포는 하나 이상의 CAR를 발현시킬 수 있다. 키트는 CAR의 항체/펩타이드를 암호화하는 폴리

뉴클레오타이드를 추가로 포함할 수 있다. 키트는 CAR의 항체/펩타이드를 암호화하는 폴리뉴클레오타이드를 포

함하는 벡터를 추가로 포함할 수 있다. CAR은 본 명세서에 개시된 임의의 CAR로부터 선택될 수 있다.

본 명세서에 개시된 CAR-EC 스위치의 항체 및/또는 펩타이드는 서열번호 5 내지 9로부터 선택된 하나 이상의 폴[0444]

리뉴클레오타이드에 의해 암호화될 수 있다. CAR 또는 이의 일부는 서열번호 5 내지 9로부터 선택된 하나 이상

의 폴리뉴클레오타이드에 대해 적어도 약 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,

70%, 75%, 80%, 85%, 90% 또는 95% 동일한 폴리뉴클레오타이드에 의해 암호화될 수 있다. 본 명세서에 개시된

CAR-EC 스위치의 항체 및/또는 펩타이드는 서열번호 5 내지 9로부터 선택된 하나 이상의 폴리뉴클레오타이드에

대해 적어도 약 70% 동일할 수 있는 폴리뉴클레오타이드에 의해 암호화될 수 있다. 본 명세서에서 서열번호 5

내지 9로부터 선택된 하나 이상의 폴리뉴클레오타이드를 포함하는 벡터가 개시된다.

치료적 용도[0445]

키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC) 스위치 및 스위치 중간체는 치료가 필요한 대상체에서 질환 또는 병태[0446]

의 치료에서 사용될 수 있다. 스위치 또는 본 명세서에 개시된 스위치 중간체는 질환의 치료를 위한 의약의 제

조에서 사용될 수 있다. 치료가 필요한 대상체에서 질환 또는 병태를 치료하는 방법은 대상체에게 임의의 본 명

세서에 개시된 스위치를 투여하는 단계를 포함할 수 있다. 스위치는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-

ID) 및 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. 스위치는 하나 이상의 추가적인 CAR-ID를 추가로 포함할

수 있다. 스위치는 소분자를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)을 포함할 수 있다. CAR-

ID는 FITC를 포함할 수 있다. CAR-ID는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 스위치는 하나 이상의

TID를 추가로 포함할 수 있다. 스위치는 항체에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함하는 표적 상호작

용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. 항체는 항-CD19 항체일 수 있다. 항체는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나

의 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암

호화될 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수

있다. TID는 비천연 아미노산을 포함하는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. CAR-ID 및 TID는 부위-특이적 방식으

로 부착될 수 있다. CAR-ID의 TID에 대한 부위-특이적 부착은 비천연 아미노산을 통해 일어날 수 있다. CAR-ID
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및 TID는 부위-독립적 방식으로 부착될 수 있다. 스위치는 소분자를 포함하는 TID를 포함할 수 있다. TID 2-[3-

(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 엽산을 포함할 수

있다. 스위치는 링커를 추가로 포함할 수 있다. 스위치는 하나 이상의 추가적인 링커를 추가로 포함할 수 있다.

상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴

리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 상기 링커는

PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 트라이아졸을 포함할

수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 대안적으로,

또는 추가적으로, 상기 방법은 키메라 항원 수용체 효과기 세포(CAR-EC)를 투여하는 단계를 추가로 포함할 수

있다. CAR-EC는 키메라 항원 수용체(CAR)를 발현시킬 수 있다. CAR은 임의의 서열번호 1 내지 4의 뉴클레오타이

드 서열에 의해 암호화될 수 있다. CAR은 항체에 기반하거나 또는 유래된 외부 도메인을 포함할 수 있다. CAR의

외부 도메인은 항-FITC 항체에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. CAR의 외부 도메인은 항-FITC scFv에 기반하거

나 또는 유래될 수 있다. 스위치 및 CAR-EC는 동시에 투여될 수 있다. 스위치 및 CAR-EC는 순차적으로 투여될

수 있다.

치료가 필요한 대상체에서 질환 또는 병태를 치료하는 방법은 상기 대상체에게 하나 이상의 스위치 중간체를 투[0447]

여하는 단계를 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 CAR-ID 및 링커를 포함할 수 있되, 상기 링커는 반응성 작용기

를 포함한다. 스위치 중간체는 TID 및 링커를 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 TID 및 링커를 포함할 수 있되,

링커는 반응성 작용기를 포함한다. 스위치 중간체는 반응성 작용기를 포함하는 CAR-ID를 포함할 수 있다. 스위

치 중간체는 반응성 작용기를 포함하는 TID를 포함할 수 있다. CAR-ID를 포함하는 제1 스위치 중간체는 TID를

포함하는 제2 스위치 중간체와 조합될 수 있다. CAR-ID를 포함하는 제1 스위치 중간체 및 링커는 TID를 포함하

는 제2 스위치 중간체와 조합될 수 있다. CAR-ID를 포함하는 제1 스위치 중간체는 TID를 포함하는 제2 스위치

중간체 및 링커와 조합될 수 있다. CAR-ID를 포함하는 제1 스위치 중간체는 및 제1 링커는 TID를 포함하는 제2

스위치 중간체 및 제2 링커와 조합될 수 있다. 제1 스위치 중간체는 제1 반응성 작용기를 포함할 수 있다. 제2

스위치 중간체는 제2 반응성 작용기를 포함할 수 있다. 제1 스위치의 제1 반응성 작용기 및 제2 스위치의 제2

반응성 작용기는 각각 서로 상호작용할 수 있다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-ID는 FITC를 포함할

수 있다. CAR-ID는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. TID는 항체에 기반하거나 또는 유래된 폴리

펩타이드를 포함할 수 있다. 항체는 항-CD19 항체일 수 있다. 항체는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 아미

노산 서열을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될

수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다.

TID는 비천연 아미노산을 포함하는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다. TID는 2-

[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 엽산을 포함할

수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나

이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 사이클로옥틴. 상기 링커는 PEG-사

이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 트라이아졸을 포함할 수 있

다. 트라이아졸 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아졸일 수 있다.

상기 방법은 하나 이상의 CAR-EC 스위치를 투여하는 단계를 포함할 수 있다. 상기 방법은 약 1, 2, 3, 4, 5, 6,[0448]

7, 8, 9, 10, 12, 15, 20, 24, 30, 35, 48, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 96, 100, 120, 150, 200,

300, 384, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000개 이상의 CAR-EC 스위치를 투여하는 단계를 포함할 수 있다.

상기 방법은 2 이상의 CAR-EC  스위치를 투여하는 단계를 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC  스위치는 동일한

CAR-ID를 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는 동일한 TID를 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는

동일한 링커를 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는 하나 이상의 상이한 CAR-ID를 포함할 수 있다. 2 이

상의 CAR-EC 스위치는 하나 이상의 상이한 TID를 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는하나 이상의 상이한

링커를 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는 하나 이상의 동일한 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 2

이상의 CAR-EC 스위치는 하나 이상의 상이한 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는 하

나 이상의 유사한 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는 동일한 부위에서 하나 이상의

비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 예를 들어, 제1 CAR-EC 스위치의 제1 TID는 위치 309에서 비천연 아미노산

을 포함할 수 있고, 제2 CAR-EC 스위치의 제2 TID는 위치 309에서 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 2 이상의

CAR-EC 스위치는 상이한 부위에서 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 예를 들어, 제1 CAR-EC 스위

치의 제1 TID는 위치 110에서 비천연 아미노산을 포함할 수 있고, 제2 CAR-EC 스위치의 제2 TID는 위치 205에서

비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 2 이상의 CAR-EC 스위치는 연속적 부위에서 하나 이상의 비천연 아미노산을

포함할 수 있다. 예를 들어, 제1 CAR-EC 스위치의 제1 TID는 위치 202에서 비천연 아미노산을 포함할 수 있고,
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제2 CAR-EC 스위치의 제2 TID는 위치 203에서 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 비천연 아미노산은 TID 내에

있을 수 있다. 비천연 아미노산은 CAR-ID 내에 있을 수 있다.

본 명세서에서 치료가 필요한 대상체에서 질환 또는 병태를 치료하는 방법이 개시되며, 상기 방법은 본 명세서[0449]

에 개시된 키메라 항원 수용체 효과기 세포(CAR-EC) 스위치를 대상체에게 투여하는 단계를 포함하되, CAR-EC 스

위치는 CAR-EC 상에서 키메라 항원 수용체(CAR)에 결합하는 키메라 항원 수용체-결합 소분자(CAR-ID); 및 표적

상의 표면 분자에 결합하고 비천연 아미노산을 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함한다. CAR-ID는 및

TID는 비천연 아미노산을 통해 부위-특이적으로 연결될 수 있다. CAR-ID는 비제한적 예로서 FITC일 수 있다.

TID는 비제한적 예로서, 항-CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR 항체, 항-EGFRvIII 항체, 항-

Her2 항체, 항-CS1 항체, 항-BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33 항체로부터 선택될 수 있다.

TID는 항체 단편을 포함할 수 있다. CAR-EC는 스위치 링커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 CAR-ID를 TID

에 연결할 수 있다. 상기 링커는 TID 내에서 비천연 아미노산에 연결될 수 있다. 상기 링커는 옥심 결찰에 의해

TID에 부착될 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기

링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 사이클로옥틴. 상기 링

커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 트라이아졸을 포

함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 대안적으

로, 또는 추가적으로, 상기 방법은 키메라 항원 수용체 효과기 세포(CAR-EC)를 투여하는 단계를 추가로 포함할

수 있다. CAR-EC는 키메라 항원 수용체(CAR)를 발현시킬 수 있다. CAR은 서열번호 1 내지 4 중 임의의 하나의

뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. CAR은 항체에 기반하거나 또는 유래되니 외부 도메인을 포함할

수 있다. CAR의 외부 도메인은 항-FITC 항체에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. CAR의 외부 도메인은 항-FITC

scFv에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 스위치와 CAR-EC는 동시에 투여될 수 있다. 스위치와 CAR-EC는 순차적

으로 투여될 수 있다. 질환 또는 병태는 암일 수 있다. 암은 전립선암일 수 있다. 암은 유방암일 수 있다. 암은

백혈병일 수 있다.

본 명세서에서 치료가 필요한 대상체에서 질환 또는 병태를 치료하는 방법이 개시되며, 상기 방법은 대상체에게[0450]

키메라 항원 수용체 효과기 세포(CAR-EC) 스위치를 투여하는 단계를 포함하되, CAR-EC 스위치는 키메라 항원 수

용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하되, CAR-ID와 TID는 아마이드 결합에 의

해 연결되는 2 이상의 아미노산을 포함하지 않는다. CAR-ID는 소분자일 수 있다. CAR-ID는, 비제한적 예로서

FITC일 수 있다. TID는 소분자일 수 있다. TID는 엽산 또는 이들의 유도체일 수 있다. TID는 전립선 특이적 막

항원(PSMA)에 대해 적어도 50% 상동성인 표적 상의 표면 분자와 상호작용할 수 있다. TID는 2-[3-(1,3-다이카복

시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체일 수 있다. CAR-EC는 스위치 링커를 추가로 포함할 수 있

다. 상기 링커는 CAR-ID를 TID에 연결할 수 있다. 상기 링커는 TID 내에서 비천연 아미노산에 연결될 수 있다.

상기 링커는 옥심 결찰에 의해 TID에 부착될 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종

2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기

링커는 사이클로옥틴. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다.

상기 링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트

라이아졸일 수 있다. 대안적으로, 또는 추가적으로, 상기 방법은 키메라 항원 수용체 효과기 세포(CAR-EC)를 투

여하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. CAR-EC는 키메라 항원 수용체(CAR)를 발현시킬 수 있다. CAR은 서열번호

1 내지 4 중 임의의 하나의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. CAR은 항체에 기반하거나 또는 유래

되니 외부 도메인을 포함할 수 있다. CAR의 외부 도메인은 항-FITC 항체에 기반하거나 또는 유래될 수 있다.

CAR의 외부 도메인은 항-FITC scFv에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 스위치와 CAR-EC는 동시에 투여될 수 있

다. 스위치와 CAR-EC는 순차적으로 투여될 수 있다. 질환 또는 병태는 암일 수 있다.

본 명세서에 개시된 스위치 또는 스위치 중간체는 질환의 치료를 위한 의약의 제조에서 사용될 수 있다. 스위치[0451]

는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID) 및 표적화 상호작용 도메인(TID)을 포함할 수 있다. 스위치는

하나 이상의 링커를 추가로 포함할 수 있다. 스위치는 하나 이상의 추가적인 CAR-ID를 추가로 포함할 수 있다.

스위치는 하나 이상의 TID를 추가로 포함할 수 있다. CAR-ID는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다.

TID는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. CAR-ID 및 TID는 부위-특이적 방식으로 부착될 수 있다.

CAR-ID의 TID에 대한 부위-특이적 부착은 비천연 아미노산을 통해 일어날 수 있다. CAR-ID 및 TID는 부위-독립

적 방식으로 부착될 수 있다. 스위치 중간체는 CAR-ID 및 링커를 포함할 수 있다. 스위치 중간체는 CAR-ID 및

링커를 포함할 수 있되, 링커는 반응성 작용기를 포함한다. 스위치 중간체는 TID 및 링커를 포함할 수 있다. 스

위치 중간체는 TID 및 링커를 포함할 수 있되, 상기 링커는 반응성 작용기를 포함한다. 스위치 중간체는 반응성

작용기를 포함하는 CAR-ID를  포함할 수 있다.  스위치 중간체는 반응성 작용기를 포함하는 TID를  포함할 수
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있다. CAR-ID를 포함하는 제1 스위치 중간체는 TID를 포함하는 제2 스위치 중간체와 조합될 수 있다. CAR-ID 및

링커를 포함하는 제1 스위치 중간체는 TID를 포함하는 제2 스위치 중간체와 조합될 수 있다. CAR-ID를 포함하는

제1 스위치 중간체는 TID 및 링커를 포함하는 제2 스위치 중간체와 조합될 수 있다. CAR-ID 및 제1 링커를 포함

하는 제1 스위치 중간체는 TID 및 제2 링커를 포함하는 제2 스위치 중간체와 조합될 수 있다. 제1 스위치 중간

체는 제1 반응성 작용기를 포함할 수 있다. 제2 스위치 중간체는 제2 반응성 작용기를 포함할 수 있다. 제1 스

위치의 제1 반응성 작용기와 제2 스위치의 제2 반응성 작용기는 각각 서로 상호작용할 수 있다.

본 명세서에서 효과기 세포 상에서 키메라 항원 수용체(CAR)와 상호작용하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메[0452]

인(CAR-ID)을 포함하는 스위치; 및 비천연 아미노산을 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하는 스위치

의 사용이 개시되되, TID는 표적 상의 표면 분자와 상호작용하여 치료가 필요한 대상체에서 질환 또는 병태를

치료한다. CAR-ID 및 TID는 부착될 수 있다. CAR-ID 및 TID는 부위-특이적 방식으로 부착될 수 있다. CAR-ID의

TID에 대한 부위-특이적 부착은 CAR-ID를 TID 내의 비천연 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 스위치

는 링커를 추가로 포함할 수 있다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-ID는 FITC를 포함할 수 있다. CAR-

ID는 하나 이상의 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. TID는 항체에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포

함할 수 있다. 항체는 항-CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR 항체, 항-EGFRvIII 항체, 항-Her2

항체, 항-CS1 항체, 항-BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33 항체로 이루어진 군으로부터 선택될

수 있다. 항체는 항-CD19 항체일 수 있다. 항체는 항-EGFR 항체일 수 있다. 항체는 항-CD20 항체일 수 있다. 항

체는 항-HER2 항체일 수 있다. TID는 항체 단편을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의

아미노산 서열을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호

화될 수 있다. TID는 서열번호 18 내지 56 중 어느 하나에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수

있다. TID는 비천연 아미노산을 포함하는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다. TID

는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 엽산을

포함할 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는

하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 사이클로옥틴. 상기 링커는

PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 트라이아졸을 포함할

수 있다. 트라이아졸 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 질환은 암일 수

있다. 암은 전립선암일 수 있다. 암은 유방암일 수 있다. 암은 백혈병일 수 있다.

본 명세서에서 효과기 세포 상에서 키메라 항원 수용체(CAR)와 상호작용하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메[0453]

인(CAR-ID); 및 비천연 아미노산을 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하는 스위치의 용도가 개시되되,

TID는 질환의 치료를 위한 의약의 제조에서 표적 상의 표면 분자와 상호작용한다. CAR-ID 및 TID는 부착될 수

있다. CAR-ID 및 TID는 부위-특이적 방식으로 부착될 수 있다. CAR-ID의 TID에 대한 부위 특이적 부착은 CAR-ID

를 TID  내의 비천연 아미노산에 부착시키는 것을 포함할 수 있다. 스위치는 링커를 추가로 포함할 수 있다.

CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-ID는 FITC를 포함할 수 있다. CAR-ID는 하나 이상의 비천연 아미노산을

포함할 수 있다. TID는 항체에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 항체는 항-CD19 항체,

항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR 항체, 항-EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항체, 항-BCMA 항체, 항

-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33 항체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 항체는 항-CD19 항체일 수

있다. 항체는 항-EGFR 항체일 수 있다. 항체는 항-CD20 항체일 수 있다. 항체는 항-HER2 항체일 수 있다. TID는

항체 단편을 포함할 수 있다. 항체는 서열번호 10 내지 17 중 어느 하나의 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 항

체는 서열번호 5 내지 9 중 어느 하나의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. TID는 서열번호 18 내

지 56 중 어느 하나에 기반하거나 또는 유래된 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 비천연 아미노산을 포함

하는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다. TID는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레

이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 엽산을 포함할 수 있다. 상기 링커는 2작용성

링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜

(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 사이클로옥틴을 포함할 수 있다. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴

링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아

졸은 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. 질환은 암일 수 있다. 암은 전립

선암일 수 있다. 암은 유방암일 수 있다. 암은 백혈병일 수 있다.

추가로 본 명세서에서 (a) FITC를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID) 또는 이의 유도체; 및[0454]

(b) 대상체에서 질환 또는 병태의 치료를 위해 표적 상의 표면 분자와 상호작용하는 표적 상호작용 도메인(TI

D)을 포함하는 스위치의 용도가 개시된다. TID는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 폴리펩타이드는 항체 또는 항

체 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 항체는 항-CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR 항체,
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항-EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항체, 항-BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33 항체로

이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 항체는 항-CD19 항체일 수 있다. TID는 항체 단편을 포함할 수 있다. TID

는 비천연 아미노산을 포함하는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. CAR-ID는 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 TID

에 부위-특이적으로 부착될 수 있다. CAR-ID는 비천연 아미노산을 통해 TID에 부위-특이적으로 부착될 수 있다.

CAR-ID는 부위-독립적 방식으로 TID에 부착될 수 있다. 스위치는 링커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는

TID에 CAR-ID를 부착시킬 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수

있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 사이클로옥

틴. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 트라

이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아졸일 수 있

다. TID는 표적 상의 표면 분자와의 상호작용을 포함할 수 있다. 표면 분자는 CD19일 수 있다. CD19는 B-세포

상에 있을 수 있다. CD19는 혈장 세포 상에 있을 수 있다. CD19는 혈장 B-세포 상에 있을 수 있다. CD19는 형질

세포 상에 있을 수 있다. CD19는 효과기 B-세포 상에 있을 수 있다. 질환 또는 병태는 암일 수 있다. 암은 다발

성 골수종일 수 있다.

추가로 본 명세서에서 (a) FITC를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID) 또는 이의 유도체; 및[0455]

(b) 대상체에서 질환 또는 병태의 치료를 위해 표적 상의 표면 분자와 상호작용하는 표적 상호작용 도메인(TI

D)을 포함하는 스위치의 용도가 개시된다. TID는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 폴리펩타이드는 항체 또는 항

체 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 항체는 항-CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR 항체,

항-EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항체, 항-BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33 항체로

이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 항체는 항-HER2 항체일 수 있다. TID는 항체 단편을 포함할 수 있다. TID

는 비천연 아미노산을 포함하는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. CAR-ID는 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 TID

에 부위-특이적으로 부착될 수 있다. CAR-ID는 비천연 아미노산을 통해 TID에 부위-특이적으로 부착될 수 있다.

CAR-ID는 부위-독립적 방식으로 TID에 부착될 수 있다. 스위치는 링커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는

TID에 CAR-ID를 부착시킬 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수

있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 사이클로옥

틴. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 트라

이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아졸일 수 있

다. TID는 표적 상의 표면 분자와의 상호작용을 포함할 수 있다. 표면 분자는 Her2일 수 있다. Her2는 암세포

상에 있을 수 있다. Her2는 유방암세포 상에 있을 수 있다. Her2는 유방 조직으로부터 유래된 세포 상에 있을

수 있다. 표적은 Her2를 발현시키는 세포일 수 있다. 표적은 Her2를 과발현시키는 세포일 수 있다. 질환 또는

병태는 암일 수 있다r. 암은 유방암일 수 있다.

추가로 본 명세서에서 (a) FITC를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID) 또는 이의 유도체; 및[0456]

(b) 대상체에서 질환 또는 병태의 치료를 위해 표적 상의 표면 분자와 상호작용하는 표적 상호작용 도메인(TI

D)을 포함하는 스위치의 용도가 개시된다. TID는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 폴리펩타이드는 항체 또는 항

체 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 항체는 항-CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR 항체,

항-EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항체, 항-BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33 항체로

이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 항체는 항-CS1 항체일 수 있다. TID는 항체 단편을 포함할 수 있다. TID

는 비천연 아미노산을 포함하는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. CAR-ID는 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 TID

에 부위-특이적으로 부착될 수 있다. CAR-ID는 비천연 아미노산을 통해 TID에 부위-특이적으로 부착될 수 있다.

CAR-ID는 부위-독립적 방식으로 TID에 부착될 수 있다. 스위치는 링커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는

TID에 CAR-ID를 부착시킬 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수

있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 사이클로옥

틴. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 트라

이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아졸일 수 있

다. TID는 표적 상의 표면 분자와의 상호작용을 포함할 수 있다. 표면 분자는 CS1일 수 있다. CS1은 B-세포 상

에 있을 수 있다. CS1은 혈장 세포 상에 있을 수 있다. CS1은 혈장 B-세포 상에 있을 수 있다. CS1은 형질세포

일 수 있다. CS1은 효과기 B-세포 상에 있을 수 있다. 질환 또는 병태는 암일 수 있다. 암은 다발성 골수종일

수 있다.

추가로 본 명세서에서 (a) FITC를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID) 또는 이의 유도체; 및[0457]

(b)  대상체에서 질환 또는 병태의 치료를 위해 표적 상에서 표면 분자와 상호작용하는 표적 상호작용 도메인

(TID)을 포함하는 스위치의 용도가 개시된다. TID는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 폴리펩타이드는 항체 또는
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항체 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 항체는 항-CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR 항

체, 항-EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항체, 항-BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33 항

체로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 항체는 항-BCMA  항체일 수 있다. TID는 항체 단편을 포함할 수

있다. TID는 비천연 아미노산을 포함하는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. CAR-ID는 TID에 부착될 수 있다.

CAR-ID는 TID에 부위-특이적으로 부착될 수 있다. CAR-ID는 비천연 아미노산을 통해 TID에 부위-특이적으로 부

착될 수 있다. CAR-ID는 부위-독립적 방식으로 TID에 부착될 수 있다. 스위치는 링커를 추가로 포함할 수 있다.

상기 링커는 TID에 CAR-ID를 부착시킬 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용

성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커

는 사이클로옥틴. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다. 상

기 링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라

이아졸일 수 있다. TID는 표적 상의 표면 분자와의 상호작용을 포함할 수 있다. 표면 분자는 BCMA일 수 있다.

BCMA는 B-세포 상에 있을 수 있다. BCMA는 혈장 세포 상에 있을 수 있다. BCMA는 혈장 B-세포 상에 있을 수 있

다. BCMA는 형질세포 상에 있을 수 있다. BCMA는 효과기 B-세포 상에 있을 수 있다. 질환 또는 병태는 암일 수

있다. 암은 다발성 골수종일 수 있다.

추가로 본 명세서에서 (a) FITC를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID) 또는 이의 유도체; 및[0458]

(b) 대상체에서 질환 또는 병태의 치료를 위한 표적 상의 표면 분자와 상호작용하는 표적 상호작용 도메인(TI

D)을 포함하는 스위치의 용도가 개시된다. TID는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. 폴리펩타이드는 항체 또는 항

체 단편에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 항체는 항-CD19 항체, 항-CD22 항체, 항-CD20 항체, 항-EGFR 항체,

항-EGFRvIII 항체, 항-Her2 항체, 항-CS1 항체, 항-BCMA 항체, 항-CEA 항체, 항-CLL-1 항체 및 항-CD33 항체로

이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 항체는 항-EGFRvIII 항체일 수 있다. TID는 항체 단편을 포함할 수 있다.

TID는 비천연 아미노산을 포함하는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다. CAR-ID는 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는

TID에 부위-특이적으로 부착될 수 있다. CAR-ID는 비천연 아미노산을 통해 TID에 부위-특이적으로 부착될 수 있

다. CAR-ID는 부위-독립적 방식으로 TID에 부착될 수 있다. 스위치는 링커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커

는 TID에 CAR-ID를 부착시킬 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일

수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 사이클

로옥틴. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는

트라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아졸일 수

있다. TID는 표적 상의 표면 분자와의 상호작용을 포함할 수 있다. 표면 분자는 수용체일 수 있다. 수용체는 성

장 인자 수용체일 수 있다. 성장인자 수용체는 EGFR일 수 있다. EGFR은 EGFRvIII일 수 있다. 표면 분자는 신경

교종으로부터의 세포 상에 있을 수 있다. 표면 분자는 교아종으로부터의 세포 상에 있을 수 있다. 표면 분자는

신경교 세포 상에 있을 수 있다. 표면 분자는 상의 세포, 성상교세포 또는 희소돌기아교세포 상에 있을 수

있다. 질환 또는 병태는 암일 수 있다. 암은 뇌종양일 수 있다. 암은 신경교종일 수 있다. 암은 교모세포종일

수 있다.

본 명세서에서 (a) 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하[0459]

는 스위치의 용도가 개시되되, 상기 CAR-ID 및 TID는 치료가 필요한 대상체에서 질환 또는 병태를 치료하기 위

해 아마이드 결합에 의해 연결된 2 이상의 아미노산을 포함하지 않는다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다.

CAR-ID는  FITC를  포함할  수  있다.  TID는  소분자를  포함할  수  있다.  TID는

2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 엽산을 포함

할 수 있다. 스위치는 링커를 추가로 포함할 수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종

2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기

링커는 사이클로옥틴. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다.

상기 링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라

이아졸일 수 있다. CAR-ID는 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 부위-특이적 방식으로 TID에 부착될 수 있다.

CAR-ID는 TID 상의 사전결정 부위에 부착될 수 있다. CAR-ID는 TID에 대해 FITC의 아이소티오사이아네이트의 컨

쥬게이션에 의해 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 에스터 결합에 의해 TID에 부착될 수 있다. 링커는 TID에

CAR-ID를 부착시킬 수 있다. 상기 링커는 클릭 화학 반응에 의해 CAR-ID를 TID에 부착시킬 수 있다. 상기 링커

는 CAR-ID에 부착될 수 있다. 상기 링커는 CAR-ID에 화학적으로 부착될 수 있다. 상기 링커는 옥심 결찰에 의해

CAR-ID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 링커에 대한 FITC의 아이소티오사이아네이트의 컨쥬게이션에 의해 링커에

부착될 수 있다. CAR-ID는 에스터 결합에 의해 링커에 부착될 수 있다. 링커는 TID에 부착될 수 있다. 상기 링

커는 ID에 화학적으로 부착될 수 있다. 상기 링커는 옥심 결찰에 의해 TID에 부착될 수 있다. 질환 또는 병태는
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암일 수 있다. 암은 전립선암일 수 있다. 암은 난소암일 수 있다.

본 명세서에서 (a) 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하[0460]

는 소분자 CAR-EC 스위치의 용도가 개시되되, CAR-ID 및 TID는 질환의 치료를 위한 의약의 제조에서 아마이드

결합에 의해 연결되는 2  이상의 아미노산을 포함하지 않는다. CAR-ID는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-ID는

FITC를 포함할 수 있다. TID는 소분자를 포함할 수 있다. TID는 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다

이온산 또는 이들의 유도체를 포함할 수 있다. TID는 엽산을 포함할 수 있다. 스위치는 링커를 추가로 포함할

수 있다. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나

이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 사이클로옥틴. 상기 링커는 PEG-사

이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 트라이아졸을 포함할 수 있

다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아졸일 수 있다. CAR-ID는 TID에 부

착될 수 있다. CAR-ID는 부위-특이적 방식으로 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 TID 상의 사전결정 부위에 부착

될 수 있다. CAR-ID는 TID에 대한 FITC의 아이소티오사이아네이트의 컨쥬게이션에 의해 TID에 부착될 수 있다.

CAR-ID는 에스터 결합에 의해 TID에 부착될 수 있다. 상기 링커는 TID에 CAR-ID를 부착시킬 수 있다. 상기 링커

는 클릭 화학 반응에 의해 CAR-ID를 TID에 부착시킬 수 있다. 상기 링커는 CAR-ID에 부착될 수 있다. 상기 링커

는 CAR-ID에 대해 화학적으로 부착될 수 있다. 상기 링커는 옥심 결찰에 의해 CAR-ID에 부착될 수 있다. CAR-ID

는 링커에 대한 FITC의 아이소티오사이아네이트의 컨쥬게이션에 의해 링커에 부착될 수 있다. CAR-ID는 에스터

결합에 의해 링커에 부착될 수 있다. 상기 링커는 TID에 부착될 수 있다. 상기 링커는 TID에 화학적으로 부착될

수 있다. 상기 링커는 옥심 결찰에 의해 TID에 부착될 수 있다. 질환 또는 병태는 암일 수 있다. 암은 전립선암

일 수 있다. 암은 난소암일 수 있다.

본 명세서에서 (a) FITC를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 질환 또는 병태를 치[0461]

료하기 위해 2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 또는 이들의 유도체를 포함하는 표적 상호작

용 도메인(TID)을 포함하는 스위치의 용도가 추가로 개시된다. 질환 또는 병태는 암일 수 있다. 암은 전립선암

일 수 있다. 스위치는 링커를 추가로 포함할 수 있다. 링커. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는

이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다.

상기 링커는 사이클로옥틴. 상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수

있다.  상기  링커는 트라이아졸을 포함할 수 있다.  트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸일 수 있다.  트라이아졸은

1,2,4-트라이아졸일 수 있다. CAR-ID는 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 부위-특이적 방식으로 TID에 부착될 수

있다. CAR-ID는 TID 상의 사전결정 부위에 부착될 수 있다. CAR-ID는 TID에 대한 FITC의 아이소티오사이아네이

트의 컨쥬게이션에 의해 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 에스터 결합에 의해 TID에 부착될 수 있다. 상기 링커

는 TID에 CAR-ID를 부착시킬 수 있다. 상기 링커는 클릭 화학 반응에 의해 TID에 CAR-ID를 부착시킬 수 있다.

상기 링커는 CAR-ID에 부착될 수 있다. 상기 링커는 CAR-ID에 대해 화학적으로 부착될 수 있다. 상기 링커는 옥

심 결찰에 의해 CAR-ID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 링커에 대해 FITC의 아이소티오사이아네이트의 컨쥬게이션

에 의해 링커에 부착될 수 있다. CAR-ID는 에스터 결합에 의해 링커에 부착될 수 있다. 상기 링커는 TID에 부착

될 수 있다. 상기 링커는 TID에 화학적으로 부착될 수 있다. 상기 링커는 옥심 결찰에 의해 TID에 부착될 수 있

다.

본 명세서에서 (a) FITC를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID); 및 (b) 질환 또는 병태를 치[0462]

료하기 위해 엽산 또는 이들의 유도체를 포함하는 표적 상호작용 도메인(TID)을 포함하는 스위치의 용도가 개시

된다. 링커. 상기 링커는 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 이종 2작용성 링커일 수 있다. 상기 링커는 하

나 이상의 폴리에틸렌 글라이콜(PEG) 서브유닛을 포함할 수 있다. 상기 링커는 사이클로옥틴을 포함할 수 있다.

상기 링커는 PEG-사이클로옥틴 링커일 수 있다. 상기 링커는 아자이드를 포함할 수 있다. 상기 링커는 트라이아

졸을 포함할 수 있다. 트라이아졸은 1,2,3-트라이아졸일 수 있다. 트라이아졸은 1,2,4-트라이아졸일 수 있다.

CAR-ID는 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 부위-특이적 방식으로 TID에 부착될 수 있다. CAR-ID는 TID 상의 사

전결정 부위에 부착될 수 있다. CAR-ID는 TID에 대한 FITC의 아이소티오사이아네이트의 컨쥬게이션에 의해 TID

에 부착될 수 있다. CAR-ID는 에스터 결합에 의해 TID에 부착될 수 있다. 상기 링커는 TID에 CAR-ID를 부착시킬

수 있다. 상기 링커는 클릭 화학 반응에 의해 TID에 CAR-ID를 부착시킬 수 있다. 상기 링커는 CAR-ID에 부착될

수 있다. 상기 링커는 CAR-ID에 대해 화학적으로 부착될 수 있다. 상기 링커는 옥심 결찰에 의해 CAR-ID에 부착

될  수  있다.  CAR-ID는  링커에  대해  FITC의  아이소티오사이아네이트의  컨쥬게이션에 의해 링커에 부착될 수

있다. CAR-ID는 에스터 결합에 의해 링커에 부착될 수 있다. 상기 링커는 TID에 부착될 수 있다. 상기 링커는

TID에 화학적으로 부착될 수 있다. 상기 링커는 옥심 결찰에 의해 TID에 부착될 수 있다. 질환 또는 병태는 암
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일 수 있다. 암은 난소암일 수 있다.

본 명세서에 개시된 방법은 하나 이상의 효과기 세포를 투여하는 단계를 포함할 수 있다. 하나 이상의 효과기[0463]

세포는 본 명세서에 개시된 키메라 항원 수용체 효과기 세포(CAR-EC) 중 임의의 하나를 포함할 수 있다. 하나

이상의 효과기 세포는 키메라 항원 수용체(CAR)를 암호화하는 폴리뉴클레오타이드를 포함할 수 있다. CAR은 서

열번호 1 내지 4 중 임의의 하나의 뉴클레오타이드 서열에 의해 암호화될 수 있다. CAR은 항체에 기반하거나 또

는 유래되니 외부 도메인을 포함할 수 있다. CAR의 외부 도메인은 항-FITC 항체에 기반하거나 또는 유래될 수

있다. CAR의 외부 도메인은 항-FITC scFv에 기반하거나 또는 유래될 수 있다. 스위치 및 CAR-EC는 동시에 투여

될 수 있다. 스위치 및 CAR-EC는 순차적으로 투여될 수 있다. 상기 방법은 제1 효과기 세포 및 제2 효과기 세포

를 투여하는 단계를 포함할 수 있다. 제1 효과기 세포와 제2 효과기 세포는 상이할 수 있다. 제1 효과기 세포와

제2 효과기 세포는 동일할 수 있다. 제1 효과기 세포와 제2 효과기 세포는 동일한 세포 유형일 수 있다. 제1 효

과기 세포와 제2 효과기 세포는 동일한 세포 계통을 가질 수 있다. 제1 효과기 세포는 제1 CAR-EC 스위치의 제1

CAR-ID에 결합하는 제1 세포밖 도메인을 갖는 CAR을 포함할 수 있고, 제2 효과기 세포는 제2 CAR-EC 스위치의

제2 CAR-ID에 결합하는 제2 세포밖 도메인을 갖는 CAR을 포함할 수 있다. 제1 CAR-ID와 제2 CAR-ID 상이할 수

있다.  제1  CAR-ID와 제2  CAR-ID는 동일할 수 있다. 제1  CAR-IEC  스위치와 제2  CAR-EC  스위치는 상이할 수

있다. 제1 CAR-EC 스위치와 제2 CAR-EC 스위치는 상이한 TID를 포함할 수 있다. 제1 CAR-EC 스위치와 제2 CAR-

EC 스위치는 동일할 수 있다. 제1 CAR-EC 스위치와 제2 CAR-EC 스위치는 동일한 TID를 포함할 수 있다.

CAR-EC 스위치는 그것이 표적 세포의 근위에서 효과기 세포를 가져오기 때문에 치료 효과를 가질 수 있다. CAR-[0464]

EC 스위치의 의도된 적응증에 대한 치료 효과는 표적 세포에 대해 효과기 세포를 동원하는 CAR-EC 스위치에 기

인할 수 있다. CAR-EC 스위치의 의도된 적응증에 대한 치료 효과는 표적 세포에 대해 효과기 세포를 동원하는

CAR-EC 스위치에 전적으로 기인할 수 있다. CAR-EC 스위치의 의도된 적응증에 대한 치료 효과는 대부분 표적 세

포에 대해 효과기 세포를 동원하는 CAR-EC 스위치에 기인할 수 있다.

의도된 적응증의 치료 효과는 표적 세포에 대해 단백질, 펩타이드 또는 생체분자를 동원하는 CAR-EC 스위치에[0465]

기인할 수 있다. 의도된 적응증의 치료 효과는 표적 세포에 대해 단백질, 펩타이드 또는 생체분자를 동원하는

CAR-EC 스위치에 전적으로 기인할 수 있다. 의도된 적응증에 대한 치료 효과는 표적 세포에 대해 단백질, 펩타

이드 또는 생체분자를 동원하는 CAR-EC 스위치에 적어도 부분적으로 기인할 수 있다.

CAR-EC 스위치를 투여하는 단계는 효과기 세포를 추가로 투여하는 일 없이 임의의 치료적 효과를 가질 수 있다.[0466]

CAR-EC 스위치는 효과기 세포를 추가로 투여하는 일 없이 상당한, 바람직한 및/또는 의도된 치료적 효과를 갖지

않을 수도 있다. CAR-EC 스위치는 효과기 세포를 추가로 투여하는 일 없이 CAR-EC 플랫폼의 의도된 적응증에 대

한 임의의 치료적 효과를 갖지 않을 수도 있다. CAR-EC 스위치(예를 들어 TID)의 일부 또는 구성성분은 CAR-EC

스위치(예를 들어 CAR-ID)의 제2 부분 또는 구성성분에 컨쥬게이트되는 일 없이 CAR-EC 스위치의 의도된 적응증

에 대해 치료 효과를 갖지 않을 수도 있다. 치료 효과를 제공하기 위해 CAR-EC 플랫폼의 부분으로서 투여될 때

CAR-EC 스위치(예를 들어 CAR-ID, TID)의 일부 또는 구성성분의 용량은 CAR-EC 스위치의 일부 또는 구성성분이

해당 용량에서 단독으로 투여될 때 치료효과를 갖지 않을 수도 있다. CAR-EC 스위치의 일부 또는 구성성분은 표

적 세포에 대해 효과기 세포를 동원하는 것 이외에 임의의 치료 효과를 갖는 것으로 의도되지 않을 수도 있다.

CAR-EC 스위치의 일부 또는 구성성분은 표적 세포에 대해 치료 효과를 가질 수 있되, 치료 효과는 효과기 세포,

단백질, 펩타이드 또는 생체분자를 표적 세포에 동원하는 CAR-EC 스위치의 치료 효과에 대해 무시할 수 있다.

CAR-EC 스위치의 일부 또는 구성성분은 표적 세포에 대해 치료 효과를 가질 수 있되, 치료 효과는 표적 세포에

대해 효과기 세포를 동원 하는 치료 효과보다 적다. 표적 세포에 대한 CAR-EC 스위치의 일부 또는 구성성분의

결합은 표적 세포로부터의 의도하지 않은 반응을 유도할 수 있다. 표적 세포에 대한 CAR-EC 스위치의 일부 또는

구성성분의 결합은 효과기 세포, 단백질, 펩타이드 또는 생체분자를 표적 세포에 동원하는 것의 치료 효과에 추

가로 의도하지 않은 치료 효과를 유도할 수 있다.

본 명세서에서 대상체에서 질환 또는 병태를 치료하기 위한 플랫폼, 키트 및 방법이 개시된다. 대상체는 질환[0467]

또는 병태로 고통받을 수 있다. 대상체는 하나 이상의 질환 또는 병태로 고통받을 수 있다. 대상체는 만성 림프

성 백혈병으로 고통받을 수 있다. 대상체는 급성 림프구성 백혈병으로 고통받을 수 있다. 대상체는 동물일 수

있다.  대상체는  포유류일  수  있다.  포유류는  인간,  침팬지,  고릴라,  원숭이,  소,  말,  당나귀,  노새,  개,

고양이, 돼지, 토끼, 염소, 양, 래트, 햄스터, 기닉픽 또는 마우스일 수 있다. 대상체는 새 또는 닭일 수 있다.

대상체는 인간일 수 있다. 대상체는 성인일 수 있다. 대상체는 소아일 수 있다. 소아는 급성 림프구성 백혈병으

로 고통받고 있을 수 있다. 대상체는 6개월령 미만일 수 있다. 대상체는 적어도 약 1세, 약 2세, 약 3세, 약 4

세, 약 5세, 약 6세, 약 7세, 약 8세, 약 9세, 약 10세, 약 11세, 약 12세, 약 13세, 약 14세, 또는 약 15세일
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수 있다. 대상체는 적어도 약 16세, 약 17세, 또는 약 18세일 수 있다. 대상체는 적어도 약 19세, 약 20세, 또

는 약 25세일 수 있다. 상기 대상체는 적어도 약 30세, 약 35세, 약 40세, 약 45세, 약 50세, 약 55세일 수 있

다. 상기 대상체는 적어도 약 60세, 약 65세, 약 70세, 약 75세, 약 80세, 또는 약 85세일 수 있다. 상기 대상

체는 약 90세, 약 95세, 약 100세 또는 약 105세일 수 있다. 상기 대상체는 65세 초과일 수 있다. 상기 대상체

는 30세 미만일 수 있다.

본 명세서에 개시된 스위치 및 스위치 중간체는 치료가 필요한 대상체에서 하나 이상의 질환 또는 병태를 치료[0468]

하기 위해 사용될 수 있다. 질환 또는 병태는 암, 병원균 감염, 자가면역 질환, 염증성 질환 또는 유전자 장애

일 수 있다.

일부 예에서, 하나 이상의 질환은 암을 포함한다. 암은 재발 및/또는 난치성 암을 포함할 수 있다. 암은 급성암[0469]

일 수 있다. 암은 만성암일 수 있다. 암은 재발성 암일 수 있다. 암은 가속화된 난치성 암일 수 있다. 암은 관

해에 있을 수 있다. 암은 I기, II기, III기 또는 IV기 암일 수 있다. 암은 청소년 암일 수 있다. 암은 성인 암

일 수 있다. 암의 예는 육종, 암종, 림프종 또는 백혈병을 포함하지만, 이들로 제한되지 않는다. 질환 또는 병

태는 세포 증식성 장애일 수 있다. 세포 증식성 장애는 고형 종양, 림프종, 백혈병 및 지방육종으로부터 선택될

수 있다. 암은 골수성 백혈병, 림프모구성 백혈병, 골수성 백혈병, 급성 골수성 백혈병, 단핵구성 백혈병, 호중

구성 백혈병, 골수형성이상 증후군, B-세포 림프종, 버킷 림프종, 거대 세포 림프종, 혼합 세포 림프종, 여포성

림프종, 맨틀 세포 림프종, 호지킨 림프종, 재발성 소림프구성 림프종, 모발세포 백혈병, 다발성 골수종, 호염

구성 백혈병, 호산구성 백혈병, 거핵아구성 백혈병, 단모구 백혈병, 단구 백혈병, 적백혈병, 적혈구 백혈병 및

간세포 암종으로부터 선택될 수 있다. 암은 혈액학적 악성종양을 포함할 수 있다. 혈액학적 악성종양은 B 세포

악성종양을 포함할 수 있다. 암은 만성 림프성 백혈병을 포함할 수 있다. 암은 급성 림프구성 백혈병을 포함할

수 있다. 암은 CD19-양성 버킷 림프종을 포함할 수 있다.

암은 신경내분비 암을 포함할 수 있다. 암은 췌장암을 포함할 수 있다. 암은 외분비 췌장암을 포함할 수 있다.[0470]

암은 갑상선암을 포함할 수 있다. 갑상선암은 갑상선수질암을 포함할 수 있다.

암은 전립선암을 포함할 수 있다. 전립선암은 PSMA-양성 전립선암일 수 있다. PSMA 발현은 고도로 상향조절될[0471]

수 있고, 전립선암의 일부 또는 모든 단계에서의 암세포로 제한될 수 있다. 암은 호르몬-난치 전립선암일 수 있

다.

암은 상피암을 포함할 수 있다. 암은 유방암을 포함할 수 있다. 암은 자궁내막암을 포함할 수 있다. 암은 난소[0472]

암을 포함할 수 있다. 난소암은 기질 난소암을 포함할 수 있다. 암은 자궁경부암을 포함할 수 있다.

암은 피부암을 포함할 수 있다. 피부암은 신생혈관형성 피부암을 포함할 수 있다. 피부암은 흑색종을 포함할 수[0473]

있다.

암은 신장암을 포함할 수 있다.[0474]

암은 폐암을 포함할 수 있다. 폐암은 소세포 폐암을 포함할 수 있다. 폐암은 비소세포 폐암을 포함할 수 있다.[0475]

암은 결장직장암을 포함할 수 있다. 암은 위암을 포함할 수 있다. 암은 결장암을 포함할 수 있다.[0476]

암은 뇌암을 포함할 수 있다. 뇌암은 뇌종양을 포함할 수 있다. 암은 교모세포종을 포함할 수 있다. 암은 성상[0477]

세포종을 포함할 수 있다.

암은 혈액암을 포함할 수 있다. 혈액암은 백혈병을 포함할 수 있다. 백혈병은 골수성 백혈병을 포함할 수 있다.[0478]

암은 림프종을 포함할 수 있다. 림프종은 비호지킨 림프종을 포함할 수 있다.

암은 육종을 포함할 수 있다. 일반적으로, 육종은 뼈, 연골, 지방, 근육, 혈관 또는 다른 연결 또는 지지 조직[0479]

의 암이다. 육종은 뼈암, 섬유육종, 연골육종, 유잉 육종, 악성 혈관내피종, 악성 신경초종, 양측성 전정 슈반

종, 골육종, 연조직 육종 (예를 들어 폐포성 연부육종, 혈관육종, 엽상낭상육종, 피부섬유육종, 데스모이드 종

양, 상피모약 육종, 골격외 골육종, 섬유육종, 혈관주위세포종, 혈관육종, 카포씨 육종, 평활근육종, 지방육종,

림프혈관육종, 림프육종, 악성 섬유성 조직구종, 신경섬유육종, 횡문근육종, 및 활막육종)을 포함하지만, 이들

로 제한되지 않는다. 육종은 유잉 육종을 포함할 수 있다.

암은 암종일 수 있다. 일반적으로, 암종은 신체 표면을 뒤덮고, 호르몬을 생성하며, 샘을 구성하는 세포인 상피[0480]

세포에서 시작하는 암이다. 비제한적 예로서, 암종은 유방암, 췌장암, 폐암, 결장암, 직장결장암, 직장암, 신장

암, 방광암, 위암, 전립선암, 간암, 난소암, 뇌암, 질암, 외음부암, 방광암, 구강암, 음경암, 고환암, 식도암,
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피부암, 나팔관암, 두경부암, 위장관간질종양, 선암종, 피부 또는 안구내 흑색종, 항문부암, 소장암, 내분비계

암, 갑상선암, 부갑상선암, 부신암, 요도암, 신우암, 자궁암, 자궁내막암, 자궁경부암, 뇌하수체암, 중추신경계

의 신생물(CNS), 1차 CNS 림프종, 뇌 줄기 신경교종, 및 척수종양을 포함한다. 일부 예에서, 암은 피부암, 예컨

대 기저세포 암종, 편평, 흑색종, 비흑색종 또는 화학선 (태양광) 각화증이다.

일부 예에서, 암은 폐암이다. 폐암은 기관에서 갈라지는 기도에서 시작하여 폐(기관지) 또는 폐의 작은 공기 주[0481]

머니(폐포)로 공급될 수 있다. 폐암은 비소세포 폐 암종(NSCLC), 소세포 폐 암종, 및 중피종을 포함한다. NSCLC

의 예는 편평세포 암종, 선암종 및 거대 세포 암종을 포함한다. 중피종은 폐 및 흉강(늑막)의 내벽 또는 복부

(복막)의 내벽의 암성 종양일 수 있다. 중피종은 석면 노출에 기인할 수 있다. 암은 뇌암, 예컨대 교모세포종일

수 있다.

대안적으로, 암은 중추신경계(CNS) 종양일 수 있다. CNS 종양은 신경교종 또는 비신경교종으로서 분류될 수 있[0482]

다. 신경교종은 악성 신경교종, 고등급 신경교종, 미만성 내재 뇌교교종 신경교종일 수 있다. 신경교종의 예는

성상세포종, 희소돌기신경교종(또는 희소돌기신경교종 및 성상세포종 구성요소의 혼합물), 및 뇌실막세포종을

포함한다. 성상세포종은 저등급 성상세포종, 악성 성상세포종, 교모세포종 다형홍반, 모양세포성 성상세포종,

다형성 황색성상세포종, 및 뇌실막 및 거대 세포 성상세포종을 포함하지만, 이들로 제한되지 않는다. 희소돌기

신경교종은 저등급 희소돌기신경교종(또는 올리고성상세포종) 및 악성 희소돌기아교신경교종을 포함한다. 비신

경교종은 수모세포종, 뇌하수체 종양, 원발성 CNS 림프종, 및 수아세포종을 포함한다. 일부 예에서, 암은 수막

종이다.

백혈병은 급성 림프성 백혈병, 급성 골수성 백혈병, 만성 림프성 백혈병, 또는 만성 골수성 백혈병일 수 있다.[0483]

백혈병은 추가적인 유형은 모발세포 백혈병, 만성 단핵구성 백혈병, 및 청소년 단핵구성 백혈병을 포함한다.

림프종은 림프구의 암이며, B 또는 T 림프구로부터 생길 수 있다. 림프종의 두 가지 주된 유형은 호지킨병으로[0484]

서 이미 알려진 호지킨 림프종, 및 비-호지킨 림프종이다. 호지킨 림프종은 리드스텐버그 세포의 존재에 의해

표시된다. 비-호지킨 림프종은 호지킨 림프종이 아닌 모든 림프종이다. 비-호지킨 림프종은 나태한 림프종 및

공격적 림프종일 수 있다. 비-호지킨 림프종은 미만성 거대 B 세포 림프종, 여포성 림프종, 점막 연관 림프 조

직 림프종(MALT), 소세포 림프구 림프종, 맨틀 세포 림프종, 버킷 림프종, 종격동 거대 B 세포 림프종, 발덴스

트롬 마크로글로불린혈증, 림프절 변연부 B 세포 림프종(NMZL), 비장 변연부 림프종(SMZL), 림프절밖 변연부 B

세포 림프종, 혈관내 거대 B 세포 림프종, 원발성 삼출성 림프종, 및 육아종성림프종증을 포함하지만, 이들로

제한되지 않는다.

암은 고형 종양을 포함할 수 있다. 암은 육종일 수 있다. 암은 방광암, 유방암, 결장암, 직장암, 자궁내막암,[0485]

신장암, 폐암, 흑색종, 골수종, 갑상선암, 췌장암, 신경교종, 뇌의 악성 신경교종, 교모세포종, 난소암, 전립선

암 및 PSMA-양성 전립선암으로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 암은 비-균일 항원 발현을 가질 수 있다.

암은 조절된 항원 발현을 가질 수 있다. 항원은 표면 항원일 수 있다. 암은 골수종을 포함하지 않을 수 있다.

암은 흑색종을 포함하지 않을 수 있다. 암은 결장암을 포함하지 않을 수 있다. 암은 급성 림프구성 백혈병(AL

L)일 수 있다. 암은 재발 ALL일 수 있다. 암은 난치 ALL일 수 있다. 암은 재발, 난치 ALL일 수 있다. 암은 만성

림프성 백혈병(CLL)일 수 있다. 암은 재발 CLL일 수 있다. 암은 난치 CLL일 수 있다. 암은 재발, 난치 CLL일 수

있다.

암은 유방암을 포함할 수 있다. 유방암은 삼중 양성유방암(에스트로겐 수용체, 프로게스테론 수용체 및 Her2 양[0486]

성)일 수 있다. 유방암은 삼중 음성 유방암(에스트로겐 수용체, 프로게스테론 수용체 및 Her2 음성)일 수 있다.

유방암은 에스트로겐 수용체 양성일 수 있다. 유방암은 에스트로겐 수용체 음성일 수 있다. 유방암은 프로게스

테론 수용체 양성일 수 있다. 유방암은 프로게스테론 수용체 음성일 수 있다. 유방암은 Her2 음성 유방암을 포

함할 수 있다. 유방암은 저발현 Her2 유방암을 포함할 수 있다. 유방암은 Her2 양성 유방암을 포함할 수 있다.

Her2를 발현시키는 세포주는 항원 밀도에 대해 잘 특성규명되었고, 0(<20,000  Her2  항원/세포), 1+(100,000

Her2 항원/세포), 2+(500,000 Her2 항원/세포) 및 3+ (>2,000,000 Her2 항원/세포)로서 악성종양으로 분류되는

임상 면역조직화학 특징을 반영한다.  본 발명은 이들 분류의 유방암을 치료하는 방법을 제공한다. 유방암은

Her2 0으로서 분류되는 유방암을 포함할 수 있다. 유방암은 Her2 1+로서 분류되는 유방암을 포함할 수 있다. 유

방암은 Her2 2+로서 분류되는 유방암을 포함할 수 있다. 유방암은 Her2 3+으로서 분류되는 유방암을 포함할 수

있다.

질환 또는 병태는 병원성 감염일 수 있다. 병원성 감염은 하나 이상의 병원균에 의해 야기될 수 있다. 일부 예[0487]

에서, 병원균은 박테리아, 진균, 바이러스 또는 원생동물이다.
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예시적인  병원균은  보르데텔라(Bordetella),  보렐리아(Borrelia),  브루셀라(Brucella),  캄필로박터[0488]

(Campylobacter),  클라미디아(Chlamydia),  클라미도필라(Chlamydophila),  클로스트리듐(Clostridium),  코리네

박테륨(Corynebacterium),  엔테로코커스(Enterococcus),  에스케리키아(Escherichia),  프란시셀라

(Francisella),  헤모필루스(Haemophilus),  헬리코박터(Helicobacter),  레지오넬라(Legionella),  렙토스피라

(Leptospira), 리스테리아(Listeria), 마이코박테륨(Mycobacterium), 마이코플라스마(Mycoplasma), 네이세리아

(Neisseria),  슈도모나스(Pseudomonas), 리케챠(Rickettsia), 살모넬라(Salmonella), 쉬겔라(Shigella), 스타

필로코커스(Staphylococcus), 스트렙토코커스(Streptococcus), 트레포네마(Treponema), 비브리오(Vibrio) 또는

예르시니아(Yersinia)를 포함하지만, 이들로 제한되지 않는다. 일부 경우에, 병원균에 의해 야기되는 질환 또는

병태는 결핵이고, 이종성 샘플은 박테리아 마이코박테륨 투베르쿨로시스(Mycobacterium tuberculosis)로부터 유

래된 외래 분자 및 대상체로부터 유래된 분자를 포함한다. 일부 예에서, 질환 또는 병태는 박테리아에 의해 야

기되며, 결핵, 스트렙토코커스(Streptococcus) 및 슈도모나스(Pseudomonas)와 같은 박테리아에 의해 야기될 수

있는 폐렴, 쉬겔라(Shigella),  캄필로박터(Campylobacter)  및 살모넬라(Salmonella)와 같은 박테리아에 의해

야기될 수 있는 식품매개 질병, 및 파상풍, 장티푸스, 디프테리아, 매독 및 한센병과 같은 감염이다. 질환 또는

병태는 자연적으로 생기는 박테리아군의 불균형에 의해 야기되는 질의 질환인 박테리아성 질염일 수 있다. 대안

적으로,  질환  또는  병태는  박테리아성  수막염,  수막의  박테리아성  염증(예를  들어,  뇌  및  척수를  뒤덮는

보호막)이다. 박테리아에 의해 야기되는 다른 질환 또는 병태는 박테리아성 폐렴, 요로 감염, 박테리아성 위장

염, 및 박테리아성 피부 감염을 포함하지만, 이들로 제한되지 않는다. 박테리아성 피부 감염의 예는 스타필로코

커스 아우레우스(Staphylococcus aureus) 또는 스트렙토코커스 피오게네스(Streptococcus pyogenes)에 의해 야

기될 수 있는 농가진; 림프행성이 있는 깊은 표피의 스트렙토코커스 박테리아성 감염에 의해 야기될 수 있는 단

독; 및 정상 피부 상재균에 의해 또는 외인성 박테리아에 의해 야기될 수 있는 봉와직염을 포함하지만, 이들로

제한되지 않는다.

병원균은 진균, 예컨대 칸디다(Candida),  아스퍼질루스(Aspergillus),  크립토코커스(Cryptococcus),  히스토플[0489]

라스마(Histoplasma), 뉴모시스티스(Pneumocystis) 및 스타키보트리스(Stachybotrys)일 수 있다. 진균에 의해

야기되는 질환 또는 병태의 예는 완선, 질염, 백선증 및 무좀을 포함하지만, 이들로 제한되지 않는다.

병원균은 바이러스일 수 있다. 바이러스의 예는 아데노바이러스, 콕사키바이러스, 엡스타인-바르 바이러스, 간[0490]

염바이러스(예를 들어, A, B 및 C형 간염), 단순 포진 바이러스(1형 및 2형), 사이토메갈로바이러스, 헤르페스

바이러스, HIV, 인플루엔자 바이러스, 홍역 바이러스, 볼거리 바이러스, 유두종 바이러스, 파라인플루엔자 바이

러스, 폴리오바이러스, 호흡기 세포융합 바이러스, 풍진 바이러스 및 대상포진 바이러스를 포함하지만, 이들로

제한되지 않는다. 바이러스에 의해 야기되는 질환 또는 병태의 예는 감기, 독감, 간염, AIDS, 수두, 풍진, 볼거

리, 홍역, 무사마귀 및 회백수염을 포함하지만, 이들로 제한되지 않는다.

병원균은  원생동물,  예컨대  아칸타모에바(Acanthamoeba)(예를  들어,  아칸타모에바  아스트로닉시스(A.[0491]

astronyxis), 아칸타모에바 카스텔라니(A. castellanii), 아칸타모에바 쿨베르토소니(A. culbertsoni), 아칸타

모에바  해치타이티(A.  hatchetti),  아칸타모에바  폴리파가(A.  polyphaga),  아칸타모에바  리소데스(A.

rhysodes),  아칸타모에바  헤알라이(A.  healyi),  아칸타모에바  디비오넨시스(A.  divionensis)),  브라키올라

(Brachiola)(예를 들어, 브라키올라 콘노리(B connori), 브라키올라 베시쿨라룸(B. vesicularum)), 크립토스포

리디움(Cryptosporidium)(예를  들어,  크립토스포리디움  파붐(C.  parvum)),  사이클로스포라(Cyclospora)(예를

들어, 사이클로스포라 사예타넨시스(C. cayetanensis)), 엔세팔리토준(Encephalitozoon)(예를 들어, 엔세팔리토

준 쿠니쿨리(E. cuniculi), 엔세팔리토준 헬렘(E. hellem), 엔세팔리토준 인테스티날리스(E. intestinalis)),

엔타모에바(Entamoeba)(예를  들어,  엔타모에바  히스톨리티카(E.  histolytica)),  엔테로사이토준

(Enterocytozoon)(예를 들어, 엔테로사이토준 비에네우시(E. bieneusi)), 기아르디아(Giardia)(예를 들어, 기

아르디아 람블리아(G. lamblia)), 이소스포라(Isospora)(예를 들어, 아이소스포라 벨리(I. belli)), 마이크로스

포리디움(Microsporidium)(예를 들어, 마이크로스포리디움 아프리카눔(M. africanum), 마이크로스포리디움 세일

로넨시스(M. ceylonensis)),  나에글레리아(Naegleria)(예를 들어, 나에글레리아 포우레리(N. fowleri)), 노세

마(Nosema)(예를  들어,  노세마  알게라에(N.  algerae),  노세마  오쿨라룸(N.  ocularum)),  플레이스토포라

(Pleistophora),  트라키플레이스토포라(Trachipleistophora)(예를 들어, 트라키플레이스토포라 안트로포프테라

(T.  anthropophthera),  트라키플레이스토포라 호미니스(T.  hominis))  및 비타포르마(Vittaforma)(예를 들어,

비타포르마 코르네아에(V. corneae))일 수 있다.

질환 또는 병태는 자가면역 질환 또는 자가면역 관련 질환일 수 있다. 자가면역 장애는 신체가 그 자신의 조직[0492]

을 공격하게 하는 신체 면역계의 기능부전일 수 있다. 자가면역 질환 및 자가면역 관련 질환의 예는 애디슨병,
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원형 탈모증, 강직성 척추염, 항인지질 항체 증후군(APS), 자가면역 재생불량성 빈혈, 자가면역 용혈성 빈혈,

자가면역 간염, 자가면역 심근염, 베체트병, 복강 증후군, 크론병, 피부근육염, 호산구성 근막염, 결정성 홍반,

거대세포  동맥염(측두동맥염),  굿파스처  증후군,  그레이브즈병,  하시모토병,  특발성  혈소판  감소성  자반증

(ITP), IgA 신장병, 청소년 관절염, 당뇨병, 청소년 당뇨병, 카와사키 증후군, 람베르트-이튼 증후군, 루푸스

(SLE), 혼합 결합 조직병(MCTD), 다발성 경화증, 중증 근무력증, 천포창, 결절 다발 동맥염, I, II, 및 III형

자가면역 다선성 증후군, 류마티스성 근통증, 다발성 근염, 건선, 건선성 관절염, 라이터증후군, 재발성 다발

연골염, 류마티스 관절염, 유육종증, 피부경화증, 쇼그렌 증후군, 정자 및 고환 자가면역, 강직인간 증후군, 타

까야수 동맥염, 측두동맥염/거대세포 동맥염, 궤양성 대장염, 포도막염, 혈관염, 백반증 및 베게너 육아종증을

포함하지만, 이들로 제한되지 않는다.

질환 또는 병태는 염증성 질환일 수 있다. 염증성 질환의 예는 치조염, 아밀로이드증, 혈관염, 강직성 척추염,[0493]

무혈관성 괴사, 바제도병, 벨마비, 윤활낭염, 수근관 증후군 증후군, 셀리악병, 담관염, 슬개골연골연화, 만성

활동성 간염, 만성 피로 증후군, 코간 증후군, 선천성 고관절 이형성증, 늑연골염, 크론병, 낭성 섬유증, 드꿰

르뱅 건초염, 당뇨병 관련 관절염, 미만성 특발성 골과골화증 증후군, 원판상 루푸스, 엘러스-단로스 증후군,

가족성 지중해열, 근막염, 결합 조직염/섬유근육통, 오십견, 결절낭종, 거대세포 동맥염, 통풍, 그레이브스병,

HIV-관련 류마티스성 질환 증후군, 부갑상선기능항진성 관련 관절염, 감염성 관절염, 염증성 장 증후군/자극성

장 증후군, 청소년 류마티스 관절염, 라임병, 마르판 증후군, 미쿨리츠병, 혼합 결합 조직병, 다발성 경화증,

근막동통  증후군,  골관절염,  골연화증,  골다공증  및  피질스테로이드-유발  골다공증,  파제트병,  재발성

류마티즘, 파킨슨병, 플러머병, 류마티스성 근통증, 다발성 근염, 가성통풍, 건선성 관절염, 레이노 현상/증후

군, 라이터 증후군, 류마티스열, 류마티스 관절염, 유육종증, 좌골신경통(요부 신경근성병증), 피부경화증, 괴

혈병, 겸상 적혈구 관절염, 쇼그렌 증후군, 척추관 협착증, 척추전방전위증, 스틸병, 전신 홍반성 낭창, 타카야

수(무맥성) 질환, 건염, 테니스엘보/골프엘보, 갑상선 관련 관절염, 방아쇠 수지, 궤양성 대장염, 베게너 육아

종증 및 휘플병을 포함하지만, 이들로 제한되지 않는다.

본 명세서에 개시된 치료방법은 사이토카인 수준에 의해 측정한 바와 같은 표적을 벗어난 활성을 포함할 수 있[0494]

다. 상기 방법은 다른 CAR-EC 요법과 비교할 때, 사이토카인 수준에 의해 측정한 바와 같은 표적을 벗어난 활성

을 감소시킬 수 있다. 상기 방법은 인터페로노 감마 수준에 의해 측정한 바와 같은 표적을 벗어난 활성을 감소

시킬 수 있다. 감소될 수 있는 다른 표적을 벗어난 활성은 독성 림프구감소증, 고형 종양 표적의 치명적 세포용

해 및 혈액학적 표적에 대한 만성 저감마글로불린혈증을 포함한다. 본 명세서에 개시된 치료방법 및 조성물은

CD19-매개 B 세포 무형성증을 포함하는 암을 치료하기 위해 사용될 수 있다. 상기 방법 및 조성물은 CD19-매개

B 세포 무형성증을 최소화할 수 있다. 상기 방법은 장기간 B-세포 무형성증을 회피할 수 있다.

본 명세서에 개시된 CAR-EC 플랫폼, 방법 및 조성물은 치료가 필요한 대상체에서 이종성 종양 또는 이종성 혈액[0495]

세포 악성종양을 치료하기 위해 사용될 수 있다. "pan-B 세포" 마커 CD20은 B 세포 신생물에 대해 가장 우세하

게 표적화된 항원이며, FDA-승인 항체 리툭시맙은 다수의 백혈병 및 림프종의 치료에서 생명 유지에 필수적인

구성성분이다. 그러나, CD20  항원 발현의 조절과 관련된 내성 메커니즘은 상당한 다수의 환자에서 일어난다.

CD19 또는 CD20 항원 중 하나 단독에 의한 표적화는 치유 요법제에 불충분하다는 것이 명백하다. 본 명세서에

개시된 방법은 상이한 특이성을 지니는 2 이상의 스위치(예를 들어, 항-CD19 항체 CAR-EC 스위치 및 항-CD20 항

체 CAR-EC 스위치)의 구성 및 투여를 제공한다. 본 명세서에 개시된 방법은 상이한 특이성을 지니는 2 이상의

스위치(예를 들어, 항-CD19 항체 CAR-EC 스위치 및 항-CD22 항체 CAR-EC 스위치)의 구성 및 투여를 제공한다.

이종성 종양 또는 이종성 혈액 세포 악성종양은 제1 항체 CAR-EC 스위치 및 제2 항체 CAR-EC 스위치에 의해 치

료될 수 있되, CAR-EC 스위치는 2개의 상이한 표적에 결합한다. 하나 이상의 CAR-EC 스위치는 순차적으로 또는

동시에 투여될 수 있다.

CAR-EC 스위치는 하나 이상의 추가적인 치료제로 투여될 수 있다. 하나 이상의 추가적인 치료제는 면역요법, 화[0496]

학요법 및 스테로이드로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 하나 이상의 추가적인 치료제는 화학요법 약물일

수 있다. 화학요법 약물은 알킬화제, 항대사산물, 화학요법 약물은 알킬화제, 항대사산물, 안트라사이클린, 토

포아이소머라제 저해제, 유사분열 저해제, 피질스테로이드 또는 분화제일 수 있다. 화학요법 약물은 악티노마이

신-D, 블레오마이신, 알트레타민, 보르테조밉, 부설판, 카보플라틴, 카페시타빈, 카무스틴, 클로람부실, 시스플

라틴, 클라드리빈, 클로파라빈, 사이클로포스파마이드, 시타라빈, 다카바진, 다우노루비신, 도세탁셀, 독소루비

신,  에피루비신,  에토포사이트,  에스트라무스틴,  플록수리딘,  풀루다라빈,  플루오로유라실,  겜시타빈(겜자르

(Gemzar)), 하이드록시유레아, 이다루비신, 이포스파마이드, 이리노테칸(캄토사르(Camptosar)), 익사베필론, L-

아스파라기나제, 로무스틴, 메클로르에타민, 멜팔란, 6-머캅토퓨린, 메토트렉세이트, 미토마이신-C, 파클리탁셀
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(탁솔(Taxol)), 페메트렉세드, 펜토스타틴, 스트렙토조신, 테모졸로마이드, 테니포사이드, 티오구아닌, 티오테

파, 토포테칸(하이캄틴(Hycamtin)), 빈크리스틴, 빈블라스틴, 비노렐빈, 레티노이드, 트레티노인(ATRA 또는 아

트랄린(Atralin)(등록상표)),  벡사로텐(타르그레틴(Targretin)(등록상표)) 및 삼산화비소(아르세녹스(Arsenox)

(등록상표))로부터  선택될  수  있다.  화학요법은  연하를  위한  알약으로서,  근육  또는  지방  조직  내로의

주사로서, 정맥내, 국소 또는 체강 내로 직접 투여될 수 있다.

하나 이상의 추가적인 치료제는 혈관형성 저해제를 포함할 수 있다. 혈관형성 저해제는 베바시주맙, 이트라코나[0497]

졸, 카복시아미도트라이아졸, TNP-470, CM101, IFN 알파, IL-12, 혈소판 인자 4, 수라민, SU5416, 트롬보스폰

딘, VEGFR 길항제, 헤파린을 지니는 혈관생성억제 스테로이드, CAR-ECilage-유래 혈관형성 저해 인자, 기질 금

속 단백질 분해효소 저해제, 앤지오스타틴, 엔도스타틴, 소라페닙, 수니티닙, 파조파닙, 에베롤리무스, 2-메톡

시에스트라다이올,  테코갈란,  테트라티오몰리브데이트,  탈리도마이드, 프롤락틴, αvβ3  저해제, 리노마이드,

타스퀴니모드, 가용성 VEGFR-1, 가용성 NRP-1, 앤지오포이에틴 2, 바소스타틴, 칼레티쿨린, TIMP, CDAI, Meth-

1, Meth-2, 인터페론-알파, 인터페론-베타, 인터페론-감마, CXCL10, IL-4, IL-12, IL-18, 프로트롬빈, 항트롬

빈 III 단편, 프롤락틴, VEGI, SPARC, 오스테오폰틴, 마스핀, 칸스타틴, 프롤리페린-관련 단백질 및 레스틴으로

부터 선택될 수 있다.

하나 이상의 추가적인 치료제는 호르몬 요법을 포함할 수 있다. 호르몬 요법은 항-에스트로겐(예를 들어 풀베스[0498]

트란트(파슬로덱스(Faslodex)(등록상표)), 타목시펜, 토레미펜(파레스톤(Fareston)(등록상표))); 아로마타제 저

해제(예를 들어,  아나스트로졸(아리미덱스(Arimidex)(등록상표)), 엑세메스탄(아로마신(Aromasin)(등록상표)),

레트로졸(페마라(Femara)(등록상표)));  프로게스틴(예를  들어,  메게스트롤

아세테이트(메가세(Megace)(등록상표)));  에스트로겐;  항-안드로겐(예를  들어,  비칼루타마이드(카소덱스

(Casodex)(등록상표)),  플루타마이드(유렉신(Eulexin)(등록상표)),

닐루타마이드(닐란드론(Nilandron)(등록상표))); 성선자극호르몬-방출 호르몬(GnRH) 또는 황체형성 호르몬-방출

호르몬 (LHRH) 효현제 또는 유사체(예를 들어, 레우프롤라이드(푸프론(Lupron)(등록상표)), 고세렐린(졸라덱스

(Zoladex)(등록상표)))로부터 선택될 수 있다.

하나 이상의 추가적인 치료제는 스테로이드를 포함할 수 있다. 스테로이드는 피질스테로이드일 수 있다. 스테로[0499]

이드는  코티솔  또는  이들의  유도체일  수  있다.  스테로이드는  프레드니손,  메틸프레드니솔론(솔루메들론

(Solumedrol)(등록상표)) 또는 데게사메타손으로부터 선택될 수 있다.

CAR-EC 스위치는 하나 이상의 추가적인 요법과 함께 투여될 수 있다. 하나 이상의 추가적인 요법은 레이저 요법[0500]

을 포함할 수 있다. 하나 이상의 추가적인 요법은 방사선 요법을 포함할 수 있다. 하나 이상의 추가적인 요법은

수술을 포함할 수 있다.

CAR-EC 조절제[0501]

일부 예에서, 대상체로부터 불활성 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)를 제거하거나 또는 CAR-EC에 의해[0502]

키메라 항원 수용체(CAR)의 발현을 하향조절하는 것이 바람직할 수 있다. 예를 들어, CAR-EC는 대상체로부터 면

역 반응을 유발할 수 있고, 면역 반응을 제거하기 위해 CAR의 발현을 하향조절하는 것이 바람직할 수 있다. 대

안적으로, CAR-EC의 세포사를 촉발하는 것이 바람직할 수 있다. 본 명세서에서 대상체에서 CAR-EC를 조절하는

방법이 개시되며, 상기 방법은 CAR-EC 조절제를 투여하는 단계를 포함한다. CAR-EC를 활성화시키고 표적에 대해

CAR-EC의 활성을 보내는 본 명세서에 개시된 스위치와 달리, CAR-EC 조절제는 CAR의 발현의 하향 조절을 유도하

거나 또는 CAR-EC의 프로그래밍된 세포사를 유도하도록 CAR-EC 상에서 표면 분자와 상호작용할 수 있다. CAR-EC

는 CAR를 암호화하는 폴리뉴클레오타이드를 포함할 수 있다. CAR의 발현은 프로모터에 의해 제어될 수 있다. 프

로모터는 조절가능한 프로모터일 수 있다. 예를 들어, CAR의 발현은 Tet 프로모터에 의해 제어될 수 있다. 테트

라사이클린 또는 이들의 유도체(예를 들어, 독시사이클린)이 없을 때, CAR-EC는 CAR을 발현시킬 수 있다. 테트

라사이클린 또는 이의 유도체의 존재 하에, CAR의 발현은 저해된다. 따라서, CAR-EC 조절제는 CAR의 발현을 저

해하는 분자(예를 들어, 테트라사이클린, 독시사이클린)를 포함할 수 있다. CAR의 발현은 키메라 조절가능 시스

템에 의해 제어될 수 있다. CAR-EC 조절제는 CAR을 암호화하는 폴리뉴클레오타이드 내로 공학처리된 특이적 서

열과 상호작용할 수 있는 전사활성제를 포함할 수 있다. 키메라 시스템은 테트라사이클린, 프로게스테론 길항제

RU486, 곤충 호르몬 엑디손, 또는 라파마이신(FK506)에 의해 조절될 수 있다. 이들 약물 또는 호르몬(또는 그들

의 유사체)는 천연 또는 돌연변이체 리간드 결합 도메인 및 고유한 또는 외부의 DNA 결합 및 전사 활성화 도메

인으로 구성된 조절제 트랜스활성체 상에서 작용할 수 있다. (문헌[Agha-Mohammadi  and  Lotze,  Regulatable

systems:  applications  in  gene  therapy  and  replicating  viruses,  J  Clin  Invest.,  105(9):1177-1183,
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2000], 그의 전문이 참고로 포함됨).

CAR-EC 조절제는 CAR-EC의 CAR과 상호작용하는 분자를 포함할 수 있다. CAR-EC 조절제는 CAR-EC의 CAR에 대해[0503]

CAR-EC 스위치와 경쟁할 수 있다. CAR-EC 조절제는 소분자를 포함할 수 있다. CAR-EC 조절제는 펩타이드를 포함

할 수 있다. 펩타이드는 항체 또는 항체 단편일 수 있다.

CAR-EC  조절제는 약물 또는 독소를 추가로 포함할 수 있다. 약물 또는 독소는 CAR-EC의 CAR과 상호작용하는[0504]

CAR-EC 조절제의 일부에 대해 컨쥬게이팅될 수 있다. 약물 또는 독소는 메이타신(예를 들어 DM1, DM4), 모노메

틸아우리스타틴  E,  모노메틸아우리스타틴  F,  Ki-4.dgA,  돌라스타틴  10,  칼리키아마이신,  SN-38,

듀오카르마이신, 이리노테칸, 리신, 사포린, 겔로닌, 자리공 항바이러스 단백질, 슈도모나스 아에루기노사 엑소

톡신 A 또는 디프테리아 독소로부터 선택될 수 있다. 독소는 독, 박테리아성 독소(예를 들어, 파상풍, 디프테리

아을 야기하는 박테리아성 독소), 식물 독소 또는 동물 독소를 포함할 수 있다. 독소는 뱀의 독일 수 있다. 독

소는 빈블라스틴을 포함할 수 있다. 독소는 아우리스타틴을 포함할 수 있다. 독소는 리포좀막-코팅 소포에 함유

될 수 있다. 항체는 리포좀 막-코팅 소포에 부착될 수 있다.

도 17A 내지 도 17C는 예시적인 CAR 조절제-CAR-EC 상호작용의 개략도를 나타낸다. 도 17A에서 나타내는 바와[0505]

같이, 키메라 항원 수용체 효과기 세포(CAR-EC)(1701)는 키메라 항원 수용체(1704) 및 공자극 분자(1720)를 포

함할 수 있다. CAR(1704)은 외부 도메인(1715), 막관통 도메인(1710) 및 내부 도메인(1705)을 포함할 수 있다.

CAR-EC  조절제(1725)는  CAR(1704)의  외부  도메인(1715)과  상호작용할  수  있다.  CAR-EC  조절제(1725)의

CAR(1704)에 대한 부착은 CAR-EC의 세포자멸사를 유도할 수 있다. CAR-EC 조절제(1725)의 CAR(1704)에 대한 부

착은 CAR-EC의 활성화-유도 세포사를 유도할 수 있다. CAR-EC 조절제(1725)의 CAR(1704)에 대한 부착은 CAR-EC

의 자가소화작용을 유도할 수 있다. CAR-EC 조절제(1725)의 CAR(1704)에 대한 부착은 CAR의 하향조절을 유도할

수 있다. CAR-EC 조절제(1725)의 CAR(1704)에 대한 부착은 CAR-EC 스위치가 CAR에 부착되는 것을 방지할 수 있

다.

도  17B에  나타내는  바와  같이,  키메라  항원  수용체  효과기  세포(CAR-EC)(1730)는  키메라  항원  수용체[0506]

(CAR)(1731), 공자극 분자(1750) 및 표면 분자(1755)를 포함할 수 있다. CAR(1731)은 외부 도메인(1745), 막관

통 도메인(1740)  및 내부 도메인(1735)을 포함할 수 있다. CAR-EC  조절제(1760)는 CAR(1731)의 외부 도메인

(1715)과 상호작용하는 제1 단부(1765) 및 CAR-EC 상에서 표면 분자(1755)와 상호작용하는 제2 단부(1770)를 포

함할 수 있다. CAR(1731)에 대한 CAR-EC 조절제(1760)의 한 단부의 부착 및 CAR-EC(1730)의 표면 분자(1755)는

CAR-EC의 세포자멸사를 유도할 수 있다. CAR(1731)에 대한 CAR-EC  조절제(1760)의 한 단부의 부착 및 CAR-

EC(1730)의 표면 분자(1755)는 CAR-EC의 활성화-유도 세포사를 유도할 수 있다. CAR(1731)에 대한 CAR-EC 조절

제(1760)의 한 단부의 부착 및 CAR-EC(1730)의 표면 분자(1755)는 CAR-EC의 자가소화작용을 유도할 수 있다.

CAR(1731)에 대한 CAR-EC 조절제(1760)의 한 단부의 부착 및 CAR-EC(1730)의 표면 분자(1755)는 CAR의 하향 조

절을 유도할 수 있다. CAR(1731)에 대한 CAR-EC 조절제(1765)의 한 단부의 부착은 CAR-EC 스위치가 CAR에 부착

되는 것을 방지할 수 있다.

도 17C에서 나타낸 바와 같이, 키메라 항원 수용체 효과기 세포(CAR-EC) (1775)는 키메라 항원 수용체(1774) 및[0507]

공자극 분자(1779)를 포함할 수 있다. CAR(1774)은 외부 도메인(1778), 막관통 도메인(1777) 및 내부 도메인

(1776)을 포함할 수 있다. CAR-EC 조절제(1780)는 효과기 세포 상에서 CAR(1774)의 외부 도메인(1778)과 상호

작용하는 제1 영역(1781)을 포함할 수 있다. CAR-EC 조절제(1780)는 다른 세포(1790) 상에서 표면 분자(1791)와

상호작용하는 제2 영역(1782)을 추가로 포함할 수 있다. 세포(1790)는 CAR-EC와 상호작용할 수 있는 사이토카인

또는 다른 분자를 분비할 수 있다. 사이토카인 또는 다른 분자의 CAR-EC와의 상호작용은 CAR-EC의 세포자멸사를

유도할 수 있다. 사이토카인 또는 다른 분자의 CAR-EC와의 상호작용은 CAR-EC의 활성화-유도 세포사를 유도할

수 있다. 사이토카인 또는 다른 분자의 CAR-EC와의 상호작용은 CAR-EC의 자가소화작용을 유도할 수 있다. 사이

토카인 또는 다른 분자의 CAR-EC와의 상호작용은 CAR의 하향조절을 유도할 수 있다. CAR(1774)에 대한 CAR-EC

조절제(1781)의 한 단부의 부착은 CAR-EC 스위치가 CAR에 부착되는 것을 방지할 수 있다.

CAR-EC는  CAR-EC  조절제와 상호작용할 수 있는 표면 분자를 발현시키도록 변형된 효과기 세포를 포함할 수[0508]

있다. CAR-EC 상에서 표면 분자는 바이러스 단백질 또는 이의 단편일 수 있다. 대안적으로 또는 추가적으로, 효

과기 세포는 세포 표면 마커가 아닌 바이러스 단백질 또는 이의 단편을 발현시킨다. 바이러스 단백질 또는 이의

단편을 발현시키는 효과기 세포는 약물에 의해 표적화될 수 있다. 여기서 효과기 세포는 바이러스 단백질 또는

이의 단편을 포함하며, 약물은 아바카비어, 아사이클로비어, 아데포비어, 아만타딘, 암프레나비어, 암플리겐,

아르비돌, 아타자나비어, 아트리플라, 발라비어, 보세프레비레테트, 시도포비어, 콤비비어, 다루나비어, 델라비
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르딘, 디다노신, 도코사놀, 에독수딘, 에파비렌즈, 엠트리시타빈, 엔푸비르타이드, 엔테카비어, 유입 저해제,

팜시클로비어, 고정된 용량 조합 항레트로바이러스 약물, 포미비르센, 포삼프레나비어, 포스카르넷, 포스포넷,

융합 저해제, 간시클로비어, 이바시타빈, 이뮤노비어, 이독수리딘, 이미퀴모드, 인디나비어, 이노신, 인테그라

제 저해제, 인터페론 III형, 인터페론 II형, 인터페론 I형, 인터페론, 라미부딘, 로피나비어, 로비리데, 마라비

록, 모록시딘, 메티사존, 넬피나비어, 네비어라핀, 넥사비어, 뉴클레오사이드, 유사체, 오셀타미비어, 페그인터

페론알파-2a,  페시클로비어, 페라미비어, 플레코나릴, 포도필로독신, 프로테아제 인히비로, 랄테그라비어, 역

전사효소 저해제, 리바비린, 리만타딘, 리토나비어, 피라미딘, 사퀴나비어, 소포스부비어, 스타부딘, 상승적 증

강제 레트로바이러스 약물, 티트리 오일, 텔라프레비어, 테노포비어, 테노포비어 디소프록실, 티프라나비어, 트

리플루리딘, 트리지비어, 트로만타딘, 트루바다, 발락시클로비어, 비크리비록, 비다라빈, 비라미딘, 자시타빈,

자나미비어 또는 지도부딘을 포함하는 군으로부터 선택될 수 있다. 약물은 간시클로비어일 수 있다. 약물은 아

사이클로비어일 수 있다.

약제학적 조성물[0509]

본 명세서에 개시된 스위치, 스위치 중간체 및 CAR-EC는 하나 이상의 조성물의 제형에서 사용될 수 있다. 조성[0510]

물은 약제학적 조성물일 수 있다. 하나 이상의 스위치, 스위치 중간체 및/또는 CAR-EC를 포함하는 조성물은 하

나 이상의 약제학적으로 허용가능한 염, 부형제 또는 비히클을 추가로 포함할 수 있다. 약제학적으로 허용가능

한 염, 부형제 또는 비히클은 담체, 부형제, 희석제, 항산화제, 보존제, 착색제, 향미제 및 희석제, 유화제, 현

탁제, 용매, 충전제, 벌크화제, 완충제, 전달 비히클, 등장제, 공용매, 습윤제, 복합화제, 완충제, 항균제 및

계면활성제를 포함하지만, 이들로 제한되지 않는다. 중성 완충 식염수 또는 혈청 알부민과 혼합된 식염수는 예

시적인 적절한 담체이다.

조성물은 항산화제, 예컨대 아스코브산; 저분자량 폴리펩타이드; 단백질, 예컨대 혈청 알부민, 젤라틴 또는 면[0511]

역글로불린; 친수성 중합체, 예컨대 폴리비닐피롤리돈; 아미노산, 예컨대 글리신, 글루타민, 아스파라긴, 알기

닌 또는 라이신; 단당류, 이당류, 및 글루코스, 만노스 또는 덱스트린을 비롯한 기타 탄수화물; 킬레이트제, 예

컨대 EDTA; 당 알코올, 예컨대 만니톨 또는 솔비톨; 염-형성 반대이온, 예컨대 나트륨; 및/또는 비이온성 계면

활성제, 예컨대 트윈(Tween), 플루로닉스(pluronics) 또는 폴리에틸렌 글라이콜(PEG)을 포함할 수 있다. 또한

예로서, 적합한 등장 증진제는 알칼리 금속 할로겐화물(바람직하게는 염화나트륨 또는 염화칼륨), 만니톨, 솔비

톨 등을 포함한다. 적합한 보존제는 염화벤즈알코늄, 티메로살, 펜에틸 알코올, 메틸파라벤, 프로필파라벤, 클

로르헥시딘, 솔브산 등을 포함한다. 과산화수소는 또한 보존제로서 사용될 수 있다. 적합한 공용매는 글리세린,

프로필렌 글리콜 및 PEG를 포함한다. 적합한 복합화제는 카페인, 폴리비닐피롤리돈, 베타-사이클로덱스트린 또

는 하이드록시-프로필-베타-사이클로덱스트린을 포함한다. 적합한 계면활성제 또는 습윤제는 솔비탄 에스터, 폴

리솔베이트, 예컨대 폴리솔베이트 80, 트로메타민, 레시틴, 콜레스테롤, 틸록사팔 등을 포함한다. 완충제는 전

통적인 완충제, 예컹대 아세트산염, 붕산염, 시트르산염, 인산염, 중탄산염 또는 트리스-HCl일 수 있다. 아세트

산염 완충제는 약 pH 4 내지 5.5일 수 있고, 트리스 완충제는 약 pH 7 내지 8.5일 수 있다. 추가적인 약제학적

작용제는 문헌[Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Edition, A. R. Gennaro, ed., Mack Publishing

Company, 1990]에서 제시된다.

조성물은  액체  형태,  동결건조  형태  또는  냉동-건조  형태일  수  있다.  조성물은  하나  이상의  동결보호제,[0512]

부형제, 계면활성제, 고분자량 구조적 첨가제 및/또는 벌크화제를 포함할 수 있다(예를 들어, 미국 특허 제

6,685,940호, 제6,566,329호 및 제6,372,716호 참조). 일 실시형태에서, 수크로스, 락토스 또는 트레할로스와

같은 비환원당인 동결보호제가 포함된다. 동결보호제의 양은 일반적으로 재구성 시, 얻어진 제형이 고장성 또는

약간 고장성 제형이 또한 적합할 수 있다고 해도, 등장성일 수 있도록 포함된다. 추가로, 동결보호제의 양은 동

결건조 시 허용가능하지 않은 양의 단백질의 분해 및/또는 응집을 방지하기에 충분하여야 한다. 사전 동결건조

된 제형에서 당(예를 들어, 수크로스, 락토스, 트레할로스)에 대한 예시적인 동결보호제는 약 10mM  내지 약

400mM이다. 다른 실시형태에서, 계면활성제는, 예를 들어, 비이온성 계면활성제 및 이온성 계면활성제, 예컨대

폴리솔베이트(예를 들어, 폴리솔베이트 20, 폴리솔베이트 80); 폴록사머(예를 들어, 폴록사머 188); 폴리(에틸

렌 글리콜) 페닐 에터(예를 들어, 트리톤); 도데실황산나트륨(SDS); 라우릴황산나트륨; 나트륨 옥틸 글리코사이

드; 라우릴-, 미리스틸-, 리놀레일- 또는 스테아릴-설포베타인; 라우릴-, 미리스틸-, 리놀레일- 또는 스테아릴-

사르코신; 리놀레일, 미리스틸- 또는 세틸-베타인; 라우로아미도프로필-, 코카미도프로필-, 리놀레아미도프로필

-, 미리스타미도프로필-, 팔미도프로필-, 또는 아이소스테아르아미도프로필-베타인(예를 들어, 라우로아미도프

로필);  미리스트아미도프로필-,  팔미도프로필-,  또는  아이소스테아르아미도프로필-다이메틸아민;  나트륨  메틸

코코일-,  또는  2나트륨 메틸 오페일-타우레이트; 및  모나쿠아트(MONAQUAT)(상표명)가 포함된다.  시리즈(Mona
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Industries, Inc., Paterson, N.J.), 폴리에틸 글리콜, 폴리프로필 글리콜, 및 에틸렌 및 프로필렌 글라이콜의

공중합체(예를 들어, 플루로닉스(Pluronics), PF68 등). 사전 동결건조된 제형에 존재할 수 있는 계면활성제의

예시적 양은 약 0.001 내지 0.5%이다. 고분자량 구조적 첨가제(예를 들어, 충전제, 결합제)는, 예를 들어, 아카

시아, 알부민, 알긴산, 인산칼슘(2염기성), 셀룰로스, 카복시메틸셀룰로스, 카복시메틸셀룰로스 나트륨, 하이드

록시에틸셀룰로스, 하이드록시프로필셀룰로스, 하이드록시프로필메틸셀룰로스, 미정질 셀룰로스, 덱스트란, 덱

스트린, 덱스트레이트, 수크로스, 타일로스, 전호화 전분, 황산칼슘, 아밀로스, 글리신, 벤토나이트, 말토스,

솔비톨, 에틸셀룰로스, 인산수소이나트륨, 인산나트륨, 파이로아황산나트륨, 폴리비닐 알코올, 젤라틴, 글루코

스, 구아검, 액체 글루코스, 압축성 당, 마그네슘 알루미늄 실리케이트, 말토덱스트린, 폴리에틸렌 옥사이드,

폴리메트아크릴레이트, 포비돈, 알긴산나트륨, 트래거캔스 미정질 셀룰로스, 전분 및 제인을 포함할 수 있다.

고분자량 구조적 첨가제의 예시적 농도는 0.1중량% 내지 10중량%이다. 다른 실시형태에서, 벌크화제(예를 들어,

만니톨, 글리신)이 포함될 수 있다.

조성물은 비경구 투여에 적합할 수 있다. 예시적인 조성물은 당업자에게 이용가능한 임의의 경로, 예컨대 동맥[0513]

내, 피하, 정맥내, 근육내, 복강내, 대뇌내(뇌실내), 뇌혈관내, 근육내, 안구내, 동맥내 또는 병변내 경로에 의

해 동물 내로 주사 또는 주입에 적합하다. 비경구 제형은 전형적으로 선택적으로 약제학적으로 허용가능한 보존

제를 함유하는 멸균, 무발열원, 등장성 수용액일 수 있다.

비수성 용매의 예는 프로필렌 글리콜, 폴리에틸렌 글리콜, 식물성 오일, 예컨대 올리브 오일, 및 주사용 유기[0514]

에스터, 예컨대 에틸 올레이트이다. 수성 담체는 물, 알코올/수용액, 식염수 및 완충 매질을 포함하는 에멀전

또는 현탁액을 포함한다. 비경구 비히클은 염화나트륨 용액, 링거 덱스트로스, 덱스트로스 및 염화나트륨, 젖산

링거 또는 고정유를 포함한다. 정맥내 비히클은 유체 및 영양분 보충제, 전해질 보충제, 예컨대 링거 덱스트로

스에 기반한 것 등을 포함한다. 또한, 예를 들어 항미생물제, 항산화제, 킬레이트제, 비활성 기체 등과 같은 보

존제  및  다른  첨가제가  존재할  수  있다.  일반적으로,  전문이  참고로서  포함되는  문헌[Remington's

Pharmaceutical Science, 16th Ed., Mack Eds., 1980]을 참조한다.

본 명세서에 기재된 약제학적 조성물은 생성물의 국소 농도(예를 들어, 볼루스, 데포 효과) 및/또는 특정 국소[0515]

환경에서 증가된 안정성 또는 반감기를 제공하는 방식으로 제어 또는 지속된 전달을 위해 제형화될 수 있다. 조

성물은 CAR-EC 스위치, 폴리펩타이드, 핵산 또는 본 명세서에 개시된 벡터 with 중합체 화합물, 예컨대 폴리락

트산, 폴리글리콜산 등의 미립자 제제뿐만 아니라 활성제의 제어 또는 지속 방출을 제공하고, 이어서 데포 주사

로서  전달될  수  있는  작용제,  예컨대  생분해성  기질,  주사용  마이크로스피어,  마이크로캡슐  입자,

마이크로캡슐, 생분해성 입자 비드, 리포좀 및 이식가능한 전달 장치를 지니는 CAR-EC 스위치, 폴리펩타이드,

핵산 또는 본 명세서에 개시된 벡터의 제형을 포함할 수 있다. 이러한 지속- 또는 제어된-전달 수단을 제형화하

기 위한 기법은 공지되어 있으며, 다양한 중합체가 약물의 지속적 방출 및 전달을 위해 개발되고 사용되었다.

이러한 중합체는 전형적으로는 생분해성 및 생체적합성이다. 온도 또는 pH 민감성 특성을 이용한 거울상체 중합

체 또는 폴리펩타이드 세그먼트 및 하이드로겔의 복합체화에 의해 형성된 것을 포함하는 중합체 하이드로겔은

생활성 단백질 작용제(예를 들어, 상당히 긴 CDR3을 포함하는 항체)를 트래핑함 있어서 수반되는 약한 그리고

수성의 조건 때문에 약물 데포 효과를 제공하는데 바람직할 수 있다. 예를 들어, 제WO 93/15722호에서 약제학적

조성물의 전달을 위한 제어 방출 다공성 중합체 마이크로입자의 설명을 참고한다. 이 목적을 위한 적합한 물질

은 폴리락타이드(예를 들어, 미국 특허 제3,773,919호 참조), 폴리-(a-하이드록시카복실산)의 중합체, 예컨대

폴리-D-(-)-3-하이드록시뷰티르산 (EP 133,988A), L-글루탐산 및 감마 에틸-L-글루타메이트의 공중합체(Sidman

et  al.,  Bio중합체,  22:  547-556  (1983)),  폴리(2-하이드록시에틸-메트아크릴레이트)(Langer  et  al.,  J.

Biomed. Mater. Res., 15: 167-277 (1981), 및 Langer, Chem. Tech., 12: 98-105 (1982)), 에틸렌 비닐 아세

테이트, 또는 폴리-D(-)-3-하이드록시뷰티르산을 포함한다. 다른 생분해성 중합체는 폴리(락톤), 폴리(아세탈),

폴리(오쏘에스터) 및 폴리(오쏘카보네이트)를 포함한다. 지속 방출 조성물은 또한 당업계에 공지된 임의의 몇몇

방법에 의해 제조될 수 있는 리포좀을 포함할 수 있다(예를 들어, 문헌[Eppstein et al., Proc. Natl. Acad.

Sci. USA, 82: 3688-92 (1985)] 참조). 담체 그 자체 또는 그의 분해 생성물은 표적 조직에서 비독성이어야 하

며, 상태를 추가로 악화시키지 않아야 한다. 이는 표적 장애의 동물 모델에서 일상적 선별에 의해, 또는 이러한

모델이 이용가능하지 않다면 정상 동물에서 결정될 수 있다. 지속 방출을 위한 재조합 단백질의 마이크로캡슐화

는 인간 성장 호르몬(rhGH), 인터페론-(rhIFN-), 인터류킨-2 및 MN rgp120에 의해 성공적으로 수행될 수 있다.

Johnson et al., Nat. Med., 2:795-799 (1996); Yasuda, Biomed. Ther., 27:1221-1223 (1993); Hora et al.,

Bio/Technology.  8:755-758  (1990);  Cleland,  "Design  and  Production  of  Single  Immunization  Vaccines

Using  Polylactide  Polyglycolide  Microsphere  Systems,"  in  Vaccine  Design:  The  Subunit  and  Adjuvant

Approach, Powell and Newman, eds, (Plenum Press: New York, 1995), pp. 439-462; 제WO 97/03692호, 제WO
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96/40072호, WO 96/07399호; 미국 특허 제5,654,010호. 이들 단백질의 지속 방출 제형은 그의 생체적합성 및 넓

은 범위의 생분해성 특성에 기인하여 폴리-락트-코글리콜산(PLGA) 중합체를 이용하여 개발되었다. PLGA, 락트산

및 글리콜산의 분해 생성물은 인간 신체 내에서 빠르게 클리어런스될 수 있다. 게다가, 이 중합체의 분해능력은

그의  분자량  및  조성에  따를  수  있다.  문헌[Lewis,  "Controlled  release  of  bioactive  agents  from

lactide/glycolide  polymer,"  in:  M.  Chasin  and  R.  Langer  (Eds.),  Biodegradable  Polymers  as  Drug

Delivery Systems (Marcel Dekker: New York, 1990), pp. 1-41]. 지속 방출 조성물의 추가적인 예는, 예를 들

어, EP 58,481A호, 미국 특허 제3,887,699호, EP 158,277A호, 캐나다 특허 제1176565호, 문헌[U. Sidman et

al.,  Biopolymers  22,  547  [1983],  R.  Langer  et  al.,  Chem.  Tech.  12,  98  [1982],  Sinha  et  al.,  J.

Control. Release 90, 261 [2003], Zhu et al., Nat. Biotechnol. 18, 24 [2000], 및 Dai et al., Colloids

Surf B Biointerfaces 41, 117 [2005]]을 포함한다.

생접착성 중합체는 또한 본 개시내용에서 또는 본 개시내용의 조성물과 함께 사용을 위해 고려된다. 생접착제는[0516]

장기간의 시간 기간 동안 생물학적 기질에 접착될 수 있는 합성 및 자연적으로 생기는 물질이다. 예를 들어, 카

보폴 및 폴리카보필은 둘 다 폴리(아크릴산)의 합성 가교 유도체이다. 자연적으로 생기는 물질에 기반한 생접착

성 전달 시스템은, 예를 들어 하이알루로난으로서도 알려진 하이알루론산을 포함한다. 하이알루론산은 D-글루쿠

론산 및 N-아세틸-D-글루코사민의 잔기로 이루어진 자연적으로 생기는 뮤코다당류이다. 하이알루론산은 결합조

직에서뿐만 아니라 활액 내 그리고 눈의 유리체 및 안방수 내를 포함하는, 척추동물의 세포밖 조직 기질에서 발

견된다. 하이알루론산의 에스테르화된 유도체는 생체적합성 및 생분해성인 전달에서 사용을 위해 마이크로스피

어를 생성하기 위해 사용되었다(예를 들어, 문헌[Cortivo et al., Biomaterials (1991) 12:727-730; 유럽 특허

제517,565호; 제WO 96/29998호; Illum et al., J. Controlled Rel. (1994) 29:133-141] 참조).

생분해성과 비-생분해성 중합체 기질은 둘 다 본 개시내용의 조성물을 전달하기 위해 사용될 수 있고, 이러한[0517]

중합체 기질은 천연 또는 합성 중합체를 포함할 수 있다. 생분해성 기질이 바람직하다. 방출이 일어나는 시간

기간은 중합체의 선택에 기반한다. 전형적으로, 몇 시간 내지 3-12개월의 범위에 있는 기간에 따른 방출이 가장

바람직하다. 생분해성 전달 시스템을 형성하기 위해 사용될 수 있는 예시적인 합성 중합체는 락트산 및 글리콜

산의 중합체, 폴리아마이드, 폴리카보네이트, 폴리알킬렌, 폴리알킬렌 글리콜, 폴리알킬렌 옥사이드, 폴리알킬

렌 테레프탈레이트, 폴리비닐 알코올, 폴리비닐 에터, 폴리비닐 에스터, 폴리-비닐 할로겐화물, 폴리비닐피롤리

돈,  폴리글리콜라이드,  폴리실록산,  폴리무수물,  폴리우레탄  및  이들의  공중합체,  폴리(부트산),

폴리(발레르산), 알킬 셀룰로스, 하이드록시알킬 셀룰로스, 셀룰로스 에터, 셀룰로스 에스터, 나이트로 셀룰로

스, 아크릴산 및 메트아크릴산 에스터의 중합체, 메틸 셀룰로스, 에틸 셀룰로스, 하이드록시프로필 셀룰로스,

하이드록시프로필  메틸  셀룰로스,  하이드록시뷰틸  메틸  셀룰로스,  셀룰로스  아세트산염,  셀룰로스

프로피온산염, 셀룰로스 아세테이트 뷰티레이트, 셀룰로스 아세테이트 프탈레이트, 카복실에틸 셀룰로스, 셀룰

로스 트라이아세테이트, 셀룰로스 설페이트 나트륨염, 폴리(메틸 메트아크리레이트), 폴리(에틸 메트아크릴레이

트), 폴리(뷰틸메트아크릴레이트), 폴리(아이소뷰틸 메트아크릴레이트), 폴리(헥실메트아크릴레이트), 폴리(아

이소데실 메트아크릴레이트), 폴리(라우릴 메트아크릴레이트), 폴리(페닐 메트아크릴레이트), 폴리(메틸 아크릴

레이트), 폴리(아이소프로필 아크릴레이트), 폴리(아이소뷰틸 아크릴레이트), 폴리(옥타데실 아크릴레이트), 폴

리에틸렌, 폴리프로필렌, 폴리(에틸렌 글리콜), 폴리(에틸렌 옥사이드), 폴리(에틸렌 테레프탈레이트), 폴리(비

닐 알코올), 폴리비닐 아세테이트, 염화폴리 비닐, 폴리스타이렌 및 폴리비닐피롤리돈의 중합체를 포함한다. 예

시적인 천연 중합체는 덱스트란 및 셀룰로스, 콜라겐, 화학물질, 이의 유도체(화학적 기의 치환, 첨가, 예를 들

어, 알킬, 알킬렌, 하이드록실화, 산화 및 당업자에 의해 일상적으로 이루어지는 다른 변형), 알부민 및 다른

친수성 단백질, 제인 및 다른 프롤라민 및 소수성 단백질, 공중합체 및 이들의 혼합물을 포함한다. 일반적으로,

이들 물질은 효소적 가수분해 또는 생체내에서 물에 대한 노출에 의해, 표면 또는 벌크 부식에 의해 분해된다.

중합체는 선택적으로 수 중에서 그의 중량의 약 90%까지를 흡수하고, 추가로 선택적으로 다가 이온 또는 다른

중합체와 가교되는 하이드로겔의 형태이다(예를 들어, 제WO 04/009664호, 제WO 05/087201호, Sawhney, et al.,

Macromolecules, 1993, 26, 581-587 참조).

전달은 또한 콜레스테롤, 콜레스테롤 에스터 및 지방산 또는 중성 지방, 예컨대 모노-다이-및 트라이-글리세라[0518]

이드; 하이드로겔 방출 시스템; 실라스틱 시스템; 펩타이드 기반 시스템; 왁스 코팅; 통상적인 결합제 및 부형

제를 이용하는 압축 정제; 부분적으로 융합된 이식물 등과 같은 스테롤을 포함하는 지질인 비-중합체 시스템을

포함한다. 특이적 실시예는 (a) 생성물이 미국 특허 제4,452,775호, 제4,675,189호 및 제5,736,152호에 기재된

것과 같은 기질 내에서의 형태에 함유된 부식 시스템 및 (b) 생성물이 미국 특허 제3,854,480호, 제5,133,974호

및 제5,407,686호에 기재된 바와 같은 중합체로부터 제어된 속도로 침투하는 확산 시스템을 포함하지만, 이들로

제한되지 않는다. 생성물을 함유하는 리포좀은, 예를 들어(DE 3,218,121; Epstein et al., Proc. Natl. Acad.
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Sci. USA, 82: 3688-3692 (1985); Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030-4034 (1980); 유럽

특허 제52,322호; 유럽 특허 제36,676호; 유럽 특허 제88,046호; 유럽 특허 제143,949호; 유럽 특허 제142,641

호; 일본 특허 제83-118008호; 미국 특허 제4,485,045호 및 제4,544,545호; 및 유럽 특허 제102,324호)와 같은

공지된 방법에 의해 제조될 수 있다.

대안적으로 또는 추가적으로, 조성물은 본 명세서에 개시된 CAR-EC 스위치가 흡수 또는 캡슐화된 막, 스펀지 또[0519]

는 다른 적절한 물질의 영향받은 면적 내로 이식을 통해 국소적으로 투여될 수 있다. 이식 장치가 사용되는 경

우, 장치는 임의의 적합한 조직 또는 기관 내로 이식될 수 있고, 본 명세서에 개시된 CAR-EC 스위치, 핵산 또는

벡터의 전달은 볼루스를 통한, 또는 연속적 투여를 통한 또는 연속적 주입을 이용하는 카테터를 통한 장치를 통

해 직접적일 수 있다.

본 명세서에 개시된 CAR-EC 스위치를 포함하는 약제학적 조성물은 흡입, 예를 들어 건조 분말로서 제형화될 수[0520]

있다. 흡입 용액은 또한 에어로졸 전달을 위한 액화 추진제로 제형화될 수 있다. 또 다른 제형에서, 용액은 네

뷸라이징될 수 있다. 폐 투여를 위한 추가적인 약제학적 조성물은, 예를 들어, 화학적으로 변형된 단백질의 폐

전달을 개시하는 제WO 94/20069호에 기재된 것을 포함한다. 폐 전달을 위해, 입자 크기는 원위의 폐에 대한 전

달에 적합하여야 한다. 예를 들어, 입자 크기는 1㎛ 내지 5㎛일 수 있지만; 그러나, 예를 들어, 각각의 입자가

상당히 다공성이라면, 더 큰 입자가 사용될 수 있다.

본 명세서에 개시된 CAR-EC 스위치를 함유하는 특정 제형은 경구로 투여되리 수 있다. 본 방식으로 투여되는 제[0521]

형은 정제 및 캡슐과 같은 고체 제형의 조제에서 관습적으로 사용되는 담체와 함께 또는 담체 없이 제형화될 수

있다. 예를 들어, 캡슐은 생체이용가능성이 최대화되고, 사전-전신성 분해가 최소화될 때 위장관 내 지점에서

제형의 활성 부분을 방출하도록 설계될 수 있다. 추가적인 작용제는 선택적 결합제의 흡수를 용이하게 하기 위

해 포함될 수 있다. 희석제, 향미제, 저융점 왁스, 식물성 오일, 윤활제, 현탁제, 정제 붕해제 및 결합제가 또

한 사용될 수 있다.

다른 제제는 정제의 제조에 적합한 비 독성 부형제와의 혼합물로 본 명세서에 개시된 CAR-EC 스위치의 효과적인[0522]

양을 수반할 수 있다. 멸균수 또는 다른 적절한 비히클 중에서 정제를 용해시킴으로써, 용액은 단위 용량 형태

로 제조될 수 있다. 적합한 부형제는 비활성 희석제, 예컨대 탄산칼슘, 탄산나트륨 또는 중탄산나트륨, 락토스

또는 인산칼슘; 또는 결합제, 예컨대 전분, 젤라틴 또는 아카시아; 또는 윤활제, 예컨대 스테아르산마그네슘,

스테아르산 또는 탈크를 포함하지만, 이들로 제한되지 않는다.

적합한 및/또는 바람직한 약제학적 제형은 의도된 투여 경로, 전달 형식 및 목적으로 하는 투약량에 따라서 본[0523]

개시내용 및 제형화 기법의 일반적인 지식에 비추어 결정될 수 있다. 투여방식에도 불구하고, 효과적인 용량은

환자 체중, 표면적 또는 기관 크기에 따라서 계산될 수 있다. 본 명세서에 기재된 각각의 제형을 수반하는 치료

를 위한 적절한 투약량을 결정하기 위한 계산의 추가적인 정제는 당업계에서 일상적으로 이루어지며, 당업계에

서 일상적으로 수행되는 작업의 영역 내에 있다. 적절한 투약량은 적절한 용량-반응 데이터의 사용을 통해 확인

될 수 있다.

실시예[0524]

다음의 예시적 실시예는 본 명세서에 기재한 적용, 시스템 및 방법의 실시형태를 나타내며, 임의의 방법으로 제[0525]

한하는 것을 의미하지 않는다.

실시예 1 - CAR-T 부위-특이적으로 연결된 FITC-항 -CD19 항체 CAR-T 스위치 플랫폼의 세포독성[0526]

항-FITC  scFv's  4-4-20(4-4-20),  4D5Flu(4D5Flu),  4M5.3(4M5.3)  및  FITC-E2  (FITC-E2)(표  1)을  제2  세대[0527]

CAR(C-말단으로부터: CD3ξ, 4-1BB, CD8 막관통 도메인, FITC scFv)을 함유하는 렌티바이러스 벡터 내로 서브클

로닝시켰다. 얻어진 렌티바이러스 벡터를 이용하여 T 세포를 형질도입하였다.

표 1

FITC 항체[0528]

scFv 스캐폴드 Kd 주의

4-4-20 뮤린 0.23nM 마우스 혼성세포로부터 생성되고, 프레임워크 이식 및 오류 유발 DNA
셔플링에 의해 성숙됨

4D5Flu 키메라 22nM 4D5의 인간 프레임워크에 이식된 4-4-20의 CDR

4M5.3 뮤린 0.3pM 오류 유발 DNA 셔플링에 의해 돌연변이유발된 4-4-20: 극도로 높은 친
화도
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FITC-E2 인간 0.3nM 나이브 인간 scFv 라이브러리로부터 파지 디스플레이에 의해 선택됨

CAR-T 스위치 생성을 비천연 아미노산 p-아세틸페닐알라닌(pAcF)을 이용하는 항-CD19 Fab의 부위-특이적 변형을[0529]

이용하여 수행하였다. pAcF를 항-CD19 Fab의 결합 계면에 대해 원위로 2개의 독립적 부위(중쇄, HC K136; 또는

경쇄, LC S202, 도 2a)에서 혼입시켰다. 이어서, 옥심 결찰을 통해 헤테로2작용성 아자이드-PEG-아미노옥시 링

커(N3-TEG-ONH2)를 이용하여 Fab를 부위-특이적으로 변형시키기 위해 화학적 조절로서 pAcF의 케톤을 사용하였다

(도 2b). 옥심 결찰은 생리학적 조건 하에서 고도로 안정하다. 이어서, PEG-사이클로옥틴 링커에 의해 변형된

FITC를 [3+2] 첨가 환화 반응을 통해 단백질에 대해 "클릭"하였다.

전환가능한 CAR-T 플랫폼의 활성 및 특이성을 평가하기 위해, 4개의 FITC-기반 키메라 항원 수용체 중 하나를[0530]

보유하는 렌티-바이러스를 이용하여 형질도입한 단리된 인간 효과기 세포의 세포독성(형질도입 효율은 40 내지

60%임)을 분석하였다. CAR-T의 세포독성 활성은 CD19 양성 다발성 골수종 세포(IM-9, EC50 = 3-12pM) 및 CD19

양성 급성 림프구성 백혈병(ALL) 세포(RS4;11)에 대해 항-CD19-FITC 스위치 상에서 의존적이었지만, CD19 음성

세포(K526, EC50 n.d.)에 대해 매우 낮은 활성을 가졌다(도 3a 내지 도 3B),(표 2). 예상치 못하게, 세포용해는

이들 분석에서 FITC scFv 친화도와 독립적이었다. 이들 결과는 CD19-양성 버킷 림프종(다우디(Daudi)) 및 CD-19

양성 IM-9 세포에 대해 재생가능하였다. 특히, 결과는 항-CD19-FITC(평균 FITC 대 항체 비 = 2:1)의 무작위 컨

쥬게이션을 통해 생성된 스위치가 LC S202pAcF, HC K136pAcF 중 하나, 또는 둘 다에 대해 부위 특이적 컨쥬게이

션에 의해 생성된 스위치보다 덜 효능있다는 것을 나타낸다(도 3c). 추가적으로, 비특이적으로 컨쥬게이팅된 스

위치는 1nM 이상의 농도에서 (부위-특이적으로 컨쥬게이팅된 스위치보다) CD19-음성 K562 세포의 더 높은 배경

세포용해를 야기하였다. 비특이적으로 컨쥬게이팅된 스위치는 또한 세포독성 분석에서 배취 가변성을 입증하였

다. 따라서 부위-특이적 스위치는 예비 결과에서 더 높은 효능 및 더 낮게 표적을 벗어남을 입증하여, 그들의

추가적인 조사를 조장하였다.

세포독성 분석[0531]

형질도입된 인간 효과기 세포(~ 50% 형질도입 효율)를 FITC "스위치"의 여러 농도의 존재 하에서 24시간 동안[0532]

10:1(표적 세포에 대한 총 T 세포) 비에서 표적 세포와 공동인큐베이션시켰다. 표적 세포의 재지시된 용해를 제

조업자의 프로토콜에 따라 사이토톡스96(CytoTox96) 비방사성 세포독성 분석 키트(위스콘신주 메디슨에 소재한

프로메가(Promega))에 의해 결정하였다. 세포독성의 백분율을 다음에 의해 계산하였다: 세포독성% = (흡광도 실

험 평균 - 흡광도 자발성 평균)/(흡광도 최대 사멸 평균 - 흡광도 자발성 평균) x 100.

표 2

RS4;11[0533] 세포독성%

농도(pM) 4-4-20 4D5Flu 4M5.3 FITC-E2

1 4.736842 6.952663 7.608696 15.92837

10 15.89474 20.46351 33.69565 36.19227

100 37.68421 39.00394 53.36439 51.46088

1000 45.05263 51.13412 62.57764 54.38266

10000 43.78947 53.59961 65.68323 55.04241

IM-9 세포독성%

농도(pM) 4-4-20 4D5Flu 4M5.3 FITC-E2

1 0 0 16.92913 6.829268

10 43.08943 68.19923 60.62992 65.36585

100 77.64227 73.18008 88.97638 68.78049

1000 69.51219 77.0115 87.00787 86.82927

10000 63.00813 75.09579 79.52756 81.95122

K562 세포독성%

농도(pM) 4-4-20 4D5Flu 4M5.3 FITC-E2

1 5.214724 0 0.3948667 0

10 0 0 1.48075 0

100 0.9202454 0 4.047384 0

1000 1.533742 0 0 17.75599
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10000 13.59918 30.28105 13.6229 15.35948

실시예 2 - 부위-특이적으로 연결된 FITC-항 -Her2 항체 CAR-T 스위치의 세포독성[0534]

트라스투주맙(허셉틴(Herceptin)) 항체에 기반한 항-Her2 스위치를 이용하여 SKBR3 Her2-양성 유방암세포에 대[0535]

한 CAR-T 활성을 분석하였다. Fab 스위치를 무작위로 컨쥬게이팅된 FITC-항-CD19 항체 CAR-T 스위치와 유사한

방식으로 FITC를 지니는 LC S202pAcF에서 컨쥬게이팅 또는 무작위로 컨쥬게이팅시켰다. 결과는 LC S202pAcF에서

FITC 컨쥬게이팅된 이런 FITC-항 -Her2 항체 CAR-T 스위치가 Her2-양성 세포(EC50 = 8 내지 20nM)에 대해 활성

을 제어하는데 효과적이었다는 것을 입증하였다(도 3D, 표 3). 비특이적으로 컨쥬게이팅된 스위치는 또한 세포

독성 분석은 또한 세포독성 분석에서 배취 가변성을 입증하였다.

표 3

컨쥬게이션 방법에 의한 FITC 스위치 활성[0536]

SKBR3 세포독성%

농도 (pM) aHer2 메트 아자이
드

aHer2 wt NHS (0.5) aHer2 wt NHS (1) aHer2 wt iso
(0.5)

aHer2 wt iso
(1)

0.01 1.973684 0.5695688 1.72117 0.5967605 3.948577

0.1 9.12966 14.533 7.825433 0.0372995 0

1 41.97158 60.69239 24.68021 27.04215 0

10 77.65542 73.0256 60.19564 72.69675 35.50652

100 87.67318 84.06059 78.85629 75.53152 54.46339

1000 95.7016 85.28669 92.85177 89.10854 72.81846

10000 91.08348 87.23404 91.94884 83.28982 74.42327

MDA MB231 세포독성%

농도 (pM) aHer2 메트 아자이
드

aHer2 wt NHS (0.5) aHer2 wt NHS (1) aHer2 wt iso
(0.5)

aHer2 wt iso
(1)

0.01 0 3.824247 1.72117 0.5967605 3.948577

0.1 0 0 0 0 0

1 0.4157044 0 0 0 0

10 9.745958 0 0.877193 3.500691 0

100 47.99076 34.01163 36.88828 39.88945 20.78413

1000 48.72979 46.89922 46.49123 45.87748 37.12801

10000 45.86605 43.70155 43.53647 41.08706 36.65564

MDA MB468 세포독성%

농도 (pM) aHer2 메트 아자이
드

aHer2 wt NHS (0.5) aHer2 wt NHS (1) aHer2 wt iso
(0.5)

aHer2 wt iso
(1)

0.01 0 0 0 0 0

0.1 0 0 0.6703911 0 0

1 -5.84989 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0

100 0 0 0 2.99667 30.60296

1000 0 0 14.07821 36.73696 39.70421

10000 2.538631 8.604651 21.45251 36.29301 40.84187

실시예 3 - 각각의 CAR에 대해 친화도를 변화시킨 FITC-항-Her2 CAR-T 스위치의 효능.[0537]

Her2를 발현시키는 세포주를 악성 세포를 0 (<20,000 항원/세포), 1+(100,000 /세포), 2+ (500,000 /세포) 및[0538]

3+ (>2,000,000 /세포)로서 분류하는 임상적 면역조직화학 특징을 반영하여 항원 밀도에 대해 잘 특성규명하였

다. Her2에 대해 정량적으로 특성규명한 세포주의 이용가능성은 그것을 항원 밀도에 대한 CAR-T scFv 친화도의

효과를 연구하기 위한 이상적인 시스템으로 만들었다. SKBR3 세포(Her2, 3+)에 대한 Her2 스위치의 효능을 입증

한 예비 데이터를 구성하여, 유방암 계통 MDA MB453(Her2, 2+), MDA MB231(Her2, 1+), 및 MDA MB468(Her2, 음

성, 0)에 대한 다양한 Her2 스위치의 활성을 시험하였다. 절제불가능한 Her2 1+ 또는 2+ 유방암(트라스투주맙은

3+ 환자에 대해서만 처방함)에 대해 효과적인 요법이 없기 때문에, 이 CAR-T의 임상 적용은 절제불가능한 유방
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암을 지니는 수천명의 여성에 대한 상당한 치료적 선택사항을 제공할 수 있다. 추가로, Her2 CAR-T 세포에 의한

임상 시험은 이들 요법이 고용량에서 잠재적으로 독성이라는 것을 입증하였다. CAR-T 반응에 대해 또는 반응을

벗어나서 역가에 대한 스위치의 사용은 이 내용에서 특히 유리할 수 있다.

표 4

표적 항원 밀도에 의한 FITC 스위치 활성[0539]

SKBR3 세포독성%

농도(pM) 4-4-20 4D5Flu 4M5.3 FITC-E2

1 4.736842 6.952663 7.608696 15.92837

10 15.89474 20.46351 33.69565 36.19227

100 37.68421 39.00394 53.36439 51.46088

1000 45.05263 51.13412 62.57764 54.38266

10000 43.78947 53.59961 65.68323 55.04241

MDA MB231 세포독성%

농도(pM) 4-4-20 4D5Flu 4M5.3 FITC-E2

1 0 0 0 0

10 3.395062 8.403806 25.14029 12.71137

100 32.65432 34.93658 55.66779 49.79592

1000 36.97531 47.51586 57.68799 50.37901

10000 30.4321 51.32135 59.48373 57.95918

MDA MB468 세포독성%

농도(pM) 4-4-20 4D5Flu 4M5.3 FITC-E2

1 0 0 0 0

10 0 0 0 0

100 0 0 0 0

1000 0 0 0 0

10000 0 0 0 0

실시예 4. 최적 스위치의 생물물리학 특징[0540]

가성 면역학적 시냅스에서 구조 활성 관계의 철저한 이해는 임상 후보에 대해 전환가능한 CAR-EC를 전진시키는[0541]

데 중요하다. 부위 특이적 컨쥬게이션 방법은 본 명세서에 개시된 CAR-EC 스위치를 생성하기 위해 사용되기 때

문에, 전통적인 비특이적 컨쥬게이션 방법을 이용하여 달리 탐구할 수 없는 스위치의 생물물리학적 특징(예를

들어, 기하학적 구조, 길이, 원자가 및 스위치의 항체 형태 및 CAR-EC 활성화에 대한 그들의 효과)을 평가할 수

있다.

컨쥬게이션의 현재 두 단계 방법(옥심 결찰 다음에 클릭 화학, 도 2)은 링커 최적화에 대해 편리할 수 있고, 1-[0542]

단계 클릭 컨쥬게이션은 확장가능한 생성이 바람직할 수 있다. 이와 관련하여, 비천연 아미노산 p-아지도페닐알

라닌(pAzF)은 FITC-링커의 1 단계 부착을 위한 단백질 생성 클릭 기질로서 작용하도록 혼입된다(도 5a). 이 컨

쥬게이션 전략을 이용하여 스위치의 크기를 탐구하기 위해, PEG 링커의 길이는 4개의 PEG 서브유닛(16Å)으로부

터 32개의 PEG 서브유닛(112Å)까지 변하며, 세포독성을 매개하는 스위치 능력에 대해 평가한다. 너무 짧은 링

커는 결합을 방해하는 반면, CAR-T와 표적 세포 사이의 거리를 증가시킴으로써 효능을 감소시켰다.

전환가능한 CAR-EC에 대한 부위-특이적 컨쥬게이션의 효과를 추가로 연구하기 위해, pAzF를 본래의 부위로부터[0543]

30Å 이상인 LC T109 또는 HC A123에서 혼입시키고 면역학적 시냅스에 대해 수직인 스위치의 기하학적 구조를

 "회전시킨다". 추가로, 이들 부위는 항원 Fab의 결합 계면에 더 가까우며, CAR-T를 그의 표적에 더 가깝게 가

져와야 한다. 추가적인 돌연변이는 Fa를 통해 탐구한다.

다가 기질을 동시에 생성하기 위해 단백질 내 다중 부위에서 pAzF 잔기를 혼입시킴으로써 원자가 효과를 시험하[0544]

였다. 예비 결과는 LC S202와 HC K136 둘 다에 대한 2개의 FITC 분자의 컨쥬게이션이 하나의 부위에 대한 컨쥬

게이션과 동일하게 효능있다는 것을 나타내었다(도 3C). 

실시예 5. 이종이식 및 동계이식 마우스 모델에서, 그리고 이종성 종양을 지니는 CAR-T 시스템의 평가.[0545]

시험관내 스위치 및 표적을 벗어난 반응성의 최적화 후에, CAR-T 플랫폼의 효능을 3개의 마우스 모델에서 분석[0546]
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한다: 이종이식, 동계이식, 및 이종성(도 4B에서 도시한 순서도 참조). 최적의 FITC- CAR-T 입체배치를 생체내

연구에서 수행한다. 스위치의 혈청 반감기는 생체내 활성을 조절하기 위한 능력에 대해 큰 영향을 가질 가능성

이 있기 때문에, Fab의 PK, 및 IgG 스위치를 우선 평가하였다. 지속적 T 세포 반응에 대해 안전하게 적정하는

능력을 지니는 혈청 반감기의 균형을 맞추는 것은 중요할 것이다. Fab’는 CAR-EC의 효능 및 대조군에 대한 이

상적인(t1/2 = 3 내지 4 시간) 항체 형식일 수 있다. FITC를 지니는 항체의 변형은 PK를 상당하게 변용시키는 것

으로 예상되지 않는다. PK 연구에서 FITC 컨쥬게이트의 무결성을 샌드위치 ELISA 및 고해상도 질량 분석법에 의

해 확인한다. 정맥내 투여에 추가로, 피하 생체이용가능성을 또한 평가한다.

이종이식[0547]

효능을 평가하기 위해, 마우스 이종이식 모델을 사용하여 이들 전환가능한 플랫폼을 CAR-T 스위치 플랫폼에 의[0548]

해 앞서 개발된 것과 비교한다. 이를 위하여, RS4;11, NALM-6, Raji 또는 다른 CD19 양성 세포주를 사용하여 비

-비만 당뇨병-중증 조합 면역결핍(NOD-SCID-γ
-/-
, NSG) 마우스에서 종양 모델을 확인한다. FITC-CAR-EC를 IV로

전달하고, 용량-범위 발견을 FITC 항-CD19 스위치에 대해 수행하고 나서, 야생형 CD19 Fab 대조군과 비교한다.

효능을 종양 부담 및 전반적인 생존 기준으로 판단한다. 마우스를 말초 혈액에서 CAR-EC의 증식을 모니터링하기

위해 매주 혈액을 회수하면서 90일 동안 모니터링한다. 효과기에 초점을 둔 CAR-EC의 면역표현형 특성규명을 상

술하면, 기억, 노화(말단 분화됨) 또는 면역성 결핍화된 표현형을 다채널 유세포 분석기를 이용하여 표준 표현

형 매개변수에 따라 정하였다. 이는 전환가능한 CAR-EC의 생체내 개발이 CAR-T-19에 비해 세포의 임상적 지속성

에 영향을 미치는 특정 T 세포 격벽쪽으로 편향되는지 여부를 결정하는데 특히 적절하다.

Fab 및 IgG 기반 스위치의 효능을 관찰한 PK 데이터마다 적절한 투약량에서 전달하고, 비교한다. IgG는 생체내[0549]

에서 그의 긴 체류시간 동안 이 모델에서 가장 효능이 있을 수 있다. 이 생각에 대한 추가적인 설명을 동계이식

모델에서 수행한다.

1차 환자-유래 ALL 또는 CLL 샘플을 얻고, NSG 마우스에서 이종이식 모델을 생성한다. 1차 샘플을 유세포분석기[0550]

에 의해 CD19 발현에 대해 특성규명한다. 요법의 투여 전 2 내지 3주 동안 마우스에서 백혈병을 확립한다. 말초

혈액에서 CD19+ ALL 아구 계수를 모니터링함으로써 CAR-T-19에 대한 효능을 판단한다. 백혈병이 제어 또는 제거

되지 않는 경우에, 증식된 아구를 면역표현형화한다(구체적으로 추가 연구를 위해 CD19 항원 발현의 손실을 찾

음). (후자는 RS4;11-기반 이종이식과 실질적으로 상이한 것으로 예상되지 않지만)CAR-EC의 지속을 또한 모니터

링한다.

동계이식[0551]

전환가능한 CAR-EC는 면역적격 B 세포 림프종 마우스 모델에서 B 세포 무형성증을 반전시키는 능력에 대해 시험[0552]

중에 있다. 뮤린 대용 CAR-T를 생성하기 위해, 공학처리한 FITC-기반 키메라 수용체를 뮤린 비장세포 내로 형질

도입을 위해 몰로니 뮤린 백혈병-기반 레트로바이러스 벡터로 클로닝한다. 뮤린-유래 신호전달 도메인 CD28 및

CD3z를 사용한다. 항-인간 CD19 항체는 마우스 CD19와 교차반응하지 않으며; 따라서, 래트 항-마우스 CD19 혼성

세포 1D3을 얻고(ATCC로부터) 가변 영역을 시퀀싱한다. 이 서열을 비천연 아미노산 혼입을 위해 발현 벡터 내로

클로닝시켜 스위치를 생성하고, 키메라 항원 수용체 내로 클로닝시켜 CAR-T-19 마우스 대용물을 생성한다.

형질도입의 최적화 및 시험관내 효능의 평가 후에, Myc5-CD19 세포주를 사용하여 야생형 C57BL/6 마우스에서 B[0553]

세포 림프종을 확립한다. CAR-EC 및 스위치를 이종이식 연구 및 대용 시스템에 의한 시험관내 분석에 기반한 투

약 스케줄을 이용하여 투여한다. 특히 이 모델에서의 관심 대상은 Myc5-CD19 소멸 및 B 세포 절제 속도에 대해

Fab 및 IgG 기반 스위치를 비교하는 것이다. 이종이식 연구에 대해, CAR-T 증식을 모니터링하고, 면역표현형 특

성규명을 생체 밖에서 수행한다. 림프종 세포의 제거 후에, 스위치 투여를 중단하고, 말쵸 혈액에서 B 세포의

재증식을 모니터링한다. 대용 CAR-T-19와 대용 전환가능한 CAR-T는 둘 다 장기간 관해를 가능하게 하는 것으로

예상될 뿐만 아니라 전환가능한 플랫폼이 B 세포의 골수 증식을 가능하게 한다. 주요 기관에 대한 CAR-T 침입을

사전에 정한 코호트 조직학을 통해 모니터링하고, 치료 후 180일에 세포 분석을 수행한다. 자극이 없는 CAR-

EC의 장기간 지속을 따른다.

이종성 종양을 표적화하기 위한 CAR-EC 스위치[0554]

CAR-T-19 요법 동안 CD19 탈출 변이체에 기인하는 ALL 재발과 싸우기 위해 단일의 양자 전달된 CAR-T를 이용하[0555]

여 동일 환자에서 상이한 항원을 순차적으로 또는 동시에 표적화하기 위해 항-CD20 항체 리툭시맙에 기반한 제2

스위치.
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항-CD20 스위치를 실시예 3에서 결정한 최적의 특징을 이용하여 항-CD19 스위치와 유사한 방식으로 생성한다.[0556]

리툭시맙에 기반한 CAR-T-20을 비교를 위해 구성한다. CD20-양성 IM-9 및 다우디 세포주에 대해 시험관내로 효

능을 시험한다. 이종성 B-세포 림프아구를 생성하기 위해, 만성 골수성 백혈병-유래 K562 세포주(CD20 및 CD19

에 대해 음성임)를 렌티바이러스 벡터를 이용하여 CD19 항원에 의해 안정하게 형질도입한다. 유동 분류를 통해

단일 세포 클론을 얻어서 상동성 CD19 발현을 지니는 집단을 얻는다. 이어서 이 세포주를 CD20에 의해 형질도입

하고, 고(CD20
고
) 또는 저(CD20

저
) 수준의 항원 발현에 의해 분류한다. CD19

+
CD20

-
 및 CD19

+
CD20

고
 또는 CD19

+
CD20

저
의 혼합물에 대한 전환가능한 CAR-T의 활성화 및 세포독성을 CD19 및 CD20 스위치(동시 또는 순차적 투여)를

이용하여 시험관내 평가한다. 상기 방법은 리툭시맙 스위치를 이용하여 CAR-T를 자극하는데 필수적인 집단에서

CD20
고
 또는 CD20

저
 세포의 가장 낮은 백분율을 연구할 기회를 제공한다. 이어서, 이 시스템을 이종이식 마우스

모델에서 시험한다. CD19
+
CD20

-
 및 CD19

+
CD20

+
의 혼합물을 사용하여 이종이식을 확립한다. 대안적으로, 본 발명

자들의 초기 이종이식 연구에서 CD19 또는 CD20 발현에 대해 이종성이 되는 것으로 발견된다면, 1차 환자 유래

ALL 샘플을 이 실험에 대해 사용한다. 항-CD20 스위치를 지니는 전환가능한 CAR-EC를 투여하여 CD19
+
CD20

+
 집단

을 제거하고 나서, CD19
+
CD20

-
 세포의 결과물을 허용한다. 동일한 CAR-T의 재표적화의 실현가능성을 입증하기 위

해, 항-CD19 스위치를 후속적으로 투여하고, 남아있는 이종이식의 성장을 모니터링한다. 희생시킨 마우스의 코

호트에서 또는 1차 아구에서 항원 발현에 대해 종양을 평가한다. 동시 표적화를 또한 평가한다. 치료를 CAR-T-

19, CAR-T-20, 또는 동시에 둘 다와 비교한다. 이 방법은 임상에서 재발에 대한 경향에 대해 상당한 이점을 제

공할 수 있는 반면, B 세포의 지속적 손실을 회피한다.

실시예 6. 소분자 스위치[0557]

PBMC 및 세포주[0558]

인간 PBMC를 제조업자의 프로토콜에 따라 피콜-파크 플러스(Ficoll-Paque PLUS)(뉴저지주 피츠카타웨이에 소재[0559]

한 GE 헬스케어(GE healthcare) 밀도 구배를 이용하는 원심분리에 의해 건강한 공여체의 전혈로부터 새로 단리

시켰다. 5%  인간 AB  혈청(버지니아주 윈체스터에 소재한 밸라 바이오메디칼(Valley Biomedical))을 함유하는

AIM-T 배지(라이프 테크놀로지즈)에서 3:1(비드 대 세포)로 다이나비즈 인간(Dynabeads Human) 효과기-활성체

CD3/CD28(캘리포니아주 칼스베드에 소재한 라이프 테크놀로지즈(Life Technologies))를 이용하여 세포를 즉시

활성화시켰다. HEK293FT 세포주를 이용하여 렌티바이러스 생성을 수행하였다. 바이러스 상청액을 사용하여 황산

프로타민 및 재조합 인간 IL2(미네소타주 미니애폴리스에 소재한 알앤디 시스템즈(R&D systems))의 존재 하에

원심분리적 접종(spinoculation)을 통해 활성화된 PBMC를 형질도입하였다. C4-2, KB 및 A549 세포주를 RPMI-

1640,  이글의  최소  필수  배지  및  10%  소태아  혈청으로  보충한  F-12K  배지(모두 라이프  테크놀로지즈(Life

Technologies))에서 각각 유지하였다.

도 5a는 P-TriA-FITC의 구조를 나타낸다. 도 5b는 TriA-2-[3-(1,3-다이카복시프로필)우레이도] 펜탄다이온산 링[0560]

커가 FITC에 컨쥬게이팅되는 합성에 대한 반응식을 도시한다. 도 5c는 P-TriA-FITC의 연속 희석을 이용하는 항-

FITC-CAR T 세포 표적화 C4-2(PSMA+) 전립선 암세포의 24시간 세포독성 분석으로부터의 결과를 도시한다. 각각

의 농도를 3회 중복해서 수행하였다. 세포독성의 평균 백분율로서 결과를 나타낸다. 도 5C에서 도시한 그래프에

대한 수치적 값을 표 5에 나타낸다.

표 5

농도(pM)[0561] 4M5.3 비-형질도입된 T 세포

0.000000 4.662171 4.215603 5.510651 0.176394 0.346090 1.203501

0.000512 3.992319 3.358192 4.688965 1.417854 0.846247 1.051668

0.002560 3.661859 2.491850 2.206047 0.265708 0.846247 0.140669

0.012800 3.554682 1.303979 1.205734 1.632206 0.149600 0.855178

0.064000 2.840173 2.447193 4.572858 0.506855 -0.814990 0.881972

0.320000 2.223909 2.545438 2.965212 0.194257 0.551512 -0.189790

1.600000 4.340642 3.652927 3.956594 -0.341620 0.551512 1.212432

8.000000 9.172509 10.762290 7.582727 1.408922 0.462198 0.551512

40.000000 52.561070 55.812080 53.561380 -1.109720 -0.582770 1.176707

200.000000 77.220560 76.532850 73.915960 -0.529180 0.506855 -0.422010

1000.000000 82.624030 79.944630 78.908590 0.024561 0.096012 0.042424
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5000.000000 82.043500 77.452780 78.006520 1.051668 -0.913230 0.113875

도 6a은 엽산-FITC의 구조를 나타낸다. 도 6b 내지 도 6c는 엽산-FITC의 다양한 농도의 존재에서 KB(FR+)(도[0562]

6b) 또는 A549(FR-)(도 6c 참조) 표적 세포와 함께 공동 인큐베이션시킨 항-FITC-CAR-T의 시험관내 세포독성 분

석으로부터의 결과를 도시한다. 각각의 농도를 3회 중복하여 수행하였다. 결과를 세포독성의 평균 백분율로서

나타낸다. 도 6b 및 도 6c에 도시한 그래프에 대한 수치적 값을 표 6 및 표 7에 각각 나타낸다.

표 6

FR+ 세포에서 FITC-엽산 스위치의 세포독성[0563]

KB 세포독성%

농도(pM) 4M5.3 비-형질도입된 T 세포

0 5.777075 1.843410667

0.32 8.299503 2.267117

1.6 16.50075 3.005248333

8 37.10323 2.186593667

40 68.10538 2.880628667

200 74.5856 2.324634

1000 77.07735 2.380233333

5000 76.95082 2.042802

표 7

A549[0564] 세포독성%

농도(pM) 4M5.3 비-형질도입된 T 세포

0 0.483774 0.212992333

0.32 0.957294667 -0.985726667

1.6 0.526652 -1.021143333

8 0.765276333 -1.052836667

40 2.554960333 -1.51517

200 5.776392333 -0.959626667

1000 5.873333 -1.157236667

5000 3.145929 -1.613976667

실시예 7. CAR 및 CAR-T 스위치 구성[0565]

CAR을 다음과 같이 구성하였다:[0566]

플루오레세인 아이소티오사이아네이트(FITC)를 표적화하기 위해 LV-EF1a-4-4-20-BBZ(서열번호 1)를 설계하였다.[0567]

20nM 친화도를 지니는 scFv 4-4-20를 마우스 혼성세포로부터 생성하였고, 프레임워크 이식 또는 오류유발 DNA

셔플링에 의해 성숙시켰다. 문헌[  Improving in vivo folding and stability of a single-

chain Fv antibody fragment by loop grafting. Protein Eng. 1997 Aug;10(8):959-66]으로부터의 경쇄 다음에

중쇄 및 (GGGGS)6, (서열번호 57, 여기서 n=6) 링커를 이용하여 구성하였다.

LV-EF1a-4D5Flu-BBZ(서열번호  2)를  플루오레세인  아이소티오사이아네이트(FITC)를  표적화하도록  설계하였다.[0568]

20nM 친화도를 지니는 scFv 4D5Flu를 인간화된 Her2/neu scFv 4D5의 프레임워크에 4-4-20의 CDR을 이식함으로

써 생성하였다. 문헌[Jung S,  Improving in vivo folding and stability of a single-chain

Fv antibody fragment by loop grafting. Protein Eng. 1997 Aug;10(8):959-66]으로부터의 경쇄 다음에 중쇄

및 (GGGGS)6, (서열번호 57, 여기서 n=6) 링커로 구성하였다.

LV-EF1a-4M5.3-BBZ(서열번호  3)를  플루오레세인  아이소티오사이아네이트(FITC)를  표적화하도록  설계하였다.[0569]

0.3pM의 친화도를 지니는 scFv 4M5.3을 오류 유발 DNA 셔플링에 의해 돌연변이유발된 그의 모 scFv 4-4-20으로

부터 생성하였다.  문헌[Boder  ET,  Midelfort  KS,  Wittrup  KD.  Directed  evolution  of  antibody  fragments
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with  monovalent  femtomolar  antigen-binding  affinity.  Proc  Natl  Acad  Sci  U  S  A.  2000  Sep

26;97(20):10701-5]으로부터의 경쇄 다음에 중쇄 및 25 아미노산 링커(SSADDAKKDAAKKDDAKKDDAKKDG), (서열번호

58)로 구성하였다.

LV-EF1a-FITC-E2-BBZ(서열번호  4)를  플루오레세인  아이소티오사이아네이트(FITC)를  표적화하도록  설계하였다.[0570]

0.3nM의 친화도를 지니는 scFv FITC-E2를 파지 라이브러리를 이용함으로서 나이브 인간 scFv 라이브러리로부터

선택하였다. 문헌[Vaughan J, Williams AJ, Pritchard K, Osbourn JK, Pope AR, Earnshaw JC, McCafferty J,

Hodits RA, Wilton J, Johnson KS. Human antibodies with sub-nanomolar affinities isolated from a large

non-immunized phage display library. Nat Biotechnol. 1996 Mar;14(3):309-14]으로부터의 경쇄 다음에 중쇄

및 (GGGGS)3, (서열번호 57, 여기서 n=3) 링커로 구성하였다.

CAR-T 스위치의 표적 상호작용 도메인(TID)을 다음과 같이 구성하였다:[0571]

pBAD-CD19wt(서열번호 5)는 B-세포의 표면, 및 관련 악성 종양 상에서 발견되는 마우스 항-인간 CD19 수용체를[0572]

표적화하는 Fab를 포함한다. 마우스 항-인간 CD19 VH 및 VL 도메인을 인간 CH1 및 CL 프레임 내로 삽입함으로써

서열을 구성하였다.  서열은 문헌[Milone  MC,  Fish  JD,  Carpenito  C,  Carroll  RG,  Binder  GK,  Teachey  D,

Samanta  M,  Lakhal  M,  Gloss  B,  Danet-Desnoyers  G,  Campana  D,  Riley  JL,  Grupp  SA,  June  CH.  Chimeric

receptors  containing  CD137  signal  transduction  domains  mediate  enhanced  survival  of  T  cells  and

increased antileukemic efficacy in vivo. Mol Ther. 2009 Aug;17(8):1453-64]으로부터의 서열이다. 서열은

항-CD19 항체 FMC63으로부터 유래되었다. 서열을 pBAD 벡터로 클로닝하였다.

pBAD-CD19 LS202X mt(서열번호 6)는 B-세포의 표면, 관련 악성 종양 상에서 발견되는 마우스 항-인간 CD19 수용[0573]

체를 표적화하는 Fab를 포함한다. 마우스 항-인간 CD19 VH 및 VL 도메인을 인간 CH1 및 CL 프레임 내로 삽입함

으로써 서열을 구성하였다. 경쇄의 세린 202 내에 하나의 앰버 돌연변이체 부위가 있다. 앰버 돌연변이체 부위

는 비천연 아미노산을 혼입시킨다.

pBAD-CD19 HK136X mt(서열번호 7)는 B-세포의 표면, 관련 악성 종양 상에서 발견되는 마우스 항-인간 CD19 수용[0574]

체를 표적화하는 Fab를 포함한다. 마우스 항-인간 CD19 VH 및 VL 도메인을 인간 CH1 및 CL 프레임 내로 삽입함

으로써 서열을 구성하였다. 중쇄의 라이신 136 내에 하나의 앰버 돌연변이체 부위가 있다. 앰버 돌연변이체 부

위는 비천연 아미노산을 혼입시킨다.

pBAD-CD19  LS202/HK136X  mt(서열번호 8)는 B-세포의 표면, 관련 악성 종양 상에서 발견되는 마우스 항-인간[0575]

CD19 수용체를 표적화하는 Fab를 포함한다. 마우스 항-인간 CD19 VH 및 VL 도메인을 인간 CH1 및 CL 프레임 내

로 삽입함으로써 서열을 구성하였다. 경쇄의 세린 202 및 중쇄의 라이신 136 내의 2개의 앰버 돌연변이 부위가

있다. 앰버 돌연변이체 부위는 비천연 아미노산을 혼입시킨다.

실시예 8. FITC-αCS1 항체 CAR-T 스위치의 세포독성[0576]

FITC-αCS1 항체 CAR-T 스위치의 세포독성을 MM.1S 세포주에서 분석하였다. 항-CS1 클론 HuLuc63(서열번호 10[0577]

또는 11)로부터의 가변 영역을 Fab 형식으로 인간 불변 영역 내로 클로닝시키고, 이콜라이 세포 내의 pBAD 벡터

로부터 발현시켰다. Fab를 단백질 G에 의해 정제하였고, NHS-에스터 활성화된 링커-FITC 분자를 이용하여 FITC

와 비특이적으로 컨쥬게이션시켰다. 컨쥬게이션은 항체 대 FITC 비를 0.5 대 1.5의 범위로 수득하였다. 세포독

성을 평가하기 위해 컨쥬게이팅된 항-CS1-FITC 스위치의 여러 가지 농도로 표적 세포에 대한 10:1 비에서 FITC-

E2 scFv로부터 유래된 항-FITC CAR-T를 사용하였다.

표 8

MM.1S (CS1
+
CD19

-
) 세포주에서 FITC-αCS1 항체 스위치의 세포독성[0578]

세포독성%

농도(pM) αCS1-FITC 스위치 αCD19-FITC 스위치

10 97.29295 4.996922

1 81.90135 8.273115

0.1 54.43238 4.841375

0.01 5.488979 -0.8360615

0.001 1.685213 -3.69422

0.0001 1.669164 6.05658

0.00001 3.715493 9.459152
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실시예 9. FITC_?BCMA 항체 CAR-T 스위치의 세포독성[0579]

FITC-αBCMA 항체 CAR-T 스위치의 세포독성을 RPMI 8226 (BCMA
+
) 세포주에서 분석하였다. 항-BCMA 클론 BCMA98[0580]

(서열번호 14 또는 15)로부터의 가변 영역을 Fab 형식으로 인간 불변 영역 내로 클로닝시키고, 이콜라이 세포

내의 pBAD 벡터로부터 발현시켰다. Fab를 단백질 G에 의해 정제하였고, NHS-에스터 활성화된 링커-FITC 분자를

이용하여 FITC와 비특이적으로 컨쥬게이션시켰다. 컨쥬게이션은 항체 대 FITC 비를 0.5 대 1.5의 범위로 수득하

였다. 세포독성을 평가하기 위해 컨쥬게이팅된 항-BCMA-FITC 스위치의 여러 가지 농도로 표적 세포에 대한 10:1

비에서 FITC-E2 scFv로부터 유래된 항-FITC CAR-T를 사용하였다.

표 9

RPMI 8226 (BCMA
+
) 세포주에서 FITC-αBCMA 항체 스위치의 세포독성[0581]

세포독성%

농도(pM) αBCMA-FITC 스위치

10 57.57705

1 48.45045

0.1 24.6988

0.01 0.7577045

0.001 -3.643465

0.0001 -2.776545

0.00001 -1.573434

실시예 10. FITC-α EGFRvIII 항체 CAR-T 스위치의 세포독성[0582]

FITC-EGFRvIII  항체 스위치의 세포독성을 U87MGΔEGFR(EGFRvIII
+
)  세포주에서 분석하였고, 항-EGFRvIII  클론[0583]

hu806(서열번호 12 및 13)으로부터의 A549(EGFRvIII
low
) 세포주 가변 영역을 Fab 형식으로 인간 불변 영역 내로

클로닝시키고, 이콜라이 세포 내의 pBAD 벡터로부터 발현시켰다. Fab를 단백질 G에 의해 정제하였고, NHS-에스

터 활성화된 링커-FITC 분자를 이용하여 FITC와 비특이적으로 컨쥬게이션시켰다. 컨쥬게이션은 항체 대 FITC 비

를 0.5 대 1.5의 범위로 수득하였다. 세포독성을 평가하기 위해 컨쥬게이팅된 항-EGFRvIII-FITC 스위치의 여러

가지 농도로 표적 세포에 대한 10:1 비에서 FITC-E2 scFv로부터 유래된 항-FITC CAR-T를 사용하였다.

표 10

U87MGΔEGFR(EGFRvIII
+
) 세포주 및 A549(EGFRvIII

low
) 세포주에서 FITC-EGFRvIII 항체 스[0584]

위치의 세포독성

세포독성%

농도(pM) A549(EGFRlow) U87MGDEGFR(EGFRvIII+)

10 1.6 34.5

1 0.7 31.4

0.1 -0.5 24.1

0.01 -0.1 9.7

0.001 0 1

0.0001 1.2 3

0.00001 1.2 1.5

실시예 11: 항-CD19 Fab에서 FITC 컨쥬게이션 부위의 최적화[0585]

본 명세서에 개시된 항-FITC-CAR-T 세포는 전통적인 CAR-T 세포와 유사한 신호전달 도메인을 구성함에도 불구하[0586]

고, 전환가능한 CAR-T 세포의 활성화는 전통적인 CAR-T 세포에 의해 관찰한 바이너리 복합체(예를 들어, 표적

세포 및 CAR-T 세포)에 비해 터너리 복합체(예를 들어, 표적 세포, 항체 스위치, 및 CAR-T 세포)의 형성에 의존

한다. 따라서, 터너리 복합체의 각각의 구성성분을 연구하여 보편적인 CAR-EC 플랫폼에 대한 최적의 매개변수를

결정하였다. 컨쥬게이션 부위의 효과를 연구하기 위해, 몇몇 항-CD19 Fab 돌연변이체를 발현시켰고, 이때 pAzF

를 항-CD19 Fab의 경쇄(LC) 및 중쇄(HC) 상에서 상이한 위치에 혼입시켰다(도 9a). pAzF를 항-CD19 Fab의 경쇄
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의 위치 세린 202(LCS202), 글리신 68(LCG68) 및 트레오닌 109(LCT109)에서 혼입시켰다. pAzF를 항-CD19 Fab의

중쇄의 위치 세린 74(HCS74), 알라닌 121(HC121), 라이신 136(HCK136)에 혼입시켰다. 이중 돌연변이체를 또한

경쇄의 세린 202 및 중쇄의 라이신 136 내로 혼입시킴으로써(LCS202/HCK136) 그리고 pAzF를 중쇄의 세린 74 및

경쇄의 글리신 68 내로 혼입시킴으로써(HCS74/LCG68) 구성하였다. 간략하게, 수직의 앰버 억제자 tRNA 및 아미

노아실-tRNA 합성효소(aaRS) 쌍을 상이한 위치에서 TAG 코돈을 함유하는 Fab 유전자를 이용하여 이콜라이에서

공동발현시켰고, 배양물을 성장시키고, 도입된 TAG 코돈에서 pAzF를 혼입시켰다. 이콜라이의 주변세포질 용해

후에, Fab를 단백질 G 친화도 정제에 의해 정제하였다. Fab에서 pAzF의 분자량 및 부위 특이적 혼입을 SDS-PAGE

겔 및 ESI-MS에 의해 확인하였다. 이어서, 상이한 부위에서 pAzF를 함유하는 돌연변이체 Fab를 단일 단계 반응

에서 사이클로옥틴-FITC 링커를 이용하여 부위-특이적으로 변형시켰다(도 9b). 최종 항체 컨쥬게이트를 크기-배

제 크로마토그래피에 의해 추가로 정제하고 나서, SDS-PAGE(도 11 및 도 21) 및 ESI-MS(도 10A 내지 도 10N 및

도 22A 내지 22H)에 의해 특성규명하였다. 도 11에서 나타내는 바와 같이, 레인 1은 단백질 표준이고, 레인 2는

LCG68이며, 레인 3은 LCT109이고, 레인 4는 HCS74이며, 레인 5는 HCA121이고, 레인 6은 LCS202이며, 레인 7은

HCK136이고, 레인 8은 LCS202/HCK136이며, 레인 9는 블랭크이고 레인 10은 DTT로 처리한 LCS202/HCK136이다.

도  21에서  나타내는  바와  같이,  레인  1은  단백질  표준이고,  레인  2는  LCS202(DTT  없음)이며,  레인  3은

HCS74(DTT 없음)이고, 레인 4는 HCS74/LCG68(DTT 없음)이며, 레인 5는 WT:DAR ~1(DTT 없음)이고, 레인 6은 블

랭크이며, 레인 7은 LCS202(DTT 있음)이고, 레인 8은 HCS74(DTT 있음)이며, 레인 9는 HCS74/LCG68(DTT 있음)이

고, 레인 10은 WT:DAR ~1(DTT 있음)이다. 도 10A는 HCS74에 대한 ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도 10B는 HCK136에

대한 ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도 10C는 LCS202/HCK136에 대한 ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도 10D은 HCA121에 대

한 ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도 10E는 LCG68에 대한 ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도 10F LCS202에 대한 ESI-MS 스

캔을  나타낸다.  도  10G는  LCT109에  대한  ESI-MS  스캔을  나타낸다.  도  10H는  HCS74에  대한  디콘볼루션된

(deconvoluted) ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도 10I는 HCK136에 대한 디콘볼루션된 ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도

10J는  LCS202/HCK136에  대한  디콘볼루션된  ESI-MS  스캔을 나타낸다.  도  10K는  HCA121에  대한  디콘볼루션된

ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도 10L은 LCG68에 대한 디콘볼루션된 ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도 10M은 LCS202에 대

한 디콘볼루션된 ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도 10N은 LCT109에 대한 디콘볼루션된 ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도

22A는 HCS74/LCG68에 대한 ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도 22B는 야생형 항-CD19-FITC DAR~2에 대한 ESI-MS 스캔

을 나타낸다. 도 22C는 야생형 항-CD19-FITC DAR~1에 대한 ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도 22D는 야생형 항-CD19-

FITC DAR~0.5에 대한 ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도 22E는 HCS74/LCG68에 대한 디콘볼루션된 ESI-MS 스캔을 나타

낸다. 도 22F는 야생형 항-CD19-FITC DAR~2에 대한 디콘볼루션된 ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도 22G는 야생형 항-

CD19-FITC DAR~1에 대한 디콘볼루션된 ESI-MS 스캔을 나타낸다. 도 22H는 야생형 항-CD19-FITC DAR~0.5에 대한

디콘볼루션된 ESI-MS 스캔을 나타낸다. FITC 분자에 대한 부위 특이적 컨쥬게이션의 완료 시, 상이한 농도의 스

위치 분자의 존재 하에 항-FITC (FITC-E2) CAR-T 세포의 시험관내 세포용해 활성을 표적 세포로서 CD19+ B-세포

백혈병 계통 NALM-6을 이용하여 평가하였다. 간략하게, 항-FITC-CAR T 세포(FITC-E2) 및 NALM6(CD19+) 세포를

효과기에서 공동 배양시켜 다양한 항-CD19Fab-FITC 컨쥬게이팅된 스위치 분자의 연속 희석에 의해 5 대 1의 비

로 표적화시켰다. 세포독성을 유세포분석기에 의해 측정하였다. 도 12와 표 11 및 표 12에서 나타낸 바와 같이,

대부분의 스위치 분자는 피코몰 범위에서 강한 시험관내 효능을 입증하였다. 특히, 항체, LG68 및 HS74의 가변

영역에 위치된 두 컨쥬게이션 부위는 다른 위치에 비해 우수한 활성을 입증하였다. 게다가, 이중 컨쥬게이트

HS74/LG68X 항-CD19-FITC 스위치는 효능에서 가장 유의한 개선을 입증하며, 본 발명자들의 분석 환경에서 서브-

피코몰(EC50 = 0.07pM) 활성을 생성하였다. 따라서, 이들 결과는 최적의 스위치 분자의 개발에서 각각의 Fab의

이상적인 컨쥬게이션 부위를 결정하는 것의 중요성을 입증한다.

표 11

NALM6 (CD19+) 세포에 대한 항-CD19 Fab-FITC CAR-T 스위치 및 항-FITC-CAR T 세포(FITC-E2)의 세포독성 EC50[0587]

돌연변
이

LG68X LT109X HS74X HA121X LS202X HK136X LS202X/
HS74X

무작위/
DAR-0.5

무작위/
DAR-1

무작
위/
DAR-2

EC50
[pM]

3.53 2.823 0.97 3.39 3.80 2.43 2.53 2.60 2.19 1.46
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표 12

[0588]

실시예 12. FITC-CART 및 P-TriA-FITC의 생체내 효능[0589]

PSMA 표적화 소분자 스위치, 즉, 마우스에서 P-TriA-FITC의 약동학적(PK) 연구는 화합물이 보통의 정맥내(IV)[0590]

반감기(t1/2 = 1.08 ± 0.14시간)를 가진다는 것을 나타내었다. 간략하게, 피하 C4-2(PSMA+) 종양을 비-비만 당

뇨병-중증 조합 면역결핍(NOD-SCID-γ-/, NSG) 마우스에서 확립하였다. 감지할 수 있는 종양의 형성 시(종양의

길이 또는 폭이 >  200㎣),  FITC-CART  세포(FITC-E2)를 복강내 주사에 의해 양자 전달하였고, 1㎎/㎏에서 P-

TriA-FITC의 1일 용량을 10연속일 동안 정맥내로 투여하였다. 스위치 처리의 완료 시, FITC-CART 세포 및 P-

TriA-FITC를 받은 마우스에서 종양은 퇴행된 반면, CART 세포 또는 스위치 단독, 또는 비히클(PBS)의 1일 용량

을 지니는 CART  세포를 받은 마우스에서 종양 성장은 계속되었다, 도 13 참조. 이런 생체내 효능 연구는 P-

TriA-FITC 스위치와 조합한 FITC-CART 세포가 PSMA-양성 종양을 표적화함에 있어서 고도로 효과적이라는 것을

나타낸다. 추가적인 연구는 전환가능한 CAR-T 세포의 생체내 용량-적정능력을 입증하기 위해 특성규명 및 최적

화를 수반할 수 있다.

실시예 13. B-세포 림프종의 치료에서 항-FITC CAR-EC 및 FITC-항-CD19 스위치의 평가[0591]

목적: 이 연구는 B 세포 림프종의 치료에서 키메라 항원 수용체(CAR) 및 스위치를 발현시키는 효과기 세포를 포[0592]

함하는 키메라 항원 수용체-효과기 세포(CAR-EC)의 효능 및 안전성을 평가한다. CAR은 항-FITC scFv를 포함하는

외부 영역을 포함한다.  스위치는 FITC를 포함하는 키메라 항원 수용체-상호작용 도메인(CAR-ID)  및 항-CD19

scFv를 포함하는 표적 상호작용 도메인을 포함한다. 

[0593]

연구 유형: 중재[0594]

연구 설계: 종말점 분류: 안전성/효능 연구[0595]

중재 모델: 단일 그룹 할당[0596]

마스킹: 개방 표지[0597]

1차적 목적: 치료[0598]

1차적 결과 측정: [0599]

유해 사건을 지니는 환자의 수. [시간: 2년][안전성 문제로 지적: 있음][0600]

유해 효과에 대한 통상의 독성 기준(Common Toxicity Criteria for Adverse Effects: CTCAE) 버전 4.0을 이용[0601]

한 CAR T 세포의 독성 프로파일을 결정.

2차적 결과 측정:[0602]
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생체내에서 항-FITC CAR T 세포의 생존 시간. [시간 프레임: 2년][안전성 문제로 지적: 없음] 항-FITC 렌티바이[0603]

러스 벡터에 의해 형질도입된 CAR T 세포의 생존 측정.

CAR T세포에 대한 반응 속도. [시간:　2년][안전성 문제로 지적:　없음] 부분적 관해(partial remission: PR),[0604]

완전한  관해(complete  remission:  CR),  안정한  질환(stable  disease:  SD)  및  진행성  질환(progressive

disease: PD)을 비롯한 4세대 CAR T세포로 치료한 환자의 반응 속도를 기재한다.

환자의 생존 시간. [시간: 2년][안전성 문제로 지적:　없음] 무진행 생존율(progression free survival: PFS)[0605]

및 전반적인 생존(overall survival: OS)을 비롯한 4세대 CAR T 세포로 치료한 환자의 생존 시간을 평가한다.

[0606]

[0607]

상세한 설명: [0608]

CD19 단일쇄 항체 기반 키메라 항원 수용체(CAR)-공학 처리된 T 세포는 만성 및 급성 B 세포 백혈병을 치료함에[0609]

있어서  큰  임상적  가능성을  입증하였다.  B  세포  백혈병과  유사한  B  세포  림프종은  CD19  표면  분자를

발현시키고, 대부분의 B 세포 림프종 환자는 표준 화학-방사선요법에 의해 치유될 수 없다. CD19 CAR-기반 양자

T 세포 요법은 원치않는 유해 효과인 CD19 B 세포의 손실과 관련되는데, 이는 체액성 면역 결핍증을 야기한다.

이 연구는 림프종 환자에서 효능과 안전성 둘 다에 대해 신규한 항-FITC CAR-T 세포 및 FITC-항-CD19 scFv 스위

치를 평가할 것이다. 항-FITC CAR-T 세포 및 FITC-항-CD19 scFv 스위치를 받은 환자를 주입 반응, 종양 근절 효

과, CAR T 세포의 장기 지속성 및 CAR T 세포 및/또는 FITC-항-CD19 scFv 스위치의 회수 후 B 세포 기능의 회복

에 대해 엄밀히 모니터링할 것이다.

적격성[0610]

[0611]

기준[0612]

포함 기준:[0613]

 면역조직화학(IHC) 또는 유세포분석기에 의해 증명된 재발 또는 난치 CD19(+) B 세포 림프종 환자.[0614]

 자가 줄기-세포 이식(ASCT) 또는 ASCT 후 재발에 대해 적격이 아님.[0615]

 동부 종양 공동 연구군(Eastern Cooperative Oncology Group: ECOG) 수행 상태 0 내지 2.[0616]

 연령≥18.[0617]

 실내 공기 상에서 맥박 산소측정법 > 90%.[0618]

 정상(ULN)의 <3 x 상한의 알라닌 트랜스아미나제(ALT), 아스파테이트 아미노트랜스퍼라제(AST) <3 x ULN으[0619]

로서 정의되는 충분한 간기능; 혈청 빌리루빈 및 알칼린 포스파타제 <2 x ULN.

 혈청 크레아틴 <2.0㎎/㎗로서 정의되는 충분한 신장 기능.[0620]

 LVEF≥50%를 지니는 충분한 심장 기능 [0621]
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 Hb≥80g/ℓ[0622]

 측정가능한 질환을 동정할 수 있다.[0623]

 예상 수명 ≥3 개월.[0624]

 성적으로 활성인 환자는 연구 동안 그리고 연구가 끝난 후 1년 동안 더 효과적인 출생 제어 방법 중 하나를[0625]

기꺼이 이용하여야 한다. 남성 상대는 콘돔을 사용하여야 한다.

 환자는 사전동의서에 사인하여야 한다.[0626]

제외 기준:[0627]

제어되지 않은 활성 감염.[0628]

 B형 간염 바이러스(HBV), C형 간염 바이러스(HCV)를 이용한 활성의 감염.[0629]

 HIV 양성[0630]

 임신 또는 수유.[0631]

 다른 임상 시험에 현재 등록됨.[0632]

 전신성 스테로이드의 동시 사용.[0633]

본 발명의 바람직한 실시형태를 본 명세서에서 나타내고 기재하였지만, 이러한 실시형태가 단지 예로서 제공된[0634]

다는 것은 당업자에게 분명할 것이다. 수많은 변형, 변화 및 치환이 본 발명으로부터 벗어나는 일 없이 이제 당

업자에게 떠오를 것이다. 본 명세서에 기재한 본 발명의 실시형태에 대한 다양한 대안을 본 발명을 실행함에 있

어서 사용할 수 있다는 것을 이해하여야 한다.
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표 13

[0635]
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[0636]

등록특허 10-2357968

- 104 -



[0637]
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[0638]
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[0639]
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[0640]
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[0641]
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[0642]
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[0643]
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[0644]

[0645]
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표 14

[0646]
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[0647]
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[0648]
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[0649]
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[0650]
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[0651]
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[0652]
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[0653]
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[0654]
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표 15

[0655]
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표 16

[0656]
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[0657]

[0658]

표 17

[0659]
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도면

도면1

도면2a
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도면2b

도면3a
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도면3b

도면3c

도면3d
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도면4a

도면4b

도면5a
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도면5b

도면5c
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도면6a

도면6b

도면6c

도면7
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도면8

도면9a
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도면9b

도면10a
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도면10b

도면11
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도면12

도면13

도면14
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도면15

도면16

도면17
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도면18

도면19

도면20
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도면22a
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도면22b

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110> THE CALIFORNIA INSTITUTE FOR BIOMEDICAL RESEARCH

      THE SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE

 

<120> CHIMERIC ANTIGEN RECEPTOR T CELL SWITCHES AND USES THEREOF

<130> IPA160247-US

<140> PCT/US2014/060713

<141> 2014-10-15

<150> 61/891,347

등록특허 10-2357968

- 139 -



<151> 2013-10-15

<150> 61/895,704

<151> 2013-10-25

<150> 62/009,056

<151> 2014-06-06

<160> 60    

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 8892

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide

<400> 1

caggtggcac ttttcgggga aatgtgcgcg gaacccctat ttgtttattt ttctaaatac       60

attcaaatat gtatccgctc atgagacaat aaccctgata aatgcttcaa taatattgaa      120

aaaggaagag tatgagtatt caacatttcc gtgtcgccct tattcccttt tttgcggcat      180

tttgccttcc tgtttttgct cacccagaaa cgctggtgaa agtaaaagat gctgaagatc      240

agttgggtgc acgagtgggt tacatcgaac tggatctcaa cagcggtaag atccttgaga      300

gttttcgccc cgaagaacgt tttccaatga tgagcacttt taaagttctg ctatgtggcg      360

cggtattatc ccgtattgac gccgggcaag agcaactcgg tcgccgcata cactattctc      420

agaatgactt ggttgagtac tcaccagtca cagaaaagca tcttacggat ggcatgacag      480

taagagaatt atgcagtgct gccataacca tgagtgataa cactgcggcc aacttacttc      540

tgacaacgat cggaggaccg aaggagctaa ccgctttttt gcacaacatg ggggatcatg      600

taactcgcct tgatcgttgg gaaccggagc tgaatgaagc cataccaaac gacgagcgtg      660

acaccacgat gcctgtagca atggcaacaa cgttgcgcaa actattaact ggcgaactac      720

ttactctagc ttcccggcaa caattaatag actggatgga ggcggataaa gttgcaggac      780

cacttctgcg ctcggccctt ccggctggct ggtttattgc tgataaatct ggagccggtg      840

agcgtgggtc tcgcggtatc attgcagcac tggggccaga tggtaagccc tcccgtatcg      900

tagttatcta cacgacgggg agtcaggcaa ctatggatga acgaaataga cagatcgctg      960

agataggtgc ctcactgatt aagcattggt aactgtcaga ccaagtttac tcatatatac     1020

tttagattga tttaaaactt catttttaat ttaaaaggat ctaggtgaag atcctttttg     1080
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ataatctcat gaccaaaatc ccttaacgtg agttttcgtt ccactgagcg tcagaccccg     1140

tagaaaagat caaaggatct tcttgagatc ctttttttct gcgcgtaatc tgctgcttgc     1200

aaacaaaaaa accaccgcta ccagcggtgg tttgtttgcc ggatcaagag ctaccaactc     1260

tttttccgaa ggtaactggc ttcagcagag cgcagatacc aaatactgtc cttctagtgt     1320

agccgtagtt aggccaccac ttcaagaact ctgtagcacc gcctacatac ctcgctctgc     1380

taatcctgtt accagtggct gctgccagtg gcgataagtc gtgtcttacc gggttggact     1440

caagacgata gttaccggat aaggcgcagc ggtcgggctg aacggggggt tcgtgcacac     1500

agcccagctt ggagcgaacg acctacaccg aactgagata cctacagcgt gagctatgag     1560

aaagcgccac gcttcccgaa gggagaaagg cggacaggta tccggtaagc ggcagggtcg     1620

gaacaggaga gcgcacgagg gagcttccag ggggaaacgc ctggtatctt tatagtcctg     1680

tcgggtttcg ccacctctga cttgagcgtc gatttttgtg atgctcgtca ggggggcgga     1740

gcctatggaa aaacgccagc aacgcggcct ttttacggtt cctggccttt tgctggcctt     1800

ttgctcacat gttctttcct gcgttatccc ctgattctgt ggataaccgt attaccgcct     1860

ttgagtgagc tgataccgct cgccgcagcc gaacgaccga gcgcagcgag tcagtgagcg     1920

aggaagcgga agagcgccca atacgcaaac cgcctctccc cgcgcgttgg ccgattcatt     1980

aatgcagctg gcacgacagg tttcccgact ggaaagcggg cagtgagcgc aacgcaatta     2040

atgtgagtta gctcactcat taggcacccc aggctttaca ctttatgctt ccggctcgta     2100

tgttgtgtgg aattgtgagc ggataacaat ttcacacagg aaacagctat gaccatgatt     2160

acgccaagcg cgcaattaac cctcactaaa gggaacaaaa gctggagctg caagcttaat     2220

gtagtcttat gcaatactct tgtagtcttg caacatggta acgatgagtt agcaacatgc     2280

cttacaagga gagaaaaagc accgtgcatg ccgattggtg gaagtaaggt ggtacgatcg     2340

tgccttatta ggaaggcaac agacgggtct gacatggatt ggacgaacca ctgaattgcc     2400

gcattgcaga gatattgtat ttaagtgcct agctcgatac aataaacggg tctctctggt     2460

tagaccagat ctgagcctgg gagctctctg gctaactagg gaacccactg cttaagcctc     2520

aataaagctt gccttgagtg cttcaagtag tgtgtgcccg tctgttgtgt gactctggta     2580

actagagatc cctcagaccc ttttagtcag tgtggaaaat ctctagcagt ggcgcccgaa     2640

cagggacctg aaagcgaaag ggaaaccaga gctctctcga cgcaggactc ggcttgctga     2700

agcgcgcacg gcaagaggcg aggggcggcg actggtgagt acgccaaaaa ttttgactag     2760

cggaggctag aaggagagag atgggtgcga gagcgtcagt attaagcggg ggagaattag     2820

atcgcgatgg gaaaaaattc ggttaaggcc agggggaaag aaaaaatata aattaaaaca     2880
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tatagtatgg gcaagcaggg agctagaacg attcgcagtt aatcctggcc tgttagaaac     2940

atcagaaggc tgtagacaaa tactgggaca gctacaacca tcccttcaga caggatcaga     3000

agaacttaga tcattatata atacagtagc aaccctctat tgtgtgcatc aaaggataga     3060

gataaaagac accaaggaag ctttagacaa gatagaggaa gagcaaaaca aaagtaagac     3120

caccgcacag caagcggccg ctgatcttca gacctggagg aggagatatg agggacaatt     3180

ggagaagtga attatataaa tataaagtag taaaaattga accattagga gtagcaccca     3240

ccaaggcaaa gagaagagtg gtgcagagag aaaaaagagc agtgggaata ggagctttgt     3300

tccttgggtt cttgggagca gcaggaagca ctatgggcgc agcctcaatg acgctgacgg     3360

tacaggccag acaattattg tctggtatag tgcagcagca gaacaatttg ctgagggcta     3420

ttgaggcgca acagcatctg ttgcaactca cagtctgggg catcaagcag ctccaggcaa     3480

gaatcctggc tgtggaaaga tacctaaagg atcaacagct cctggggatt tggggttgct     3540

ctggaaaact catttgcacc actgctgtgc cttggaatgc tagttggagt aataaatctc     3600

tggaacagat tggaatcaca cgacctggat ggagtgggac agagaaatta acaattacac     3660

aagcttaata cactccttaa ttgaagaatc gcaaaaccag caagaaaaga atgaacaaga     3720

attattggaa ttagataaat gggcaagttt gtggaattgg tttaacataa caaattggct     3780

gtggtatata aaattattca taatgatagt aggaggcttg gtaggtttaa gaatagtttt     3840

tgctgtactt tctatagtga atagagttag gcagggatat tcaccattat cgtttcagac     3900

ccacctccca accccgaggg gacccgacag gcccgaagga atagaagaag aaggtggaga     3960

gagagacaga gacagatcca ttcgattagt gaacggatct cgacggttaa cttttaaaag     4020

aaaagggggg attggggggt acagtgcagg ggaaagaata gtagacataa tagcaacaga     4080

catacaaact aaagaattac aaaaacaaat tacaaaaatt caaaatttta tcgagctttg     4140

caaagatgga taaagtttta aacagagagg aatctttgca gctaatggac cttctaggtc     4200

ttgaaaggag tgcctcgtga ggctccggtg cccgtcagtg ggcagagcgc acatcgccca     4260

cagtccccga gaagttgggg ggaggggtcg gcaattgaac cggtgcctag agaaggtggc     4320

gcggggtaaa ctgggaaagt gatgtcgtgt actggctccg cctttttccc gagggtgggg     4380

gagaaccgta tataagtgca gtagtcgccg tgaacgttct ttttcgcaac gggtttgccg     4440

ccagaacaca ggtaagtgcc gtgtgtggtt cccgcgggcc tggcctcttt acgggttatg     4500

gcccttgcgt gccttgaatt acttccacct ggctgcagta cgtgattctt gatcccgagc     4560

ttcgggttgg aagtgggtgg gagagttcga ggccttgcgc ttaaggagcc ccttcgcctc     4620
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gtgcttgagt tgaggcctgg cctgggcgct ggggccgccg cgtgcgaatc tggtggcacc     4680

ttcgcgcctg tctcgctgct ttcgataagt ctctagccat ttaaaatttt tgatgacctg     4740

ctgcgacgct ttttttctgg caagatagtc ttgtaaatgc gggccaagat ctgcacactg     4800

gtatttcggt ttttggggcc gcgggcggcg acggggcccg tgcgtcccag cgcacatgtt     4860

cggcgaggcg gggcctgcga gcgcggccac cgagaatcgg acgggggtag tctcaagctg     4920

gccggcctgc tctggtgcct ggcctcgcgc cgccgtgtat cgccccgccc tgggcggcaa     4980

ggctggcccg gtcggcacca gttgcgtgag cggaaagatg gccgcttccc ggccctgctg     5040

cagggagctc aaaatggagg acgcggcgct cgggagagcg ggcgggtgag tcacccacac     5100

aaaggaaaag ggcctttccg tcctcagccg tcgcttcatg tgactccacg gagtaccggg     5160

cgccgtccag gcacctcgat tagttctcga gcttttggag tacgtcgtct ttaggttggg     5220

gggaggggtt ttatgcgatg gagtttcccc acactgagtg ggtggagact gaagttaggc     5280

cagcttggca cttgatgtaa ttctccttgg aatttgccct ttttgagttt ggatcttggt     5340

tcattctcaa gcctcagaca gtggttcaaa gtttttttct tccatttcag gtgtcgtgag     5400

gaattcggta ccgcggccgc ccggggatcc atggccttac cagtgaccgc cttgctcctg     5460

ccgctggcct tgctgctcca cgccgccagg ccggatgttg ttatgaccca gaccccgctg     5520

tccctgcccg tttccctggg tgaccaggcg agtatctctt gccgttcctc tcagtccctg     5580

gttcacagtc agggtaacac ctatctgcgc tggtatctgc aaaaaccagg ccagagccct     5640

aaagtgctga tttataaggt ttcaaatcgg tttagcggcg tcccggatcg cttctctggg     5700

agtggatcag ggaccgactt tacactgaaa attagccgcg tggaagcaga ggatctgggc     5760

gtgtactttt gcagccagtc cactcatgtg ccgtggacct tcggcggtgg gacaaaactg     5820

gaaattaagc gtgcaggagg cggtgggagc ggaggcggtg ggtccggagg cggtgggtct     5880

ggaggcggtg ggagtggagg cggtgggtca ggcggtggtg ggagcgaagt gaaactggat     5940

gagacaggag gaggtctggt tcagccaggt cggcccatga agctgtcctg tgtggcctct     6000

ggctttacct tctccgacta ttggatgaac tgggtccgtc agtctccgga aaaaggtctg     6060

gagtgggtgg cgcagattcg gaacaagccc tacaactacg aaacttacta ctctgatagt     6120

gttaaaggcc gcttcaccat cagtcgtgat gactcaaaaa gcagcgttta cctgcaaatg     6180

aacaatctgc gtgtcgagga catgggcatc tattactgca caggctccta ctatgggatg     6240

gattattggg ggcaggggac ttcagttaca gtttcctcaa ccacgacgcc agcgccgcga     6300

ccaccaacac cggcgcccac catcgcgtcg cagcccctgt ccctgcgccc agaggcgtgc     6360

cggccagcgg cggggggcgc agtgcacacg agggggctgg acttcgcctg tgatatctac     6420

atctgggcgc ccttggccgg gacttgtggg gtccttctcc tgtcactggt tatcaccctt     6480
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tactgcaaac ggggcagaaa gaaactcctg tatatattca aacaaccatt tatgagacca     6540

gtacaaacta ctcaagagga agatggctgt agctgccgat ttccagaaga agaagaagga     6600

ggatgtgaac tgagagtgaa gttcagcagg agcgcagacg cccccgcgta caagcagggc     6660

cagaaccagc tctataacga gctcaatcta ggacgaagag aggagtacga tgttttggac     6720

aagagacgtg gccgggaccc tgagatgggg ggaaagccga gaaggaagaa ccctcaggaa     6780

ggcctgtaca atgaactgca gaaagataag atggcggagg cctacagtga gattgggatg     6840

aaaggcgagc gccggagggg caaggggcac gatggccttt accagggtct cagtacagcc     6900

accaaggaca cctacgacgc ccttcacatg caggccctgc cccctcgcta agtcgacaat     6960

caacctctgg attacaaaat ttgtgaaaga ttgactggta ttcttaacta tgttgctcct     7020

tttacgctat gtggatacgc tgctttaatg cctttgtatc atgctattgc ttcccgtatg     7080

gctttcattt tctcctcctt gtataaatcc tggttgctgt ctctttatga ggagttgtgg     7140

cccgttgtca ggcaacgtgg cgtggtgtgc actgtgtttg ctgacgcaac ccccactggt     7200

tggggcattg ccaccacctg tcagctcctt tccgggactt tcgctttccc cctccctatt     7260

gccacggcgg aactcatcgc cgcctgcctt gcccgctgct ggacaggggc tcggctgttg     7320

ggcactgaca attccgtggt gttgtcgggg aagctgacgt cctttccatg gctgctcgcc     7380

tgtgttgcca cctggattct gcgcgggacg tccttctgct acgtcccttc ggccctcaat     7440

ccagcggacc ttccttcccg cggcctgctg ccggctctgc ggcctcttcc gcgtcttcgc     7500

cttcgccctc agacgagtcg gatctccctt tgggccgcct ccccgcctgg aattcgagct     7560

cggtaccttt aagaccaatg acttacaagg cagctgtaga tcttagccac tttttaaaag     7620

aaaagggggg actggaaggg ctaattcact cccaacgaag acaagatctg ctttttgctt     7680

gtactgggtc tctctggtta gaccagatct gagcctggga gctctctggc taactaggga     7740

acccactgct taagcctcaa taaagcttgc cttgagtgct tcaagtagtg tgtgcccgtc     7800

tgttgtgtga ctctggtaac tagagatccc tcagaccctt ttagtcagtg tggaaaatct     7860

ctagcagtag tagttcatgt catcttatta ttcagtattt ataacttgca aagaaatgaa     7920

tatcagagag tgagaggaac ttgtttattg cagcttataa tggttacaaa taaagcaata     7980

gcatcacaaa tttcacaaat aaagcatttt tttcactgca ttctagttgt ggtttgtcca     8040

aactcatcaa tgtatcttat catgtctggc tctagctatc ccgcccctaa ctccgcccag     8100

ttccgcccat tctccgcccc atggctgact aatttttttt atttatgcag aggccgaggc     8160

cgcctcggcc tctgagctat tccagaagta gtgaggaggc ttttttggag gcctaggctt     8220

ttgcgtcgag acgtacccaa ttcgccctat agtgagtcgt attacgcgcg ctcactggcc     8280

gtcgttttac aacgtcgtga ctgggaaaac cctggcgtta cccaacttaa tcgccttgca     8340
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gcacatcccc ctttcgccag ctggcgtaat agcgaagagg cccgcaccga tcgcccttcc     8400

caacagttgc gcagcctgaa tggcgaatgg cgcgacgcgc cctgtagcgg cgcattaagc     8460

gcggcgggtg tggtggttac gcgcagcgtg accgctacac ttgccagcgc cctagcgccc     8520

gctcctttcg ctttcttccc ttcctttctc gccacgttcg ccggctttcc ccgtcaagct     8580

ctaaatcggg ggctcccttt agggttccga tttagtgctt tacggcacct cgaccccaaa     8640

aaacttgatt agggtgatgg ttcacgtagt gggccatcgc cctgatagac ggtttttcgc     8700

cctttgacgt tggagtccac gttctttaat agtggactct tgttccaaac tggaacaaca     8760

ctcaacccta tctcggtcta ttcttttgat ttataaggga ttttgccgat ttcggcctat     8820

tggttaaaaa atgagctgat ttaacaaaaa tttaacgcga attttaacaa aatattaacg     8880

tttacaattt cc                                                         8892

<210> 2

<211> 8892

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide

<400> 2

caggtggcac ttttcgggga aatgtgcgcg gaacccctat ttgtttattt ttctaaatac       60

attcaaatat gtatccgctc atgagacaat aaccctgata aatgcttcaa taatattgaa      120

aaaggaagag tatgagtatt caacatttcc gtgtcgccct tattcccttt tttgcggcat      180

tttgccttcc tgtttttgct cacccagaaa cgctggtgaa agtaaaagat gctgaagatc      240

agttgggtgc acgagtgggt tacatcgaac tggatctcaa cagcggtaag atccttgaga      300

gttttcgccc cgaagaacgt tttccaatga tgagcacttt taaagttctg ctatgtggcg      360

cggtattatc ccgtattgac gccgggcaag agcaactcgg tcgccgcata cactattctc      420

agaatgactt ggttgagtac tcaccagtca cagaaaagca tcttacggat ggcatgacag      480

taagagaatt atgcagtgct gccataacca tgagtgataa cactgcggcc aacttacttc      540

tgacaacgat cggaggaccg aaggagctaa ccgctttttt gcacaacatg ggggatcatg      600

taactcgcct tgatcgttgg gaaccggagc tgaatgaagc cataccaaac gacgagcgtg      660

acaccacgat gcctgtagca atggcaacaa cgttgcgcaa actattaact ggcgaactac      720

ttactctagc ttcccggcaa caattaatag actggatgga ggcggataaa gttgcaggac      780

cacttctgcg ctcggccctt ccggctggct ggtttattgc tgataaatct ggagccggtg      840
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agcgtgggtc tcgcggtatc attgcagcac tggggccaga tggtaagccc tcccgtatcg      900

tagttatcta cacgacgggg agtcaggcaa ctatggatga acgaaataga cagatcgctg      960

agataggtgc ctcactgatt aagcattggt aactgtcaga ccaagtttac tcatatatac     1020

tttagattga tttaaaactt catttttaat ttaaaaggat ctaggtgaag atcctttttg     1080

ataatctcat gaccaaaatc ccttaacgtg agttttcgtt ccactgagcg tcagaccccg     1140

tagaaaagat caaaggatct tcttgagatc ctttttttct gcgcgtaatc tgctgcttgc     1200

aaacaaaaaa accaccgcta ccagcggtgg tttgtttgcc ggatcaagag ctaccaactc     1260

tttttccgaa ggtaactggc ttcagcagag cgcagatacc aaatactgtc cttctagtgt     1320

agccgtagtt aggccaccac ttcaagaact ctgtagcacc gcctacatac ctcgctctgc     1380

taatcctgtt accagtggct gctgccagtg gcgataagtc gtgtcttacc gggttggact     1440

caagacgata gttaccggat aaggcgcagc ggtcgggctg aacggggggt tcgtgcacac     1500

agcccagctt ggagcgaacg acctacaccg aactgagata cctacagcgt gagctatgag     1560

aaagcgccac gcttcccgaa gggagaaagg cggacaggta tccggtaagc ggcagggtcg     1620

gaacaggaga gcgcacgagg gagcttccag ggggaaacgc ctggtatctt tatagtcctg     1680

tcgggtttcg ccacctctga cttgagcgtc gatttttgtg atgctcgtca ggggggcgga     1740

gcctatggaa aaacgccagc aacgcggcct ttttacggtt cctggccttt tgctggcctt     1800

ttgctcacat gttctttcct gcgttatccc ctgattctgt ggataaccgt attaccgcct     1860

ttgagtgagc tgataccgct cgccgcagcc gaacgaccga gcgcagcgag tcagtgagcg     1920

aggaagcgga agagcgccca atacgcaaac cgcctctccc cgcgcgttgg ccgattcatt     1980

aatgcagctg gcacgacagg tttcccgact ggaaagcggg cagtgagcgc aacgcaatta     2040

atgtgagtta gctcactcat taggcacccc aggctttaca ctttatgctt ccggctcgta     2100

tgttgtgtgg aattgtgagc ggataacaat ttcacacagg aaacagctat gaccatgatt     2160

acgccaagcg cgcaattaac cctcactaaa gggaacaaaa gctggagctg caagcttaat     2220

gtagtcttat gcaatactct tgtagtcttg caacatggta acgatgagtt agcaacatgc     2280

cttacaagga gagaaaaagc accgtgcatg ccgattggtg gaagtaaggt ggtacgatcg     2340

tgccttatta ggaaggcaac agacgggtct gacatggatt ggacgaacca ctgaattgcc     2400

gcattgcaga gatattgtat ttaagtgcct agctcgatac aataaacggg tctctctggt     2460

tagaccagat ctgagcctgg gagctctctg gctaactagg gaacccactg cttaagcctc     2520

aataaagctt gccttgagtg cttcaagtag tgtgtgcccg tctgttgtgt gactctggta     2580

actagagatc cctcagaccc ttttagtcag tgtggaaaat ctctagcagt ggcgcccgaa     2640
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cagggacctg aaagcgaaag ggaaaccaga gctctctcga cgcaggactc ggcttgctga     2700

agcgcgcacg gcaagaggcg aggggcggcg actggtgagt acgccaaaaa ttttgactag     2760

cggaggctag aaggagagag atgggtgcga gagcgtcagt attaagcggg ggagaattag     2820

atcgcgatgg gaaaaaattc ggttaaggcc agggggaaag aaaaaatata aattaaaaca     2880

tatagtatgg gcaagcaggg agctagaacg attcgcagtt aatcctggcc tgttagaaac     2940

atcagaaggc tgtagacaaa tactgggaca gctacaacca tcccttcaga caggatcaga     3000

agaacttaga tcattatata atacagtagc aaccctctat tgtgtgcatc aaaggataga     3060

gataaaagac accaaggaag ctttagacaa gatagaggaa gagcaaaaca aaagtaagac     3120

caccgcacag caagcggccg ctgatcttca gacctggagg aggagatatg agggacaatt     3180

ggagaagtga attatataaa tataaagtag taaaaattga accattagga gtagcaccca     3240

ccaaggcaaa gagaagagtg gtgcagagag aaaaaagagc agtgggaata ggagctttgt     3300

tccttgggtt cttgggagca gcaggaagca ctatgggcgc agcctcaatg acgctgacgg     3360

tacaggccag acaattattg tctggtatag tgcagcagca gaacaatttg ctgagggcta     3420

ttgaggcgca acagcatctg ttgcaactca cagtctgggg catcaagcag ctccaggcaa     3480

gaatcctggc tgtggaaaga tacctaaagg atcaacagct cctggggatt tggggttgct     3540

ctggaaaact catttgcacc actgctgtgc cttggaatgc tagttggagt aataaatctc     3600

tggaacagat tggaatcaca cgacctggat ggagtgggac agagaaatta acaattacac     3660

aagcttaata cactccttaa ttgaagaatc gcaaaaccag caagaaaaga atgaacaaga     3720

attattggaa ttagataaat gggcaagttt gtggaattgg tttaacataa caaattggct     3780

gtggtatata aaattattca taatgatagt aggaggcttg gtaggtttaa gaatagtttt     3840

tgctgtactt tctatagtga atagagttag gcagggatat tcaccattat cgtttcagac     3900

ccacctccca accccgaggg gacccgacag gcccgaagga atagaagaag aaggtggaga     3960

gagagacaga gacagatcca ttcgattagt gaacggatct cgacggttaa cttttaaaag     4020

aaaagggggg attggggggt acagtgcagg ggaaagaata gtagacataa tagcaacaga     4080

catacaaact aaagaattac aaaaacaaat tacaaaaatt caaaatttta tcgagctttg     4140

caaagatgga taaagtttta aacagagagg aatctttgca gctaatggac cttctaggtc     4200

ttgaaaggag tgcctcgtga ggctccggtg cccgtcagtg ggcagagcgc acatcgccca     4260

cagtccccga gaagttgggg ggaggggtcg gcaattgaac cggtgcctag agaaggtggc     4320

gcggggtaaa ctgggaaagt gatgtcgtgt actggctccg cctttttccc gagggtgggg     4380
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gagaaccgta tataagtgca gtagtcgccg tgaacgttct ttttcgcaac gggtttgccg     4440

ccagaacaca ggtaagtgcc gtgtgtggtt cccgcgggcc tggcctcttt acgggttatg     4500

gcccttgcgt gccttgaatt acttccacct ggctgcagta cgtgattctt gatcccgagc     4560

ttcgggttgg aagtgggtgg gagagttcga ggccttgcgc ttaaggagcc ccttcgcctc     4620

gtgcttgagt tgaggcctgg cctgggcgct ggggccgccg cgtgcgaatc tggtggcacc     4680

ttcgcgcctg tctcgctgct ttcgataagt ctctagccat ttaaaatttt tgatgacctg     4740

ctgcgacgct ttttttctgg caagatagtc ttgtaaatgc gggccaagat ctgcacactg     4800

gtatttcggt ttttggggcc gcgggcggcg acggggcccg tgcgtcccag cgcacatgtt     4860

cggcgaggcg gggcctgcga gcgcggccac cgagaatcgg acgggggtag tctcaagctg     4920

gccggcctgc tctggtgcct ggcctcgcgc cgccgtgtat cgccccgccc tgggcggcaa     4980

ggctggcccg gtcggcacca gttgcgtgag cggaaagatg gccgcttccc ggccctgctg     5040

cagggagctc aaaatggagg acgcggcgct cgggagagcg ggcgggtgag tcacccacac     5100

aaaggaaaag ggcctttccg tcctcagccg tcgcttcatg tgactccacg gagtaccggg     5160

cgccgtccag gcacctcgat tagttctcga gcttttggag tacgtcgtct ttaggttggg     5220

gggaggggtt ttatgcgatg gagtttcccc acactgagtg ggtggagact gaagttaggc     5280

cagcttggca cttgatgtaa ttctccttgg aatttgccct ttttgagttt ggatcttggt     5340

tcattctcaa gcctcagaca gtggttcaaa gtttttttct tccatttcag gtgtcgtgag     5400

gaattcggta ccgcggccgc ccggggatcc atggccttac cagtgaccgc cttgctcctg     5460

ccgctggcct tgctgctcca cgccgccagg ccggacattc agatgactca gagcccgtct     5520

tccctgtccg cttcagtggg tgaccgtgtt accattacct gccgtgcttc tcagagcctg     5580

gtgcactccc agggtaacac ctatctgcgg tggtatcagc agaaaccggg caaggccccc     5640

aaagttctga tttataaggt ctctaatcgg tttagtggcg ttccgtcacg cttctcaggt     5700

agcgggtccg gaacagattt taccctgaca attagcagcc tgcaaccgga agacttcgca     5760

acctattact gccagcagtc tacccatgtg ccctggacat ttggccaggg tactaaggtt     5820

gagctgaaac gtgctggagg tggaggaagc ggaggtggag gcagcggcgg tgggggatct     5880

ggcggtgggg gaagtggcgg tgggggatca ggcggtgggg gaagcgaagt ccagctggtg     5940

gagagtggag gtggactggt gcagccagga ggcagcctgc gtctgtcctg tgccgcgtct     6000

ggctttacct tcagcgatta ctggatgaac tgggtccgtc aggcaccagg aaagggcctg     6060

gaatgggtgg cgcagattcg gaacaagcct tacaactacg agacttacta cgcggatagc     6120

gtgaagggtc gcttcaccat cagtcgtgac acatcaaaga acactgttta cctgcaaatg     6180

aacagcctgc gtgcagaaga taccgctgtc tattactgca caggctctta ttacggcatg     6240
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gactactggg gccagggtac tctggtgacc gtttctagta ccacgacgcc agcgccgcga     6300

ccaccaacac cggcgcccac catcgcgtcg cagcccctgt ccctgcgccc agaggcgtgc     6360

cggccagcgg cggggggcgc agtgcacacg agggggctgg acttcgcctg tgatatctac     6420

atctgggcgc ccttggccgg gacttgtggg gtccttctcc tgtcactggt tatcaccctt     6480

tactgcaaac ggggcagaaa gaaactcctg tatatattca aacaaccatt tatgagacca     6540

gtacaaacta ctcaagagga agatggctgt agctgccgat ttccagaaga agaagaagga     6600

ggatgtgaac tgagagtgaa gttcagcagg agcgcagacg cccccgcgta caagcagggc     6660

cagaaccagc tctataacga gctcaatcta ggacgaagag aggagtacga tgttttggac     6720

aagagacgtg gccgggaccc tgagatgggg ggaaagccga gaaggaagaa ccctcaggaa     6780

ggcctgtaca atgaactgca gaaagataag atggcggagg cctacagtga gattgggatg     6840

aaaggcgagc gccggagggg caaggggcac gatggccttt accagggtct cagtacagcc     6900

accaaggaca cctacgacgc ccttcacatg caggccctgc cccctcgcta agtcgacaat     6960

caacctctgg attacaaaat ttgtgaaaga ttgactggta ttcttaacta tgttgctcct     7020

tttacgctat gtggatacgc tgctttaatg cctttgtatc atgctattgc ttcccgtatg     7080

gctttcattt tctcctcctt gtataaatcc tggttgctgt ctctttatga ggagttgtgg     7140

cccgttgtca ggcaacgtgg cgtggtgtgc actgtgtttg ctgacgcaac ccccactggt     7200

tggggcattg ccaccacctg tcagctcctt tccgggactt tcgctttccc cctccctatt     7260

gccacggcgg aactcatcgc cgcctgcctt gcccgctgct ggacaggggc tcggctgttg     7320

ggcactgaca attccgtggt gttgtcgggg aagctgacgt cctttccatg gctgctcgcc     7380

tgtgttgcca cctggattct gcgcgggacg tccttctgct acgtcccttc ggccctcaat     7440

ccagcggacc ttccttcccg cggcctgctg ccggctctgc ggcctcttcc gcgtcttcgc     7500

cttcgccctc agacgagtcg gatctccctt tgggccgcct ccccgcctgg aattcgagct     7560

cggtaccttt aagaccaatg acttacaagg cagctgtaga tcttagccac tttttaaaag     7620

aaaagggggg actggaaggg ctaattcact cccaacgaag acaagatctg ctttttgctt     7680

gtactgggtc tctctggtta gaccagatct gagcctggga gctctctggc taactaggga     7740

acccactgct taagcctcaa taaagcttgc cttgagtgct tcaagtagtg tgtgcccgtc     7800

tgttgtgtga ctctggtaac tagagatccc tcagaccctt ttagtcagtg tggaaaatct     7860

ctagcagtag tagttcatgt catcttatta ttcagtattt ataacttgca aagaaatgaa     7920

tatcagagag tgagaggaac ttgtttattg cagcttataa tggttacaaa taaagcaata     7980

gcatcacaaa tttcacaaat aaagcatttt tttcactgca ttctagttgt ggtttgtcca     8040

aactcatcaa tgtatcttat catgtctggc tctagctatc ccgcccctaa ctccgcccag     8100
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ttccgcccat tctccgcccc atggctgact aatttttttt atttatgcag aggccgaggc     8160

cgcctcggcc tctgagctat tccagaagta gtgaggaggc ttttttggag gcctaggctt     8220

ttgcgtcgag acgtacccaa ttcgccctat agtgagtcgt attacgcgcg ctcactggcc     8280

gtcgttttac aacgtcgtga ctgggaaaac cctggcgtta cccaacttaa tcgccttgca     8340

gcacatcccc ctttcgccag ctggcgtaat agcgaagagg cccgcaccga tcgcccttcc     8400

caacagttgc gcagcctgaa tggcgaatgg cgcgacgcgc cctgtagcgg cgcattaagc     8460

gcggcgggtg tggtggttac gcgcagcgtg accgctacac ttgccagcgc cctagcgccc     8520

gctcctttcg ctttcttccc ttcctttctc gccacgttcg ccggctttcc ccgtcaagct     8580

ctaaatcggg ggctcccttt agggttccga tttagtgctt tacggcacct cgaccccaaa     8640

aaacttgatt agggtgatgg ttcacgtagt gggccatcgc cctgatagac ggtttttcgc     8700

cctttgacgt tggagtccac gttctttaat agtggactct tgttccaaac tggaacaaca     8760

ctcaacccta tctcggtcta ttcttttgat ttataaggga ttttgccgat ttcggcctat     8820

tggttaaaaa atgagctgat ttaacaaaaa tttaacgcga attttaacaa aatattaacg     8880

tttacaattt cc                                                         8892

<210> 3

<211> 8868

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide

<400> 3

caggtggcac ttttcgggga aatgtgcgcg gaacccctat ttgtttattt ttctaaatac       60

attcaaatat gtatccgctc atgagacaat aaccctgata aatgcttcaa taatattgaa      120

aaaggaagag tatgagtatt caacatttcc gtgtcgccct tattcccttt tttgcggcat      180

tttgccttcc tgtttttgct cacccagaaa cgctggtgaa agtaaaagat gctgaagatc      240

agttgggtgc acgagtgggt tacatcgaac tggatctcaa cagcggtaag atccttgaga      300

gttttcgccc cgaagaacgt tttccaatga tgagcacttt taaagttctg ctatgtggcg      360

cggtattatc ccgtattgac gccgggcaag agcaactcgg tcgccgcata cactattctc      420

agaatgactt ggttgagtac tcaccagtca cagaaaagca tcttacggat ggcatgacag      480

taagagaatt atgcagtgct gccataacca tgagtgataa cactgcggcc aacttacttc      540

tgacaacgat cggaggaccg aaggagctaa ccgctttttt gcacaacatg ggggatcatg      600
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taactcgcct tgatcgttgg gaaccggagc tgaatgaagc cataccaaac gacgagcgtg      660

acaccacgat gcctgtagca atggcaacaa cgttgcgcaa actattaact ggcgaactac      720

ttactctagc ttcccggcaa caattaatag actggatgga ggcggataaa gttgcaggac      780

cacttctgcg ctcggccctt ccggctggct ggtttattgc tgataaatct ggagccggtg      840

agcgtgggtc tcgcggtatc attgcagcac tggggccaga tggtaagccc tcccgtatcg      900

tagttatcta cacgacgggg agtcaggcaa ctatggatga acgaaataga cagatcgctg      960

agataggtgc ctcactgatt aagcattggt aactgtcaga ccaagtttac tcatatatac     1020

tttagattga tttaaaactt catttttaat ttaaaaggat ctaggtgaag atcctttttg     1080

ataatctcat gaccaaaatc ccttaacgtg agttttcgtt ccactgagcg tcagaccccg     1140

tagaaaagat caaaggatct tcttgagatc ctttttttct gcgcgtaatc tgctgcttgc     1200

aaacaaaaaa accaccgcta ccagcggtgg tttgtttgcc ggatcaagag ctaccaactc     1260

tttttccgaa ggtaactggc ttcagcagag cgcagatacc aaatactgtc cttctagtgt     1320

agccgtagtt aggccaccac ttcaagaact ctgtagcacc gcctacatac ctcgctctgc     1380

taatcctgtt accagtggct gctgccagtg gcgataagtc gtgtcttacc gggttggact     1440

caagacgata gttaccggat aaggcgcagc ggtcgggctg aacggggggt tcgtgcacac     1500

agcccagctt ggagcgaacg acctacaccg aactgagata cctacagcgt gagctatgag     1560

aaagcgccac gcttcccgaa gggagaaagg cggacaggta tccggtaagc ggcagggtcg     1620

gaacaggaga gcgcacgagg gagcttccag ggggaaacgc ctggtatctt tatagtcctg     1680

tcgggtttcg ccacctctga cttgagcgtc gatttttgtg atgctcgtca ggggggcgga     1740

gcctatggaa aaacgccagc aacgcggcct ttttacggtt cctggccttt tgctggcctt     1800

ttgctcacat gttctttcct gcgttatccc ctgattctgt ggataaccgt attaccgcct     1860

ttgagtgagc tgataccgct cgccgcagcc gaacgaccga gcgcagcgag tcagtgagcg     1920

aggaagcgga agagcgccca atacgcaaac cgcctctccc cgcgcgttgg ccgattcatt     1980

aatgcagctg gcacgacagg tttcccgact ggaaagcggg cagtgagcgc aacgcaatta     2040

atgtgagtta gctcactcat taggcacccc aggctttaca ctttatgctt ccggctcgta     2100

tgttgtgtgg aattgtgagc ggataacaat ttcacacagg aaacagctat gaccatgatt     2160

acgccaagcg cgcaattaac cctcactaaa gggaacaaaa gctggagctg caagcttaat     2220

gtagtcttat gcaatactct tgtagtcttg caacatggta acgatgagtt agcaacatgc     2280

cttacaagga gagaaaaagc accgtgcatg ccgattggtg gaagtaaggt ggtacgatcg     2340

tgccttatta ggaaggcaac agacgggtct gacatggatt ggacgaacca ctgaattgcc     2400
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gcattgcaga gatattgtat ttaagtgcct agctcgatac aataaacggg tctctctggt     2460

tagaccagat ctgagcctgg gagctctctg gctaactagg gaacccactg cttaagcctc     2520

aataaagctt gccttgagtg cttcaagtag tgtgtgcccg tctgttgtgt gactctggta     2580

actagagatc cctcagaccc ttttagtcag tgtggaaaat ctctagcagt ggcgcccgaa     2640

cagggacctg aaagcgaaag ggaaaccaga gctctctcga cgcaggactc ggcttgctga     2700

agcgcgcacg gcaagaggcg aggggcggcg actggtgagt acgccaaaaa ttttgactag     2760

cggaggctag aaggagagag atgggtgcga gagcgtcagt attaagcggg ggagaattag     2820

atcgcgatgg gaaaaaattc ggttaaggcc agggggaaag aaaaaatata aattaaaaca     2880

tatagtatgg gcaagcaggg agctagaacg attcgcagtt aatcctggcc tgttagaaac     2940

atcagaaggc tgtagacaaa tactgggaca gctacaacca tcccttcaga caggatcaga     3000

agaacttaga tcattatata atacagtagc aaccctctat tgtgtgcatc aaaggataga     3060

gataaaagac accaaggaag ctttagacaa gatagaggaa gagcaaaaca aaagtaagac     3120

caccgcacag caagcggccg ctgatcttca gacctggagg aggagatatg agggacaatt     3180

ggagaagtga attatataaa tataaagtag taaaaattga accattagga gtagcaccca     3240

ccaaggcaaa gagaagagtg gtgcagagag aaaaaagagc agtgggaata ggagctttgt     3300

tccttgggtt cttgggagca gcaggaagca ctatgggcgc agcctcaatg acgctgacgg     3360

tacaggccag acaattattg tctggtatag tgcagcagca gaacaatttg ctgagggcta     3420

ttgaggcgca acagcatctg ttgcaactca cagtctgggg catcaagcag ctccaggcaa     3480

gaatcctggc tgtggaaaga tacctaaagg atcaacagct cctggggatt tggggttgct     3540

ctggaaaact catttgcacc actgctgtgc cttggaatgc tagttggagt aataaatctc     3600

tggaacagat tggaatcaca cgacctggat ggagtgggac agagaaatta acaattacac     3660

aagcttaata cactccttaa ttgaagaatc gcaaaaccag caagaaaaga atgaacaaga     3720

attattggaa ttagataaat gggcaagttt gtggaattgg tttaacataa caaattggct     3780

gtggtatata aaattattca taatgatagt aggaggcttg gtaggtttaa gaatagtttt     3840

tgctgtactt tctatagtga atagagttag gcagggatat tcaccattat cgtttcagac     3900

ccacctccca accccgaggg gacccgacag gcccgaagga atagaagaag aaggtggaga     3960

gagagacaga gacagatcca ttcgattagt gaacggatct cgacggttaa cttttaaaag     4020

aaaagggggg attggggggt acagtgcagg ggaaagaata gtagacataa tagcaacaga     4080

catacaaact aaagaattac aaaaacaaat tacaaaaatt caaaatttta tcgagctttg     4140
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caaagatgga taaagtttta aacagagagg aatctttgca gctaatggac cttctaggtc     4200

ttgaaaggag tgcctcgtga ggctccggtg cccgtcagtg ggcagagcgc acatcgccca     4260

cagtccccga gaagttgggg ggaggggtcg gcaattgaac cggtgcctag agaaggtggc     4320

gcggggtaaa ctgggaaagt gatgtcgtgt actggctccg cctttttccc gagggtgggg     4380

gagaaccgta tataagtgca gtagtcgccg tgaacgttct ttttcgcaac gggtttgccg     4440

ccagaacaca ggtaagtgcc gtgtgtggtt cccgcgggcc tggcctcttt acgggttatg     4500

gcccttgcgt gccttgaatt acttccacct ggctgcagta cgtgattctt gatcccgagc     4560

ttcgggttgg aagtgggtgg gagagttcga ggccttgcgc ttaaggagcc ccttcgcctc     4620

gtgcttgagt tgaggcctgg cctgggcgct ggggccgccg cgtgcgaatc tggtggcacc     4680

ttcgcgcctg tctcgctgct ttcgataagt ctctagccat ttaaaatttt tgatgacctg     4740

ctgcgacgct ttttttctgg caagatagtc ttgtaaatgc gggccaagat ctgcacactg     4800

gtatttcggt ttttggggcc gcgggcggcg acggggcccg tgcgtcccag cgcacatgtt     4860

cggcgaggcg gggcctgcga gcgcggccac cgagaatcgg acgggggtag tctcaagctg     4920

gccggcctgc tctggtgcct ggcctcgcgc cgccgtgtat cgccccgccc tgggcggcaa     4980

ggctggcccg gtcggcacca gttgcgtgag cggaaagatg gccgcttccc ggccctgctg     5040

cagggagctc aaaatggagg acgcggcgct cgggagagcg ggcgggtgag tcacccacac     5100

aaaggaaaag ggcctttccg tcctcagccg tcgcttcatg tgactccacg gagtaccggg     5160

cgccgtccag gcacctcgat tagttctcga gcttttggag tacgtcgtct ttaggttggg     5220

gggaggggtt ttatgcgatg gagtttcccc acactgagtg ggtggagact gaagttaggc     5280

cagcttggca cttgatgtaa ttctccttgg aatttgccct ttttgagttt ggatcttggt     5340

tcattctcaa gcctcagaca gtggttcaaa gtttttttct tccatttcag gtgtcgtgag     5400

gaattcggta ccgcggccgc ccggggatcc atggccttac cagtgaccgc cttgctcctg     5460

ccgctggcct tgctgctcca cgccgccagg ccggatgttg ttatgacaca gaccccgctg     5520

agtctgcccg tctccctggg cgaccaggcc tccatttctt gccgtagttc acagtccctg     5580

gtgcactcta acggaaatac ctatctgcgc tggtacctgc agaaaccggg ccagagcccc     5640

aaagtcctga tctataaggt gtccaaccgg gtgtctggtg ttccggatcg cttttcaggg     5700

agcggcagcg gcaccgactt cacactgaag atcaatcgtg ttgaagcaga ggatctgggc     5760

gtctactttt gctctcagag tacacatgtg ccatggactt tcggcggtgg gaccaaactg     5820

gaaattaaga gctccgcaga tgacgctaaa aaggacgccg cgaaaaagga tgacgccaaa     5880

aaggatgacg cgaaaaagga tggaggcgtc aaactggacg agaccggtgg gggactggtg     5940

cagccgggcg gtgcaatgaa gctgagttgt gtgacttcag gttttacctt cgggcactat     6000
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tggatgaact gggttcgtca gagtccagaa aaaggtctgg agtgggtcgc tcagtttcgg     6060

aacaagcctt acaactacga aacatactac tcagatagcg ttaaagggcg cttcactatt     6120

agccgtgatg actccaagtc tagtgtgtac ctgcagatga acaatctgcg ggttgaggac     6180

acaggcatct attactgcac aggggcgtcc tatggtatgg agtatctggg gcagggaaca     6240

agcgtcaccg tctcaaccac gacgccagcg ccgcgaccac caacaccggc gcccaccatc     6300

gcgtcgcagc ccctgtccct gcgcccagag gcgtgccggc cagcggcggg gggcgcagtg     6360

cacacgaggg ggctggactt cgcctgtgat atctacatct gggcgccctt ggccgggact     6420

tgtggggtcc ttctcctgtc actggttatc accctttact gcaaacgggg cagaaagaaa     6480

ctcctgtata tattcaaaca accatttatg agaccagtac aaactactca agaggaagat     6540

ggctgtagct gccgatttcc agaagaagaa gaaggaggat gtgaactgag agtgaagttc     6600

agcaggagcg cagacgcccc cgcgtacaag cagggccaga accagctcta taacgagctc     6660

aatctaggac gaagagagga gtacgatgtt ttggacaaga gacgtggccg ggaccctgag     6720

atggggggaa agccgagaag gaagaaccct caggaaggcc tgtacaatga actgcagaaa     6780

gataagatgg cggaggccta cagtgagatt gggatgaaag gcgagcgccg gaggggcaag     6840

gggcacgatg gcctttacca gggtctcagt acagccacca aggacaccta cgacgccctt     6900

cacatgcagg ccctgccccc tcgctaagtc gacaatcaac ctctggatta caaaatttgt     6960

gaaagattga ctggtattct taactatgtt gctcctttta cgctatgtgg atacgctgct     7020

ttaatgcctt tgtatcatgc tattgcttcc cgtatggctt tcattttctc ctccttgtat     7080

aaatcctggt tgctgtctct ttatgaggag ttgtggcccg ttgtcaggca acgtggcgtg     7140

gtgtgcactg tgtttgctga cgcaaccccc actggttggg gcattgccac cacctgtcag     7200

ctcctttccg ggactttcgc tttccccctc cctattgcca cggcggaact catcgccgcc     7260

tgccttgccc gctgctggac aggggctcgg ctgttgggca ctgacaattc cgtggtgttg     7320

tcggggaagc tgacgtcctt tccatggctg ctcgcctgtg ttgccacctg gattctgcgc     7380

gggacgtcct tctgctacgt cccttcggcc ctcaatccag cggaccttcc ttcccgcggc     7440

ctgctgccgg ctctgcggcc tcttccgcgt cttcgccttc gccctcagac gagtcggatc     7500

tccctttggg ccgcctcccc gcctggaatt cgagctcggt acctttaaga ccaatgactt     7560

acaaggcagc tgtagatctt agccactttt taaaagaaaa ggggggactg gaagggctaa     7620

ttcactccca acgaagacaa gatctgcttt ttgcttgtac tgggtctctc tggttagacc     7680

agatctgagc ctgggagctc tctggctaac tagggaaccc actgcttaag cctcaataaa     7740

gcttgccttg agtgcttcaa gtagtgtgtg cccgtctgtt gtgtgactct ggtaactaga     7800

gatccctcag acccttttag tcagtgtgga aaatctctag cagtagtagt tcatgtcatc     7860
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ttattattca gtatttataa cttgcaaaga aatgaatatc agagagtgag aggaacttgt     7920

ttattgcagc ttataatggt tacaaataaa gcaatagcat cacaaatttc acaaataaag     7980

catttttttc actgcattct agttgtggtt tgtccaaact catcaatgta tcttatcatg     8040

tctggctcta gctatcccgc ccctaactcc gcccagttcc gcccattctc cgccccatgg     8100

ctgactaatt ttttttattt atgcagaggc cgaggccgcc tcggcctctg agctattcca     8160

gaagtagtga ggaggctttt ttggaggcct aggcttttgc gtcgagacgt acccaattcg     8220

ccctatagtg agtcgtatta cgcgcgctca ctggccgtcg ttttacaacg tcgtgactgg     8280

gaaaaccctg gcgttaccca acttaatcgc cttgcagcac atcccccttt cgccagctgg     8340

cgtaatagcg aagaggcccg caccgatcgc ccttcccaac agttgcgcag cctgaatggc     8400

gaatggcgcg acgcgccctg tagcggcgca ttaagcgcgg cgggtgtggt ggttacgcgc     8460

agcgtgaccg ctacacttgc cagcgcccta gcgcccgctc ctttcgcttt cttcccttcc     8520

tttctcgcca cgttcgccgg ctttccccgt caagctctaa atcgggggct ccctttaggg     8580

ttccgattta gtgctttacg gcacctcgac cccaaaaaac ttgattaggg tgatggttca     8640

cgtagtgggc catcgccctg atagacggtt tttcgccctt tgacgttgga gtccacgttc     8700

tttaatagtg gactcttgtt ccaaactgga acaacactca accctatctc ggtctattct     8760

tttgatttat aagggatttt gccgatttcg gcctattggt taaaaaatga gctgatttaa     8820

caaaaattta acgcgaattt taacaaaata ttaacgttta caatttcc                  8868

<210> 4

<211> 8859

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide

<400> 4

caggtggcac ttttcgggga aatgtgcgcg gaacccctat ttgtttattt ttctaaatac       60

attcaaatat gtatccgctc atgagacaat aaccctgata aatgcttcaa taatattgaa      120

aaaggaagag tatgagtatt caacatttcc gtgtcgccct tattcccttt tttgcggcat      180

tttgccttcc tgtttttgct cacccagaaa cgctggtgaa agtaaaagat gctgaagatc      240

agttgggtgc acgagtgggt tacatcgaac tggatctcaa cagcggtaag atccttgaga      300

gttttcgccc cgaagaacgt tttccaatga tgagcacttt taaagttctg ctatgtggcg      360

cggtattatc ccgtattgac gccgggcaag agcaactcgg tcgccgcata cactattctc      420
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agaatgactt ggttgagtac tcaccagtca cagaaaagca tcttacggat ggcatgacag      480

taagagaatt atgcagtgct gccataacca tgagtgataa cactgcggcc aacttacttc      540

tgacaacgat cggaggaccg aaggagctaa ccgctttttt gcacaacatg ggggatcatg      600

taactcgcct tgatcgttgg gaaccggagc tgaatgaagc cataccaaac gacgagcgtg      660

acaccacgat gcctgtagca atggcaacaa cgttgcgcaa actattaact ggcgaactac      720

ttactctagc ttcccggcaa caattaatag actggatgga ggcggataaa gttgcaggac      780

cacttctgcg ctcggccctt ccggctggct ggtttattgc tgataaatct ggagccggtg      840

agcgtgggtc tcgcggtatc attgcagcac tggggccaga tggtaagccc tcccgtatcg      900

tagttatcta cacgacgggg agtcaggcaa ctatggatga acgaaataga cagatcgctg      960

agataggtgc ctcactgatt aagcattggt aactgtcaga ccaagtttac tcatatatac     1020

tttagattga tttaaaactt catttttaat ttaaaaggat ctaggtgaag atcctttttg     1080

ataatctcat gaccaaaatc ccttaacgtg agttttcgtt ccactgagcg tcagaccccg     1140

tagaaaagat caaaggatct tcttgagatc ctttttttct gcgcgtaatc tgctgcttgc     1200

aaacaaaaaa accaccgcta ccagcggtgg tttgtttgcc ggatcaagag ctaccaactc     1260

tttttccgaa ggtaactggc ttcagcagag cgcagatacc aaatactgtc cttctagtgt     1320

agccgtagtt aggccaccac ttcaagaact ctgtagcacc gcctacatac ctcgctctgc     1380

taatcctgtt accagtggct gctgccagtg gcgataagtc gtgtcttacc gggttggact     1440

caagacgata gttaccggat aaggcgcagc ggtcgggctg aacggggggt tcgtgcacac     1500

agcccagctt ggagcgaacg acctacaccg aactgagata cctacagcgt gagctatgag     1560

aaagcgccac gcttcccgaa gggagaaagg cggacaggta tccggtaagc ggcagggtcg     1620

gaacaggaga gcgcacgagg gagcttccag ggggaaacgc ctggtatctt tatagtcctg     1680

tcgggtttcg ccacctctga cttgagcgtc gatttttgtg atgctcgtca ggggggcgga     1740

gcctatggaa aaacgccagc aacgcggcct ttttacggtt cctggccttt tgctggcctt     1800

ttgctcacat gttctttcct gcgttatccc ctgattctgt ggataaccgt attaccgcct     1860

ttgagtgagc tgataccgct cgccgcagcc gaacgaccga gcgcagcgag tcagtgagcg     1920

aggaagcgga agagcgccca atacgcaaac cgcctctccc cgcgcgttgg ccgattcatt     1980

aatgcagctg gcacgacagg tttcccgact ggaaagcggg cagtgagcgc aacgcaatta     2040

atgtgagtta gctcactcat taggcacccc aggctttaca ctttatgctt ccggctcgta     2100

tgttgtgtgg aattgtgagc ggataacaat ttcacacagg aaacagctat gaccatgatt     2160

acgccaagcg cgcaattaac cctcactaaa gggaacaaaa gctggagctg caagcttaat     2220
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gtagtcttat gcaatactct tgtagtcttg caacatggta acgatgagtt agcaacatgc     2280

cttacaagga gagaaaaagc accgtgcatg ccgattggtg gaagtaaggt ggtacgatcg     2340

tgccttatta ggaaggcaac agacgggtct gacatggatt ggacgaacca ctgaattgcc     2400

gcattgcaga gatattgtat ttaagtgcct agctcgatac aataaacggg tctctctggt     2460

tagaccagat ctgagcctgg gagctctctg gctaactagg gaacccactg cttaagcctc     2520

aataaagctt gccttgagtg cttcaagtag tgtgtgcccg tctgttgtgt gactctggta     2580

actagagatc cctcagaccc ttttagtcag tgtggaaaat ctctagcagt ggcgcccgaa     2640

cagggacctg aaagcgaaag ggaaaccaga gctctctcga cgcaggactc ggcttgctga     2700

agcgcgcacg gcaagaggcg aggggcggcg actggtgagt acgccaaaaa ttttgactag     2760

cggaggctag aaggagagag atgggtgcga gagcgtcagt attaagcggg ggagaattag     2820

atcgcgatgg gaaaaaattc ggttaaggcc agggggaaag aaaaaatata aattaaaaca     2880

tatagtatgg gcaagcaggg agctagaacg attcgcagtt aatcctggcc tgttagaaac     2940

atcagaaggc tgtagacaaa tactgggaca gctacaacca tcccttcaga caggatcaga     3000

agaacttaga tcattatata atacagtagc aaccctctat tgtgtgcatc aaaggataga     3060

gataaaagac accaaggaag ctttagacaa gatagaggaa gagcaaaaca aaagtaagac     3120

caccgcacag caagcggccg ctgatcttca gacctggagg aggagatatg agggacaatt     3180

ggagaagtga attatataaa tataaagtag taaaaattga accattagga gtagcaccca     3240

ccaaggcaaa gagaagagtg gtgcagagag aaaaaagagc agtgggaata ggagctttgt     3300

tccttgggtt cttgggagca gcaggaagca ctatgggcgc agcctcaatg acgctgacgg     3360

tacaggccag acaattattg tctggtatag tgcagcagca gaacaatttg ctgagggcta     3420

ttgaggcgca acagcatctg ttgcaactca cagtctgggg catcaagcag ctccaggcaa     3480

gaatcctggc tgtggaaaga tacctaaagg atcaacagct cctggggatt tggggttgct     3540

ctggaaaact catttgcacc actgctgtgc cttggaatgc tagttggagt aataaatctc     3600

tggaacagat tggaatcaca cgacctggat ggagtgggac agagaaatta acaattacac     3660

aagcttaata cactccttaa ttgaagaatc gcaaaaccag caagaaaaga atgaacaaga     3720

attattggaa ttagataaat gggcaagttt gtggaattgg tttaacataa caaattggct     3780

gtggtatata aaattattca taatgatagt aggaggcttg gtaggtttaa gaatagtttt     3840

tgctgtactt tctatagtga atagagttag gcagggatat tcaccattat cgtttcagac     3900

ccacctccca accccgaggg gacccgacag gcccgaagga atagaagaag aaggtggaga     3960
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gagagacaga gacagatcca ttcgattagt gaacggatct cgacggttaa cttttaaaag     4020

aaaagggggg attggggggt acagtgcagg ggaaagaata gtagacataa tagcaacaga     4080

catacaaact aaagaattac aaaaacaaat tacaaaaatt caaaatttta tcgagctttg     4140

caaagatgga taaagtttta aacagagagg aatctttgca gctaatggac cttctaggtc     4200

ttgaaaggag tgcctcgtga ggctccggtg cccgtcagtg ggcagagcgc acatcgccca     4260

cagtccccga gaagttgggg ggaggggtcg gcaattgaac cggtgcctag agaaggtggc     4320

gcggggtaaa ctgggaaagt gatgtcgtgt actggctccg cctttttccc gagggtgggg     4380

gagaaccgta tataagtgca gtagtcgccg tgaacgttct ttttcgcaac gggtttgccg     4440

ccagaacaca ggtaagtgcc gtgtgtggtt cccgcgggcc tggcctcttt acgggttatg     4500

gcccttgcgt gccttgaatt acttccacct ggctgcagta cgtgattctt gatcccgagc     4560

ttcgggttgg aagtgggtgg gagagttcga ggccttgcgc ttaaggagcc ccttcgcctc     4620

gtgcttgagt tgaggcctgg cctgggcgct ggggccgccg cgtgcgaatc tggtggcacc     4680

ttcgcgcctg tctcgctgct ttcgataagt ctctagccat ttaaaatttt tgatgacctg     4740

ctgcgacgct ttttttctgg caagatagtc ttgtaaatgc gggccaagat ctgcacactg     4800

gtatttcggt ttttggggcc gcgggcggcg acggggcccg tgcgtcccag cgcacatgtt     4860

cggcgaggcg gggcctgcga gcgcggccac cgagaatcgg acgggggtag tctcaagctg     4920

gccggcctgc tctggtgcct ggcctcgcgc cgccgtgtat cgccccgccc tgggcggcaa     4980

ggctggcccg gtcggcacca gttgcgtgag cggaaagatg gccgcttccc ggccctgctg     5040

cagggagctc aaaatggagg acgcggcgct cgggagagcg ggcgggtgag tcacccacac     5100

aaaggaaaag ggcctttccg tcctcagccg tcgcttcatg tgactccacg gagtaccggg     5160

cgccgtccag gcacctcgat tagttctcga gcttttggag tacgtcgtct ttaggttggg     5220

gggaggggtt ttatgcgatg gagtttcccc acactgagtg ggtggagact gaagttaggc     5280

cagcttggca cttgatgtaa ttctccttgg aatttgccct ttttgagttt ggatcttggt     5340

tcattctcaa gcctcagaca gtggttcaaa gtttttttct tccatttcag gtgtcgtgag     5400

gaattcggta ccgcggccgc ccggggatcc atggccttac cagtgaccgc cttgctcctg     5460

ccgctggcct tgctgctcca cgccgccagg ccgcaggttc agctggttga gagcggaggc     5520

aatctggttc agcccggtgg tagtctgcgt ctgtcttgtg cggcgtcagg gttcactttc     5580

ggtagttttt caatgagctg ggtccgtcag gcaccaggcg gtgggctgga atgggtggca     5640

ggtctgtctg cacgtagctc cctgacccac tatgcagata gtgttaaagg gcggttcaca     5700

atttcacgcg acaacgctaa gaatagcgtc tacctgcaaa tgaactccct gcgggtcgag     5760

gataccgcag tgtattactg cgctcgccgt tcttatgact ctagtggata ctggggccat     5820
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ttttatagct acatggatgt gtggggacag ggcactctgg tgaccgtttc cggaggcggt     5880

gggtctggag gcggtgggag tggaggcggt gggtcaagcg ttctgaccca gccgtcctct     5940

gtcagcgccg cgccaggcca gaaagtgaca atttcctgtt ctggaagtac ttcaaacatc     6000

ggcaacaatt atgtttcctg gtatcagcag cacccgggca aagcgcccaa gctgatgatt     6060

tatgatgtgt ctaaacgtcc aagtggtgtt cctgaccggt tcagcggttc caagtctggg     6120

aatagtgcct cactggacat ctcaggcctg caaagcgaag atgaggcgga ctattactgc     6180

gcagcttggg atgacagcct gtccgaattt ctgttcggca ccgggacaaa gctgaccgtg     6240

ctgggcacca cgacgccagc gccgcgacca ccaacaccgg cgcccaccat cgcgtcgcag     6300

cccctgtccc tgcgcccaga ggcgtgccgg ccagcggcgg ggggcgcagt gcacacgagg     6360

gggctggact tcgcctgtga tatctacatc tgggcgccct tggccgggac ttgtggggtc     6420

cttctcctgt cactggttat caccctttac tgcaaacggg gcagaaagaa actcctgtat     6480

atattcaaac aaccatttat gagaccagta caaactactc aagaggaaga tggctgtagc     6540

tgccgatttc cagaagaaga agaaggagga tgtgaactga gagtgaagtt cagcaggagc     6600

gcagacgccc ccgcgtacaa gcagggccag aaccagctct ataacgagct caatctagga     6660

cgaagagagg agtacgatgt tttggacaag agacgtggcc gggaccctga gatgggggga     6720

aagccgagaa ggaagaaccc tcaggaaggc ctgtacaatg aactgcagaa agataagatg     6780

gcggaggcct acagtgagat tgggatgaaa ggcgagcgcc ggaggggcaa ggggcacgat     6840

ggcctttacc agggtctcag tacagccacc aaggacacct acgacgccct tcacatgcag     6900

gccctgcccc ctcgctaagt cgacaatcaa cctctggatt acaaaatttg tgaaagattg     6960

actggtattc ttaactatgt tgctcctttt acgctatgtg gatacgctgc tttaatgcct     7020

ttgtatcatg ctattgcttc ccgtatggct ttcattttct cctccttgta taaatcctgg     7080

ttgctgtctc tttatgagga gttgtggccc gttgtcaggc aacgtggcgt ggtgtgcact     7140

gtgtttgctg acgcaacccc cactggttgg ggcattgcca ccacctgtca gctcctttcc     7200

gggactttcg ctttccccct ccctattgcc acggcggaac tcatcgccgc ctgccttgcc     7260

cgctgctgga caggggctcg gctgttgggc actgacaatt ccgtggtgtt gtcggggaag     7320

ctgacgtcct ttccatggct gctcgcctgt gttgccacct ggattctgcg cgggacgtcc     7380

ttctgctacg tcccttcggc cctcaatcca gcggaccttc cttcccgcgg cctgctgccg     7440

gctctgcggc ctcttccgcg tcttcgcctt cgccctcaga cgagtcggat ctccctttgg     7500

gccgcctccc cgcctggaat tcgagctcgg tacctttaag accaatgact tacaaggcag     7560

ctgtagatct tagccacttt ttaaaagaaa aggggggact ggaagggcta attcactccc     7620

aacgaagaca agatctgctt tttgcttgta ctgggtctct ctggttagac cagatctgag     7680
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cctgggagct ctctggctaa ctagggaacc cactgcttaa gcctcaataa agcttgcctt     7740

gagtgcttca agtagtgtgt gcccgtctgt tgtgtgactc tggtaactag agatccctca     7800

gaccctttta gtcagtgtgg aaaatctcta gcagtagtag ttcatgtcat cttattattc     7860

agtatttata acttgcaaag aaatgaatat cagagagtga gaggaacttg tttattgcag     7920

cttataatgg ttacaaataa agcaatagca tcacaaattt cacaaataaa gcattttttt     7980

cactgcattc tagttgtggt ttgtccaaac tcatcaatgt atcttatcat gtctggctct     8040

agctatcccg cccctaactc cgcccagttc cgcccattct ccgccccatg gctgactaat     8100

tttttttatt tatgcagagg ccgaggccgc ctcggcctct gagctattcc agaagtagtg     8160

aggaggcttt tttggaggcc taggcttttg cgtcgagacg tacccaattc gccctatagt     8220

gagtcgtatt acgcgcgctc actggccgtc gttttacaac gtcgtgactg ggaaaaccct     8280

ggcgttaccc aacttaatcg ccttgcagca catccccctt tcgccagctg gcgtaatagc     8340

gaagaggccc gcaccgatcg cccttcccaa cagttgcgca gcctgaatgg cgaatggcgc     8400

gacgcgccct gtagcggcgc attaagcgcg gcgggtgtgg tggttacgcg cagcgtgacc     8460

gctacacttg ccagcgccct agcgcccgct cctttcgctt tcttcccttc ctttctcgcc     8520

acgttcgccg gctttccccg tcaagctcta aatcgggggc tccctttagg gttccgattt     8580

agtgctttac ggcacctcga ccccaaaaaa cttgattagg gtgatggttc acgtagtggg     8640

ccatcgccct gatagacggt ttttcgccct ttgacgttgg agtccacgtt ctttaatagt     8700

ggactcttgt tccaaactgg aacaacactc aaccctatct cggtctattc ttttgattta     8760

taagggattt tgccgatttc ggcctattgg ttaaaaaatg agctgattta acaaaaattt     8820

aacgcgaatt ttaacaaaat attaacgttt acaatttcc                            8859

<210> 5

<211> 5574

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide

<400> 5

aagaaaccaa ttgtccatat tgcatcagac attgccgtca ctgcgtcttt tactggctct       60

tctcgctaac caaaccggta accctgatta tttgcacgga gtcacacttt gctatgccat      120

agcattttta tccataagat tagcggatcc tacctgacgc tttttatcgc aactctctac      180

tgtttctcca tacccgtttt tttgggctag aaataatttt gtttaacttt aagaaggaga      240
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atacatcaac tagtacgcaa gttcacgtaa aaagggtatc tagaggttga ggtgatttta      300

tgaaaaagaa tatcgcattt cttcttgcta gcatgttcgt tttttctatt gctacaaacg      360

catacgctga catccagatg acacagacta catcctccct gtctgcctct ctgggagaca      420

gagtcaccat cagttgcagg gcaagtcagg acattagtaa atatttaaat tggtatcagc      480

agaaaccaga tggaactgtt aaactcctga tctaccatac atcaagatta cactcaggag      540

tcccatcaag gttcagtggc agtgggtctg gaacagatta ttctctcacc attagcaacc      600

tggagcaaga agatattgcc acttactttt gccaacaggg taatacgctt ccgtacacgt      660

tcggaggggg gaccaagctt gagatcaaac gaactgtggc tgcaccatct gtcttcatct      720

tcccgccatc tgatgagcag ttgaaatctg gaactgcctc tgtcgtgtgc ctgctgaata      780

acttctatcc cagagaggcc aaagtacagt ggaaggtgga taacgccctc caatcgggta      840

actcccagga gagtgtcaca gagcaggaca gcaaggacag cacctacagc ctcagcagca      900

ccctgacgct gagcaaagca gactacgaga aacacaaagt ctacgcctgc gaagtcaccc      960

atcagggcct gtcctcgccc gtcacaaaga gcttcaacag gggagagtgt taagctgggg     1020

atcctctaga ggttgaggtg attttatgaa aaagaatatc gcatttcttc ttgcatctat     1080

gttcgttttt tctattgcta caaacgcgta cgctgaggtg aaactgcagg agtcaggacc     1140

tggcctggtg gcgccctcac agagcctgtc cgtcacatgc actgtctcag gggtctcatt     1200

acccgactat ggtgtaagct ggattcgcca gcctccacga aagggtctgg agtggctggg     1260

agtaatatgg ggtagtgaaa ccacatacta taattcagct ctcaaatcca gactgaccat     1320

catcaaggac aactccaaga gccaagtttt cttaaaaatg aacagtctgc aaactgatga     1380

cacagccatt tactactgtg ccaaacatta ttactacggt ggtagctatg ctatggacta     1440

ctggggccaa ggaacctcag tcaccgtctc ctcagcctcc accaagggcc catcggtctt     1500

ccccctggca ccctcctcca agagcacctc tgggggcaca gcggccctgg gctgcctggt     1560

caaggactac ttccccgaac cggtgacggt gtcgtggaac tcaggcgccc tgaccagcgg     1620

cgtgcacacc ttcccggctg tcctacagtc ctcaggactc tactccctca gcagcgtggt     1680

gactgtgccc tctagcagct tgggcaccca gacctacatc tgcaacgtga atcacaagcc     1740

cagcaacacc aaggtggaca agaaagttga gcccaaatct tgtgacaaaa ctcacacata     1800

ataagtcgac cgatgccctt gagagccttc aacccagtca gctccttccg gtgggcgcgg     1860

ggcatgacta tcgtcgccgc acttatgact gtcttcttta tcatgcaact cgtaggacag     1920

gtgccaaacg gtctccagct tggctgtttt ggcggatgag agaagatttt cagcctgata     1980

cagattaaat cagaacgcag aagcggtctg ataaaacaga atttgcctgg cggcagtagc     2040
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gcggtggtcc cacctgaccc catgccgaac tcagaagtga aacgccgtag cgccgatggt     2100

agtgtggggt ctccccatgc gagagtaggg aactgccagg catcaaataa aacgaaaggc     2160

tcagtcgaaa gactgggcct ttcgttttat ctgttgtttg tcggtgaacg ctctcctgag     2220

taggacaaat ccgccgggag cggatttgaa cgttgcgaag caacggcccg gagggtggcg     2280

ggcaggacgc ccgccataaa ctgccaggca tcaaattaag cagaaggcca tcctgacgga     2340

tggccttttt gcgtttctac aaactctttt tgtttatttt tctaaataca ttcaaatatg     2400

tatccgctca tgagacaata accctgataa atgcttcaat aatattgaaa aaggaagagt     2460

atgagtattc aacatttccg tgtcgccctt attccctttt ttgcggcatt ttgccttcct     2520

gtttttgctc acccagaaac gctggtgaaa gtaaaagatg ctgaagatca gttgggtgca     2580

cgagtgggtt acatcgaact ggatctcaac agcggtaaga tccttgagag ttttcgcccc     2640

gaagaacgtt ttccaatgat gagcactttt aaagttctgc tatgtggcgc ggtattatcc     2700

cgtgttgacg ccgggcaaga gcaactcggt cgccgcatac actattctca gaatgacttg     2760

gttgagtact caccagtcac agaaaagcat cttacggatg gcatgacagt aagagaatta     2820

tgcagtgctg ccataaccat gagtgataac actgcggcca acttacttct gacaacgatc     2880

ggaggaccga aggagctaac cgcttttttg cacaacatgg gggatcatgt aactcgcctt     2940

gatcgttggg aaccggagct gaatgaagcc ataccaaacg acgagcgtga caccacgatg     3000

cctgtagcaa tggcaacaac gttgcgcaaa ctattaactg gcgaactact tactctagct     3060

tcccggcaac aattaataga ctggatggag gcggataaag ttgcaggacc acttctgcgc     3120

tcggcccttc cggctggctg gtttattgct gataaatctg gagccggtga gcgtgggtct     3180

cgcggtatca ttgcagcact ggggccagat ggtaagccct cccgtatcgt agttatctac     3240

acgacgggga gtcaggcaac tatggatgaa cgaaatagac agatcgctga gataggtgcc     3300

tcactgatta agcattggta actgtcagac caagtttact catatatact ttagattgat     3360

ttaaaacttc atttttaatt taaaaggatc taggtgaaga tcctttttga taatctcatg     3420

accaaaatcc cttaacgtga gttttcgttc cactgagcgt cagaccccgt agaaaagatc     3480

aaaggatctt cttgagatcc tttttttctg cgcgtaatct gctgcttgca aacaaaaaaa     3540

ccaccgctac cagcggtggt ttgtttgccg gatcaagagc taccaactct ttttccgaag     3600

gtaactggct tcagcagagc gcagatacca aatactgtcc ttctagtgta gccgtagtta     3660

ggccaccact tcaagaactc tgtagcaccg cctacatacc tcgctctgct aatcctgtta     3720

ccagtggctg ctgccagtgg cgataagtcg tgtcttaccg ggttggactc aagacgatag     3780
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ttaccggata aggcgcagcg gtcgggctga acggggggtt cgtgcacaca gcccagcttg     3840

gagcgaacga cctacaccga actgagatac ctacagcgtg agctatgaga aagcgccacg     3900

cttcccgaag ggagaaaggc ggacaggtat ccggtaagcg gcagggtcgg aacaggagag     3960

cgcacgaggg agcttccagg gggaaacgcc tggtatcttt atagtcctgt cgggtttcgc     4020

cacctctgac ttgagcgtcg atttttgtga tgctcgtcag gggggcggag cctatggaaa     4080

aacgccagca acgcggcctt tttacggttc ctggcctttt gctggccttt tgctcacatg     4140

ttctttcctg cgttatcccc tgattctgtg gataaccgta ttaccgcctt tgagtgagct     4200

gataccgctc gccgcagccg aacgaccgag cgcagcgagt cagtgagcga ggaagcggaa     4260

gagcgcctga tgcggtattt tctccttacg catctgtgcg gtatttcaca ccgcatatgg     4320

tgcactctca gtacaatctg ctctgatgcc gcatagttaa gccagtatac actccgctat     4380

cgctacgtga ctgggtcatg gctgcgcccc gacacccgcc aacacccgct gacgcgccct     4440

gacgggcttg tctgctcccg gcatccgctt acagacaagc tgtgaccgtc tccgggagct     4500

gcatgtgtca gaggttttca ccgtcatcac cgaaacgcgc gaggcagcag atcaattcgc     4560

gcgcgaaggc gaagcggcat gcataatgtg cctgtcaaat ggacgaagca gggattctgc     4620

aaaccctatg ctactccgtc aagccgtcaa ttgtctgatt cgttaccaat tatgacaact     4680

tgacggctac atcattcact ttttcttcac aaccggcacg gaactcgctc gggctggccc     4740

cggtgcattt tttaaatacc cgcgagaaat agagttgatc gtcaaaacca acattgcgac     4800

cgacggtggc gataggcatc cgggtggtgc tcaaaagcag cttcgcctgg ctgatacgtt     4860

ggtcctcgcg ccagcttaag acgctaatcc ctaactgctg gcggaaaaga tgtgacagac     4920

gcgacggcga caagcaaaca tgctgtgcga cgctggcgat atcaaaattg ctgtctgcca     4980

ggtgatcgct gatgtactga caagcctcgc gtacccgatt atccatcggt ggatggagcg     5040

actcgttaat cgcttccatg cgccgcagta acaattgctc aagcagattt atcgccagca     5100

gctccgaata gcgcccttcc ccttgcccgg cgttaatgat ttgcccaaac aggtcgctga     5160

aatgcggctg gtgcgcttca tccgggcgaa agaaccccgt attggcaaat attgacggcc     5220

agttaagcca ttcatgccag taggcgcgcg gacgaaagta aacccactgg tgataccatt     5280

cgcgagcctc cggatgacga ccgtagtgat gaatctctcc tggcgggaac agcaaaatat     5340

cacccggtcg gcaaacaaat tctcgtccct gatttttcac caccccctga ccgcgaatgg     5400

tgagattgag aatataacct ttcattccca gcggtcggtc gataaaaaaa tcgagataac     5460

cgttggcctc aatcggcgtt aaacccgcca ccagatgggc attaaacgag tatcccggca     5520

gcaggggatc attttgcgct tcagccatac ttttcatact cccgccattc agag           5574

<210> 6
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<211> 5574

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide

<400> 6

aagaaaccaa ttgtccatat tgcatcagac attgccgtca ctgcgtcttt tactggctct       60

tctcgctaac caaaccggta accctgatta tttgcacgga gtcacacttt gctatgccat      120

agcattttta tccataagat tagcggatcc tacctgacgc tttttatcgc aactctctac      180

tgtttctcca tacccgtttt tttgggctag aaataatttt gtttaacttt aagaaggaga      240

atacatcaac tagtacgcaa gttcacgtaa aaagggtatc tagaggttga ggtgatttta      300

tgaaaaagaa tatcgcattt cttcttgcta gcatgttcgt tttttctatt gctacaaacg      360

catacgctga catccagatg acacagacta catcctccct gtctgcctct ctgggagaca      420

gagtcaccat cagttgcagg gcaagtcagg acattagtaa atatttaaat tggtatcagc      480

agaaaccaga tggaactgtt aaactcctga tctaccatac atcaagatta cactcaggag      540

tcccatcaag gttcagtggc agtgggtctg gaacagatta ttctctcacc attagcaacc      600

tggagcaaga agatattgcc acttactttt gccaacaggg taatacgctt ccgtacacgt      660

tcggaggggg gaccaagctt gagatcaaac gaactgtggc tgcaccatct gtcttcatct      720

tcccgccatc tgatgagcag ttgaaatctg gaactgcctc tgtcgtgtgc ctgctgaata      780

acttctatcc cagagaggcc aaagtacagt ggaaggtgga taacgccctc caatcgggta      840

actcccagga gagtgtcaca gagcaggaca gcaaggacag cacctacagc ctcagcagca      900

ccctgacgct gagcaaagca gactacgaga aacacaaagt ctacgcctgc gaagtcaccc      960

atcagggcct gtagtcgccc gtcacaaaga gcttcaacag gggagagtgt taagctgggg     1020

atcctctaga ggttgaggtg attttatgaa aaagaatatc gcatttcttc ttgcatctat     1080

gttcgttttt tctattgcta caaacgcgta cgctgaggtg aaactgcagg agtcaggacc     1140

tggcctggtg gcgccctcac agagcctgtc cgtcacatgc actgtctcag gggtctcatt     1200

acccgactat ggtgtaagct ggattcgcca gcctccacga aagggtctgg agtggctggg     1260

agtaatatgg ggtagtgaaa ccacatacta taattcagct ctcaaatcca gactgaccat     1320

catcaaggac aactccaaga gccaagtttt cttaaaaatg aacagtctgc aaactgatga     1380

cacagccatt tactactgtg ccaaacatta ttactacggt ggtagctatg ctatggacta     1440

ctggggccaa ggaacctcag tcaccgtctc ctcagcctcc accaagggcc catcggtctt     1500
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ccccctggca ccctcctcca agagcacctc tgggggcaca gcggccctgg gctgcctggt     1560

caaggactac ttccccgaac cggtgacggt gtcgtggaac tcaggcgccc tgaccagcgg     1620

cgtgcacacc ttcccggctg tcctacagtc ctcaggactc tactccctca gcagcgtggt     1680

gactgtgccc tctagcagct tgggcaccca gacctacatc tgcaacgtga atcacaagcc     1740

cagcaacacc aaggtggaca agaaagttga gcccaaatct tgtgacaaaa ctcacacata     1800

ataagtcgac cgatgccctt gagagccttc aacccagtca gctccttccg gtgggcgcgg     1860

ggcatgacta tcgtcgccgc acttatgact gtcttcttta tcatgcaact cgtaggacag     1920

gtgccaaacg gtctccagct tggctgtttt ggcggatgag agaagatttt cagcctgata     1980

cagattaaat cagaacgcag aagcggtctg ataaaacaga atttgcctgg cggcagtagc     2040

gcggtggtcc cacctgaccc catgccgaac tcagaagtga aacgccgtag cgccgatggt     2100

agtgtggggt ctccccatgc gagagtaggg aactgccagg catcaaataa aacgaaaggc     2160

tcagtcgaaa gactgggcct ttcgttttat ctgttgtttg tcggtgaacg ctctcctgag     2220

taggacaaat ccgccgggag cggatttgaa cgttgcgaag caacggcccg gagggtggcg     2280

ggcaggacgc ccgccataaa ctgccaggca tcaaattaag cagaaggcca tcctgacgga     2340

tggccttttt gcgtttctac aaactctttt tgtttatttt tctaaataca ttcaaatatg     2400

tatccgctca tgagacaata accctgataa atgcttcaat aatattgaaa aaggaagagt     2460

atgagtattc aacatttccg tgtcgccctt attccctttt ttgcggcatt ttgccttcct     2520

gtttttgctc acccagaaac gctggtgaaa gtaaaagatg ctgaagatca gttgggtgca     2580

cgagtgggtt acatcgaact ggatctcaac agcggtaaga tccttgagag ttttcgcccc     2640

gaagaacgtt ttccaatgat gagcactttt aaagttctgc tatgtggcgc ggtattatcc     2700

cgtgttgacg ccgggcaaga gcaactcggt cgccgcatac actattctca gaatgacttg     2760

gttgagtact caccagtcac agaaaagcat cttacggatg gcatgacagt aagagaatta     2820

tgcagtgctg ccataaccat gagtgataac actgcggcca acttacttct gacaacgatc     2880

ggaggaccga aggagctaac cgcttttttg cacaacatgg gggatcatgt aactcgcctt     2940

gatcgttggg aaccggagct gaatgaagcc ataccaaacg acgagcgtga caccacgatg     3000

cctgtagcaa tggcaacaac gttgcgcaaa ctattaactg gcgaactact tactctagct     3060

tcccggcaac aattaataga ctggatggag gcggataaag ttgcaggacc acttctgcgc     3120

tcggcccttc cggctggctg gtttattgct gataaatctg gagccggtga gcgtgggtct     3180

cgcggtatca ttgcagcact ggggccagat ggtaagccct cccgtatcgt agttatctac     3240

acgacgggga gtcaggcaac tatggatgaa cgaaatagac agatcgctga gataggtgcc     3300

tcactgatta agcattggta actgtcagac caagtttact catatatact ttagattgat     3360
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ttaaaacttc atttttaatt taaaaggatc taggtgaaga tcctttttga taatctcatg     3420

accaaaatcc cttaacgtga gttttcgttc cactgagcgt cagaccccgt agaaaagatc     3480

aaaggatctt cttgagatcc tttttttctg cgcgtaatct gctgcttgca aacaaaaaaa     3540

ccaccgctac cagcggtggt ttgtttgccg gatcaagagc taccaactct ttttccgaag     3600

gtaactggct tcagcagagc gcagatacca aatactgtcc ttctagtgta gccgtagtta     3660

ggccaccact tcaagaactc tgtagcaccg cctacatacc tcgctctgct aatcctgtta     3720

ccagtggctg ctgccagtgg cgataagtcg tgtcttaccg ggttggactc aagacgatag     3780

ttaccggata aggcgcagcg gtcgggctga acggggggtt cgtgcacaca gcccagcttg     3840

gagcgaacga cctacaccga actgagatac ctacagcgtg agctatgaga aagcgccacg     3900

cttcccgaag ggagaaaggc ggacaggtat ccggtaagcg gcagggtcgg aacaggagag     3960

cgcacgaggg agcttccagg gggaaacgcc tggtatcttt atagtcctgt cgggtttcgc     4020

cacctctgac ttgagcgtcg atttttgtga tgctcgtcag gggggcggag cctatggaaa     4080

aacgccagca acgcggcctt tttacggttc ctggcctttt gctggccttt tgctcacatg     4140

ttctttcctg cgttatcccc tgattctgtg gataaccgta ttaccgcctt tgagtgagct     4200

gataccgctc gccgcagccg aacgaccgag cgcagcgagt cagtgagcga ggaagcggaa     4260

gagcgcctga tgcggtattt tctccttacg catctgtgcg gtatttcaca ccgcatatgg     4320

tgcactctca gtacaatctg ctctgatgcc gcatagttaa gccagtatac actccgctat     4380

cgctacgtga ctgggtcatg gctgcgcccc gacacccgcc aacacccgct gacgcgccct     4440

gacgggcttg tctgctcccg gcatccgctt acagacaagc tgtgaccgtc tccgggagct     4500

gcatgtgtca gaggttttca ccgtcatcac cgaaacgcgc gaggcagcag atcaattcgc     4560

gcgcgaaggc gaagcggcat gcataatgtg cctgtcaaat ggacgaagca gggattctgc     4620

aaaccctatg ctactccgtc aagccgtcaa ttgtctgatt cgttaccaat tatgacaact     4680

tgacggctac atcattcact ttttcttcac aaccggcacg gaactcgctc gggctggccc     4740

cggtgcattt tttaaatacc cgcgagaaat agagttgatc gtcaaaacca acattgcgac     4800

cgacggtggc gataggcatc cgggtggtgc tcaaaagcag cttcgcctgg ctgatacgtt     4860

ggtcctcgcg ccagcttaag acgctaatcc ctaactgctg gcggaaaaga tgtgacagac     4920

gcgacggcga caagcaaaca tgctgtgcga cgctggcgat atcaaaattg ctgtctgcca     4980

ggtgatcgct gatgtactga caagcctcgc gtacccgatt atccatcggt ggatggagcg     5040

actcgttaat cgcttccatg cgccgcagta acaattgctc aagcagattt atcgccagca     5100

gctccgaata gcgcccttcc ccttgcccgg cgttaatgat ttgcccaaac aggtcgctga     5160
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aatgcggctg gtgcgcttca tccgggcgaa agaaccccgt attggcaaat attgacggcc     5220

agttaagcca ttcatgccag taggcgcgcg gacgaaagta aacccactgg tgataccatt     5280

cgcgagcctc cggatgacga ccgtagtgat gaatctctcc tggcgggaac agcaaaatat     5340

cacccggtcg gcaaacaaat tctcgtccct gatttttcac caccccctga ccgcgaatgg     5400

tgagattgag aatataacct ttcattccca gcggtcggtc gataaaaaaa tcgagataac     5460

cgttggcctc aatcggcgtt aaacccgcca ccagatgggc attaaacgag tatcccggca     5520

gcaggggatc attttgcgct tcagccatac ttttcatact cccgccattc agag           5574

<210> 7

<211> 5574

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide

<400> 7

aagaaaccaa ttgtccatat tgcatcagac attgccgtca ctgcgtcttt tactggctct       60

tctcgctaac caaaccggta accctgatta tttgcacgga gtcacacttt gctatgccat      120

agcattttta tccataagat tagcggatcc tacctgacgc tttttatcgc aactctctac      180

tgtttctcca tacccgtttt tttgggctag aaataatttt gtttaacttt aagaaggaga      240

atacatcaac tagtacgcaa gttcacgtaa aaagggtatc tagaggttga ggtgatttta      300

tgaaaaagaa tatcgcattt cttcttgcta gcatgttcgt tttttctatt gctacaaacg      360

catacgctga catccagatg acacagacta catcctccct gtctgcctct ctgggagaca      420

gagtcaccat cagttgcagg gcaagtcagg acattagtaa atatttaaat tggtatcagc      480

agaaaccaga tggaactgtt aaactcctga tctaccatac atcaagatta cactcaggag      540

tcccatcaag gttcagtggc agtgggtctg gaacagatta ttctctcacc attagcaacc      600

tggagcaaga agatattgcc acttactttt gccaacaggg taatacgctt ccgtacacgt      660

tcggaggggg gaccaagctt gagatcaaac gaactgtggc tgcaccatct gtcttcatct      720

tcccgccatc tgatgagcag ttgaaatctg gaactgcctc tgtcgtgtgc ctgctgaata      780

acttctatcc cagagaggcc aaagtacagt ggaaggtgga taacgccctc caatcgggta      840

actcccagga gagtgtcaca gagcaggaca gcaaggacag cacctacagc ctcagcagca      900

ccctgacgct gagcaaagca gactacgaga aacacaaagt ctacgcctgc gaagtcaccc      960

atcagggcct gtcctcgccc gtcacaaaga gcttcaacag gggagagtgt taagctgggg     1020
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atcctctaga ggttgaggtg attttatgaa aaagaatatc gcatttcttc ttgcatctat     1080

gttcgttttt tctattgcta caaacgcgta cgctgaggtg aaactgcagg agtcaggacc     1140

tggcctggtg gcgccctcac agagcctgtc cgtcacatgc actgtctcag gggtctcatt     1200

acccgactat ggtgtaagct ggattcgcca gcctccacga aagggtctgg agtggctggg     1260

agtaatatgg ggtagtgaaa ccacatacta taattcagct ctcaaatcca gactgaccat     1320

catcaaggac aactccaaga gccaagtttt cttaaaaatg aacagtctgc aaactgatga     1380

cacagccatt tactactgtg ccaaacatta ttactacggt ggtagctatg ctatggacta     1440

ctggggccaa ggaacctcag tcaccgtctc ctcagcctcc accaagggcc catcggtctt     1500

ccccctggca ccctcctcct agagcacctc tgggggcaca gcggccctgg gctgcctggt     1560

caaggactac ttccccgaac cggtgacggt gtcgtggaac tcaggcgccc tgaccagcgg     1620

cgtgcacacc ttcccggctg tcctacagtc ctcaggactc tactccctca gcagcgtggt     1680

gactgtgccc tctagcagct tgggcaccca gacctacatc tgcaacgtga atcacaagcc     1740

cagcaacacc aaggtggaca agaaagttga gcccaaatct tgtgacaaaa ctcacacata     1800

ataagtcgac cgatgccctt gagagccttc aacccagtca gctccttccg gtgggcgcgg     1860

ggcatgacta tcgtcgccgc acttatgact gtcttcttta tcatgcaact cgtaggacag     1920

gtgccaaacg gtctccagct tggctgtttt ggcggatgag agaagatttt cagcctgata     1980

cagattaaat cagaacgcag aagcggtctg ataaaacaga atttgcctgg cggcagtagc     2040

gcggtggtcc cacctgaccc catgccgaac tcagaagtga aacgccgtag cgccgatggt     2100

agtgtggggt ctccccatgc gagagtaggg aactgccagg catcaaataa aacgaaaggc     2160

tcagtcgaaa gactgggcct ttcgttttat ctgttgtttg tcggtgaacg ctctcctgag     2220

taggacaaat ccgccgggag cggatttgaa cgttgcgaag caacggcccg gagggtggcg     2280

ggcaggacgc ccgccataaa ctgccaggca tcaaattaag cagaaggcca tcctgacgga     2340

tggccttttt gcgtttctac aaactctttt tgtttatttt tctaaataca ttcaaatatg     2400

tatccgctca tgagacaata accctgataa atgcttcaat aatattgaaa aaggaagagt     2460

atgagtattc aacatttccg tgtcgccctt attccctttt ttgcggcatt ttgccttcct     2520

gtttttgctc acccagaaac gctggtgaaa gtaaaagatg ctgaagatca gttgggtgca     2580

cgagtgggtt acatcgaact ggatctcaac agcggtaaga tccttgagag ttttcgcccc     2640

gaagaacgtt ttccaatgat gagcactttt aaagttctgc tatgtggcgc ggtattatcc     2700

cgtgttgacg ccgggcaaga gcaactcggt cgccgcatac actattctca gaatgacttg     2760

gttgagtact caccagtcac agaaaagcat cttacggatg gcatgacagt aagagaatta     2820
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tgcagtgctg ccataaccat gagtgataac actgcggcca acttacttct gacaacgatc     2880

ggaggaccga aggagctaac cgcttttttg cacaacatgg gggatcatgt aactcgcctt     2940

gatcgttggg aaccggagct gaatgaagcc ataccaaacg acgagcgtga caccacgatg     3000

cctgtagcaa tggcaacaac gttgcgcaaa ctattaactg gcgaactact tactctagct     3060

tcccggcaac aattaataga ctggatggag gcggataaag ttgcaggacc acttctgcgc     3120

tcggcccttc cggctggctg gtttattgct gataaatctg gagccggtga gcgtgggtct     3180

cgcggtatca ttgcagcact ggggccagat ggtaagccct cccgtatcgt agttatctac     3240

acgacgggga gtcaggcaac tatggatgaa cgaaatagac agatcgctga gataggtgcc     3300

tcactgatta agcattggta actgtcagac caagtttact catatatact ttagattgat     3360

ttaaaacttc atttttaatt taaaaggatc taggtgaaga tcctttttga taatctcatg     3420

accaaaatcc cttaacgtga gttttcgttc cactgagcgt cagaccccgt agaaaagatc     3480

aaaggatctt cttgagatcc tttttttctg cgcgtaatct gctgcttgca aacaaaaaaa     3540

ccaccgctac cagcggtggt ttgtttgccg gatcaagagc taccaactct ttttccgaag     3600

gtaactggct tcagcagagc gcagatacca aatactgtcc ttctagtgta gccgtagtta     3660

ggccaccact tcaagaactc tgtagcaccg cctacatacc tcgctctgct aatcctgtta     3720

ccagtggctg ctgccagtgg cgataagtcg tgtcttaccg ggttggactc aagacgatag     3780

ttaccggata aggcgcagcg gtcgggctga acggggggtt cgtgcacaca gcccagcttg     3840

gagcgaacga cctacaccga actgagatac ctacagcgtg agctatgaga aagcgccacg     3900

cttcccgaag ggagaaaggc ggacaggtat ccggtaagcg gcagggtcgg aacaggagag     3960

cgcacgaggg agcttccagg gggaaacgcc tggtatcttt atagtcctgt cgggtttcgc     4020

cacctctgac ttgagcgtcg atttttgtga tgctcgtcag gggggcggag cctatggaaa     4080

aacgccagca acgcggcctt tttacggttc ctggcctttt gctggccttt tgctcacatg     4140

ttctttcctg cgttatcccc tgattctgtg gataaccgta ttaccgcctt tgagtgagct     4200

gataccgctc gccgcagccg aacgaccgag cgcagcgagt cagtgagcga ggaagcggaa     4260

gagcgcctga tgcggtattt tctccttacg catctgtgcg gtatttcaca ccgcatatgg     4320

tgcactctca gtacaatctg ctctgatgcc gcatagttaa gccagtatac actccgctat     4380

cgctacgtga ctgggtcatg gctgcgcccc gacacccgcc aacacccgct gacgcgccct     4440

gacgggcttg tctgctcccg gcatccgctt acagacaagc tgtgaccgtc tccgggagct     4500

gcatgtgtca gaggttttca ccgtcatcac cgaaacgcgc gaggcagcag atcaattcgc     4560
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gcgcgaaggc gaagcggcat gcataatgtg cctgtcaaat ggacgaagca gggattctgc     4620

aaaccctatg ctactccgtc aagccgtcaa ttgtctgatt cgttaccaat tatgacaact     4680

tgacggctac atcattcact ttttcttcac aaccggcacg gaactcgctc gggctggccc     4740

cggtgcattt tttaaatacc cgcgagaaat agagttgatc gtcaaaacca acattgcgac     4800

cgacggtggc gataggcatc cgggtggtgc tcaaaagcag cttcgcctgg ctgatacgtt     4860

ggtcctcgcg ccagcttaag acgctaatcc ctaactgctg gcggaaaaga tgtgacagac     4920

gcgacggcga caagcaaaca tgctgtgcga cgctggcgat atcaaaattg ctgtctgcca     4980

ggtgatcgct gatgtactga caagcctcgc gtacccgatt atccatcggt ggatggagcg     5040

actcgttaat cgcttccatg cgccgcagta acaattgctc aagcagattt atcgccagca     5100

gctccgaata gcgcccttcc ccttgcccgg cgttaatgat ttgcccaaac aggtcgctga     5160

aatgcggctg gtgcgcttca tccgggcgaa agaaccccgt attggcaaat attgacggcc     5220

agttaagcca ttcatgccag taggcgcgcg gacgaaagta aacccactgg tgataccatt     5280

cgcgagcctc cggatgacga ccgtagtgat gaatctctcc tggcgggaac agcaaaatat     5340

cacccggtcg gcaaacaaat tctcgtccct gatttttcac caccccctga ccgcgaatgg     5400

tgagattgag aatataacct ttcattccca gcggtcggtc gataaaaaaa tcgagataac     5460

cgttggcctc aatcggcgtt aaacccgcca ccagatgggc attaaacgag tatcccggca     5520

gcaggggatc attttgcgct tcagccatac ttttcatact cccgccattc agag           5574

<210> 8

<211> 5574

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide

<400> 8

aagaaaccaa ttgtccatat tgcatcagac attgccgtca ctgcgtcttt tactggctct       60

tctcgctaac caaaccggta accctgatta tttgcacgga gtcacacttt gctatgccat      120

agcattttta tccataagat tagcggatcc tacctgacgc tttttatcgc aactctctac      180

tgtttctcca tacccgtttt tttgggctag aaataatttt gtttaacttt aagaaggaga      240

atacatcaac tagtacgcaa gttcacgtaa aaagggtatc tagaggttga ggtgatttta      300

tgaaaaagaa tatcgcattt cttcttgcta gcatgttcgt tttttctatt gctacaaacg      360

catacgctga catccagatg acacagacta catcctccct gtctgcctct ctgggagaca      420

gagtcaccat cagttgcagg gcaagtcagg acattagtaa atatttaaat tggtatcagc      480
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agaaaccaga tggaactgtt aaactcctga tctaccatac atcaagatta cactcaggag      540

tcccatcaag gttcagtggc agtgggtctg gaacagatta ttctctcacc attagcaacc      600

tggagcaaga agatattgcc acttactttt gccaacaggg taatacgctt ccgtacacgt      660

tcggaggggg gaccaagctt gagatcaaac gaactgtggc tgcaccatct gtcttcatct      720

tcccgccatc tgatgagcag ttgaaatctg gaactgcctc tgtcgtgtgc ctgctgaata      780

acttctatcc cagagaggcc aaagtacagt ggaaggtgga taacgccctc caatcgggta      840

actcccagga gagtgtcaca gagcaggaca gcaaggacag cacctacagc ctcagcagca      900

ccctgacgct gagcaaagca gactacgaga aacacaaagt ctacgcctgc gaagtcaccc      960

atcagggcct gtagtcgccc gtcacaaaga gcttcaacag gggagagtgt taagctgggg     1020

atcctctaga ggttgaggtg attttatgaa aaagaatatc gcatttcttc ttgcatctat     1080

gttcgttttt tctattgcta caaacgcgta cgctgaggtg aaactgcagg agtcaggacc     1140

tggcctggtg gcgccctcac agagcctgtc cgtcacatgc actgtctcag gggtctcatt     1200

acccgactat ggtgtaagct ggattcgcca gcctccacga aagggtctgg agtggctggg     1260

agtaatatgg ggtagtgaaa ccacatacta taattcagct ctcaaatcca gactgaccat     1320

catcaaggac aactccaaga gccaagtttt cttaaaaatg aacagtctgc aaactgatga     1380

cacagccatt tactactgtg ccaaacatta ttactacggt ggtagctatg ctatggacta     1440

ctggggccaa ggaacctcag tcaccgtctc ctcagcctcc accaagggcc catcggtctt     1500

ccccctggca ccctcctcct agagcacctc tgggggcaca gcggccctgg gctgcctggt     1560

caaggactac ttccccgaac cggtgacggt gtcgtggaac tcaggcgccc tgaccagcgg     1620

cgtgcacacc ttcccggctg tcctacagtc ctcaggactc tactccctca gcagcgtggt     1680

gactgtgccc tctagcagct tgggcaccca gacctacatc tgcaacgtga atcacaagcc     1740

cagcaacacc aaggtggaca agaaagttga gcccaaatct tgtgacaaaa ctcacacata     1800

ataagtcgac cgatgccctt gagagccttc aacccagtca gctccttccg gtgggcgcgg     1860

ggcatgacta tcgtcgccgc acttatgact gtcttcttta tcatgcaact cgtaggacag     1920

gtgccaaacg gtctccagct tggctgtttt ggcggatgag agaagatttt cagcctgata     1980

cagattaaat cagaacgcag aagcggtctg ataaaacaga atttgcctgg cggcagtagc     2040

gcggtggtcc cacctgaccc catgccgaac tcagaagtga aacgccgtag cgccgatggt     2100

agtgtggggt ctccccatgc gagagtaggg aactgccagg catcaaataa aacgaaaggc     2160

tcagtcgaaa gactgggcct ttcgttttat ctgttgtttg tcggtgaacg ctctcctgag     2220
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taggacaaat ccgccgggag cggatttgaa cgttgcgaag caacggcccg gagggtggcg     2280

ggcaggacgc ccgccataaa ctgccaggca tcaaattaag cagaaggcca tcctgacgga     2340

tggccttttt gcgtttctac aaactctttt tgtttatttt tctaaataca ttcaaatatg     2400

tatccgctca tgagacaata accctgataa atgcttcaat aatattgaaa aaggaagagt     2460

atgagtattc aacatttccg tgtcgccctt attccctttt ttgcggcatt ttgccttcct     2520

gtttttgctc acccagaaac gctggtgaaa gtaaaagatg ctgaagatca gttgggtgca     2580

cgagtgggtt acatcgaact ggatctcaac agcggtaaga tccttgagag ttttcgcccc     2640

gaagaacgtt ttccaatgat gagcactttt aaagttctgc tatgtggcgc ggtattatcc     2700

cgtgttgacg ccgggcaaga gcaactcggt cgccgcatac actattctca gaatgacttg     2760

gttgagtact caccagtcac agaaaagcat cttacggatg gcatgacagt aagagaatta     2820

tgcagtgctg ccataaccat gagtgataac actgcggcca acttacttct gacaacgatc     2880

ggaggaccga aggagctaac cgcttttttg cacaacatgg gggatcatgt aactcgcctt     2940

gatcgttggg aaccggagct gaatgaagcc ataccaaacg acgagcgtga caccacgatg     3000

cctgtagcaa tggcaacaac gttgcgcaaa ctattaactg gcgaactact tactctagct     3060

tcccggcaac aattaataga ctggatggag gcggataaag ttgcaggacc acttctgcgc     3120

tcggcccttc cggctggctg gtttattgct gataaatctg gagccggtga gcgtgggtct     3180

cgcggtatca ttgcagcact ggggccagat ggtaagccct cccgtatcgt agttatctac     3240

acgacgggga gtcaggcaac tatggatgaa cgaaatagac agatcgctga gataggtgcc     3300

tcactgatta agcattggta actgtcagac caagtttact catatatact ttagattgat     3360

ttaaaacttc atttttaatt taaaaggatc taggtgaaga tcctttttga taatctcatg     3420

accaaaatcc cttaacgtga gttttcgttc cactgagcgt cagaccccgt agaaaagatc     3480

aaaggatctt cttgagatcc tttttttctg cgcgtaatct gctgcttgca aacaaaaaaa     3540

ccaccgctac cagcggtggt ttgtttgccg gatcaagagc taccaactct ttttccgaag     3600

gtaactggct tcagcagagc gcagatacca aatactgtcc ttctagtgta gccgtagtta     3660

ggccaccact tcaagaactc tgtagcaccg cctacatacc tcgctctgct aatcctgtta     3720

ccagtggctg ctgccagtgg cgataagtcg tgtcttaccg ggttggactc aagacgatag     3780

ttaccggata aggcgcagcg gtcgggctga acggggggtt cgtgcacaca gcccagcttg     3840

gagcgaacga cctacaccga actgagatac ctacagcgtg agctatgaga aagcgccacg     3900

cttcccgaag ggagaaaggc ggacaggtat ccggtaagcg gcagggtcgg aacaggagag     3960

cgcacgaggg agcttccagg gggaaacgcc tggtatcttt atagtcctgt cgggtttcgc     4020

cacctctgac ttgagcgtcg atttttgtga tgctcgtcag gggggcggag cctatggaaa     4080
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aacgccagca acgcggcctt tttacggttc ctggcctttt gctggccttt tgctcacatg     4140

ttctttcctg cgttatcccc tgattctgtg gataaccgta ttaccgcctt tgagtgagct     4200

gataccgctc gccgcagccg aacgaccgag cgcagcgagt cagtgagcga ggaagcggaa     4260

gagcgcctga tgcggtattt tctccttacg catctgtgcg gtatttcaca ccgcatatgg     4320

tgcactctca gtacaatctg ctctgatgcc gcatagttaa gccagtatac actccgctat     4380

cgctacgtga ctgggtcatg gctgcgcccc gacacccgcc aacacccgct gacgcgccct     4440

gacgggcttg tctgctcccg gcatccgctt acagacaagc tgtgaccgtc tccgggagct     4500

gcatgtgtca gaggttttca ccgtcatcac cgaaacgcgc gaggcagcag atcaattcgc     4560

gcgcgaaggc gaagcggcat gcataatgtg cctgtcaaat ggacgaagca gggattctgc     4620

aaaccctatg ctactccgtc aagccgtcaa ttgtctgatt cgttaccaat tatgacaact     4680

tgacggctac atcattcact ttttcttcac aaccggcacg gaactcgctc gggctggccc     4740

cggtgcattt tttaaatacc cgcgagaaat agagttgatc gtcaaaacca acattgcgac     4800

cgacggtggc gataggcatc cgggtggtgc tcaaaagcag cttcgcctgg ctgatacgtt     4860

ggtcctcgcg ccagcttaag acgctaatcc ctaactgctg gcggaaaaga tgtgacagac     4920

gcgacggcga caagcaaaca tgctgtgcga cgctggcgat atcaaaattg ctgtctgcca     4980

ggtgatcgct gatgtactga caagcctcgc gtacccgatt atccatcggt ggatggagcg     5040

actcgttaat cgcttccatg cgccgcagta acaattgctc aagcagattt atcgccagca     5100

gctccgaata gcgcccttcc ccttgcccgg cgttaatgat ttgcccaaac aggtcgctga     5160

aatgcggctg gtgcgcttca tccgggcgaa agaaccccgt attggcaaat attgacggcc     5220

agttaagcca ttcatgccag taggcgcgcg gacgaaagta aacccactgg tgataccatt     5280

cgcgagcctc cggatgacga ccgtagtgat gaatctctcc tggcgggaac agcaaaatat     5340

cacccggtcg gcaaacaaat tctcgtccct gatttttcac caccccctga ccgcgaatgg     5400

tgagattgag aatataacct ttcattccca gcggtcggtc gataaaaaaa tcgagataac     5460

cgttggcctc aatcggcgtt aaacccgcca ccagatgggc attaaacgag tatcccggca     5520

gcaggggatc attttgcgct tcagccatac ttttcatact cccgccattc agag           5574

<210> 9

<211> 8832

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide
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<400> 9

caggtggcac ttttcgggga aatgtgcgcg gaacccctat ttgtttattt ttctaaatac       60

attcaaatat gtatccgctc atgagacaat aaccctgata aatgcttcaa taatattgaa      120

aaaggaagag tatgagtatt caacatttcc gtgtcgccct tattcccttt tttgcggcat      180

tttgccttcc tgtttttgct cacccagaaa cgctggtgaa agtaaaagat gctgaagatc      240

agttgggtgc acgagtgggt tacatcgaac tggatctcaa cagcggtaag atccttgaga      300

gttttcgccc cgaagaacgt tttccaatga tgagcacttt taaagttctg ctatgtggcg      360

cggtattatc ccgtattgac gccgggcaag agcaactcgg tcgccgcata cactattctc      420

agaatgactt ggttgagtac tcaccagtca cagaaaagca tcttacggat ggcatgacag      480

taagagaatt atgcagtgct gccataacca tgagtgataa cactgcggcc aacttacttc      540

tgacaacgat cggaggaccg aaggagctaa ccgctttttt gcacaacatg ggggatcatg      600

taactcgcct tgatcgttgg gaaccggagc tgaatgaagc cataccaaac gacgagcgtg      660

acaccacgat gcctgtagca atggcaacaa cgttgcgcaa actattaact ggcgaactac      720

ttactctagc ttcccggcaa caattaatag actggatgga ggcggataaa gttgcaggac      780

cacttctgcg ctcggccctt ccggctggct ggtttattgc tgataaatct ggagccggtg      840

agcgtgggtc tcgcggtatc attgcagcac tggggccaga tggtaagccc tcccgtatcg      900

tagttatcta cacgacgggg agtcaggcaa ctatggatga acgaaataga cagatcgctg      960

agataggtgc ctcactgatt aagcattggt aactgtcaga ccaagtttac tcatatatac     1020

tttagattga tttaaaactt catttttaat ttaaaaggat ctaggtgaag atcctttttg     1080

ataatctcat gaccaaaatc ccttaacgtg agttttcgtt ccactgagcg tcagaccccg     1140

tagaaaagat caaaggatct tcttgagatc ctttttttct gcgcgtaatc tgctgcttgc     1200

aaacaaaaaa accaccgcta ccagcggtgg tttgtttgcc ggatcaagag ctaccaactc     1260

tttttccgaa ggtaactggc ttcagcagag cgcagatacc aaatactgtc cttctagtgt     1320

agccgtagtt aggccaccac ttcaagaact ctgtagcacc gcctacatac ctcgctctgc     1380

taatcctgtt accagtggct gctgccagtg gcgataagtc gtgtcttacc gggttggact     1440

caagacgata gttaccggat aaggcgcagc ggtcgggctg aacggggggt tcgtgcacac     1500

agcccagctt ggagcgaacg acctacaccg aactgagata cctacagcgt gagctatgag     1560

aaagcgccac gcttcccgaa gggagaaagg cggacaggta tccggtaagc ggcagggtcg     1620

gaacaggaga gcgcacgagg gagcttccag ggggaaacgc ctggtatctt tatagtcctg     1680

tcgggtttcg ccacctctga cttgagcgtc gatttttgtg atgctcgtca ggggggcgga     1740

gcctatggaa aaacgccagc aacgcggcct ttttacggtt cctggccttt tgctggcctt     1800
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ttgctcacat gttctttcct gcgttatccc ctgattctgt ggataaccgt attaccgcct     1860

ttgagtgagc tgataccgct cgccgcagcc gaacgaccga gcgcagcgag tcagtgagcg     1920

aggaagcgga agagcgccca atacgcaaac cgcctctccc cgcgcgttgg ccgattcatt     1980

aatgcagctg gcacgacagg tttcccgact ggaaagcggg cagtgagcgc aacgcaatta     2040

atgtgagtta gctcactcat taggcacccc aggctttaca ctttatgctt ccggctcgta     2100

tgttgtgtgg aattgtgagc ggataacaat ttcacacagg aaacagctat gaccatgatt     2160

acgccaagcg cgcaattaac cctcactaaa gggaacaaaa gctggagctg caagcttaat     2220

gtagtcttat gcaatactct tgtagtcttg caacatggta acgatgagtt agcaacatgc     2280

cttacaagga gagaaaaagc accgtgcatg ccgattggtg gaagtaaggt ggtacgatcg     2340

tgccttatta ggaaggcaac agacgggtct gacatggatt ggacgaacca ctgaattgcc     2400

gcattgcaga gatattgtat ttaagtgcct agctcgatac aataaacggg tctctctggt     2460

tagaccagat ctgagcctgg gagctctctg gctaactagg gaacccactg cttaagcctc     2520

aataaagctt gccttgagtg cttcaagtag tgtgtgcccg tctgttgtgt gactctggta     2580

actagagatc cctcagaccc ttttagtcag tgtggaaaat ctctagcagt ggcgcccgaa     2640

cagggacctg aaagcgaaag ggaaaccaga gctctctcga cgcaggactc ggcttgctga     2700

agcgcgcacg gcaagaggcg aggggcggcg actggtgagt acgccaaaaa ttttgactag     2760

cggaggctag aaggagagag atgggtgcga gagcgtcagt attaagcggg ggagaattag     2820

atcgcgatgg gaaaaaattc ggttaaggcc agggggaaag aaaaaatata aattaaaaca     2880

tatagtatgg gcaagcaggg agctagaacg attcgcagtt aatcctggcc tgttagaaac     2940

atcagaaggc tgtagacaaa tactgggaca gctacaacca tcccttcaga caggatcaga     3000

agaacttaga tcattatata atacagtagc aaccctctat tgtgtgcatc aaaggataga     3060

gataaaagac accaaggaag ctttagacaa gatagaggaa gagcaaaaca aaagtaagac     3120

caccgcacag caagcggccg ctgatcttca gacctggagg aggagatatg agggacaatt     3180

ggagaagtga attatataaa tataaagtag taaaaattga accattagga gtagcaccca     3240

ccaaggcaaa gagaagagtg gtgcagagag aaaaaagagc agtgggaata ggagctttgt     3300

tccttgggtt cttgggagca gcaggaagca ctatgggcgc agcctcaatg acgctgacgg     3360

tacaggccag acaattattg tctggtatag tgcagcagca gaacaatttg ctgagggcta     3420

ttgaggcgca acagcatctg ttgcaactca cagtctgggg catcaagcag ctccaggcaa     3480

gaatcctggc tgtggaaaga tacctaaagg atcaacagct cctggggatt tggggttgct     3540

ctggaaaact catttgcacc actgctgtgc cttggaatgc tagttggagt aataaatctc     3600
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tggaacagat tggaatcaca cgacctggat ggagtgggac agagaaatta acaattacac     3660

aagcttaata cactccttaa ttgaagaatc gcaaaaccag caagaaaaga atgaacaaga     3720

attattggaa ttagataaat gggcaagttt gtggaattgg tttaacataa caaattggct     3780

gtggtatata aaattattca taatgatagt aggaggcttg gtaggtttaa gaatagtttt     3840

tgctgtactt tctatagtga atagagttag gcagggatat tcaccattat cgtttcagac     3900

ccacctccca accccgaggg gacccgacag gcccgaagga atagaagaag aaggtggaga     3960

gagagacaga gacagatcca ttcgattagt gaacggatct cgacggttaa cttttaaaag     4020

aaaagggggg attggggggt acagtgcagg ggaaagaata gtagacataa tagcaacaga     4080

catacaaact aaagaattac aaaaacaaat tacaaaaatt caaaatttta tcgagctttg     4140

caaagatgga taaagtttta aacagagagg aatctttgca gctaatggac cttctaggtc     4200

ttgaaaggag tgcctcgtga ggctccggtg cccgtcagtg ggcagagcgc acatcgccca     4260

cagtccccga gaagttgggg ggaggggtcg gcaattgaac cggtgcctag agaaggtggc     4320

gcggggtaaa ctgggaaagt gatgtcgtgt actggctccg cctttttccc gagggtgggg     4380

gagaaccgta tataagtgca gtagtcgccg tgaacgttct ttttcgcaac gggtttgccg     4440

ccagaacaca ggtaagtgcc gtgtgtggtt cccgcgggcc tggcctcttt acgggttatg     4500

gcccttgcgt gccttgaatt acttccacct ggctgcagta cgtgattctt gatcccgagc     4560

ttcgggttgg aagtgggtgg gagagttcga ggccttgcgc ttaaggagcc ccttcgcctc     4620

gtgcttgagt tgaggcctgg cctgggcgct ggggccgccg cgtgcgaatc tggtggcacc     4680

ttcgcgcctg tctcgctgct ttcgataagt ctctagccat ttaaaatttt tgatgacctg     4740

ctgcgacgct ttttttctgg caagatagtc ttgtaaatgc gggccaagat ctgcacactg     4800

gtatttcggt ttttggggcc gcgggcggcg acggggcccg tgcgtcccag cgcacatgtt     4860

cggcgaggcg gggcctgcga gcgcggccac cgagaatcgg acgggggtag tctcaagctg     4920

gccggcctgc tctggtgcct ggcctcgcgc cgccgtgtat cgccccgccc tgggcggcaa     4980

ggctggcccg gtcggcacca gttgcgtgag cggaaagatg gccgcttccc ggccctgctg     5040

cagggagctc aaaatggagg acgcggcgct cgggagagcg ggcgggtgag tcacccacac     5100

aaaggaaaag ggcctttccg tcctcagccg tcgcttcatg tgactccacg gagtaccggg     5160

cgccgtccag gcacctcgat tagttctcga gcttttggag tacgtcgtct ttaggttggg     5220

gggaggggtt ttatgcgatg gagtttcccc acactgagtg ggtggagact gaagttaggc     5280

cagcttggca cttgatgtaa ttctccttgg aatttgccct ttttgagttt ggatcttggt     5340
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tcattctcaa gcctcagaca gtggttcaaa gtttttttct tccatttcag gtgtcgtgag     5400

gaattcggta ccgcggccgc ccggggatcc atggccttac cagtgaccgc cttgctcctg     5460

ccgctggcct tgctgctcca cgccgccagg ccggacatcc agatgacaca gactacatcc     5520

tccctgtctg cctctctggg agacagagtc accatcagtt gcagggcaag tcaggacatt     5580

agtaaatatt taaattggta tcagcagaaa ccagatggaa ctgttaaact cctgatctac     5640

catacatcaa gattacactc aggagtccca tcaaggttca gtggcagtgg gtctggaaca     5700

gattattctc tcaccattag caacctggag caagaagata ttgccactta cttttgccaa     5760

cagggtaata cgcttccgta cacgttcgga ggggggacca agctggagat cacaggtggc     5820

ggtggctcgg gcggtggtgg gtcgggtggc ggcggatctg aggtgaaact gcaggagtca     5880

ggacctggcc tggtggcgcc ctcacagagc ctgtccgtca catgcactgt ctcaggggtc     5940

tcattacccg actatggtgt aagctggatt cgccagcctc cacgaaaggg tctggagtgg     6000

ctgggagtaa tatggggtag tgaaaccaca tactataatt cagctctcaa atccagactg     6060

accatcatca aggacaactc caagagccaa gttttcttaa aaatgaacag tctgcaaact     6120

gatgacacag ccatttacta ctgtgccaaa cattattact acggtggtag ctatgctatg     6180

gactactggg gccaaggaac ctcagtcacc gtctcctcaa ccacgacgcc agcgccgcga     6240

ccaccaacac cggcgcccac catcgcgtcg cagcccctgt ccctgcgccc agaggcgtgc     6300

cggccagcgg cggggggcgc agtgcacacg agggggctgg acttcgcctg tgatatctac     6360

atctgggcgc ccttggccgg gacttgtggg gtccttctcc tgtcactggt tatcaccctt     6420

tactgcaaac ggggcagaaa gaaactcctg tatatattca aacaaccatt tatgagacca     6480

gtacaaacta ctcaagagga agatggctgt agctgccgat ttccagaaga agaagaagga     6540

ggatgtgaac tgagagtgaa gttcagcagg agcgcagacg cccccgcgta caagcagggc     6600

cagaaccagc tctataacga gctcaatcta ggacgaagag aggagtacga tgttttggac     6660

aagagacgtg gccgggaccc tgagatgggg ggaaagccga gaaggaagaa ccctcaggaa     6720

ggcctgtaca atgaactgca gaaagataag atggcggagg cctacagtga gattgggatg     6780

aaaggcgagc gccggagggg caaggggcac gatggccttt accagggtct cagtacagcc     6840

accaaggaca cctacgacgc ccttcacatg caggccctgc cccctcgcta agtcgacaat     6900

caacctctgg attacaaaat ttgtgaaaga ttgactggta ttcttaacta tgttgctcct     6960

tttacgctat gtggatacgc tgctttaatg cctttgtatc atgctattgc ttcccgtatg     7020

gctttcattt tctcctcctt gtataaatcc tggttgctgt ctctttatga ggagttgtgg     7080

cccgttgtca ggcaacgtgg cgtggtgtgc actgtgtttg ctgacgcaac ccccactggt     7140

tggggcattg ccaccacctg tcagctcctt tccgggactt tcgctttccc cctccctatt     7200
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gccacggcgg aactcatcgc cgcctgcctt gcccgctgct ggacaggggc tcggctgttg     7260

ggcactgaca attccgtggt gttgtcgggg aagctgacgt cctttccatg gctgctcgcc     7320

tgtgttgcca cctggattct gcgcgggacg tccttctgct acgtcccttc ggccctcaat     7380

ccagcggacc ttccttcccg cggcctgctg ccggctctgc ggcctcttcc gcgtcttcgc     7440

cttcgccctc agacgagtcg gatctccctt tgggccgcct ccccgcctgg aattcgagct     7500

cggtaccttt aagaccaatg acttacaagg cagctgtaga tcttagccac tttttaaaag     7560

aaaagggggg actggaaggg ctaattcact cccaacgaag acaagatctg ctttttgctt     7620

gtactgggtc tctctggtta gaccagatct gagcctggga gctctctggc taactaggga     7680

acccactgct taagcctcaa taaagcttgc cttgagtgct tcaagtagtg tgtgcccgtc     7740

tgttgtgtga ctctggtaac tagagatccc tcagaccctt ttagtcagtg tggaaaatct     7800

ctagcagtag tagttcatgt catcttatta ttcagtattt ataacttgca aagaaatgaa     7860

tatcagagag tgagaggaac ttgtttattg cagcttataa tggttacaaa taaagcaata     7920

gcatcacaaa tttcacaaat aaagcatttt tttcactgca ttctagttgt ggtttgtcca     7980

aactcatcaa tgtatcttat catgtctggc tctagctatc ccgcccctaa ctccgcccag     8040

ttccgcccat tctccgcccc atggctgact aatttttttt atttatgcag aggccgaggc     8100

cgcctcggcc tctgagctat tccagaagta gtgaggaggc ttttttggag gcctaggctt     8160

ttgcgtcgag acgtacccaa ttcgccctat agtgagtcgt attacgcgcg ctcactggcc     8220

gtcgttttac aacgtcgtga ctgggaaaac cctggcgtta cccaacttaa tcgccttgca     8280

gcacatcccc ctttcgccag ctggcgtaat agcgaagagg cccgcaccga tcgcccttcc     8340

caacagttgc gcagcctgaa tggcgaatgg cgcgacgcgc cctgtagcgg cgcattaagc     8400

gcggcgggtg tggtggttac gcgcagcgtg accgctacac ttgccagcgc cctagcgccc     8460

gctcctttcg ctttcttccc ttcctttctc gccacgttcg ccggctttcc ccgtcaagct     8520

ctaaatcggg ggctcccttt agggttccga tttagtgctt tacggcacct cgaccccaaa     8580

aaacttgatt agggtgatgg ttcacgtagt gggccatcgc cctgatagac ggtttttcgc     8640

cctttgacgt tggagtccac gttctttaat agtggactct tgttccaaac tggaacaaca     8700

ctcaacccta tctcggtcta ttcttttgat ttataaggga ttttgccgat ttcggcctat     8760

tggttaaaaa atgagctgat ttaacaaaaa tttaacgcga attttaacaa aatattaacg     8820

tttacaattt cc                                                         8832

<210> 10

<211> 107

<212> PRT
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<213> Unknown

<220><223> Description of Unknown: Light chain wildtype

      anti-CS1 polypeptide

<400> 10

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val Gly Ile Ala 

            20                  25                  30          

Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Trp Ala Ser Thr Arg His Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Ser Ser Tyr Pro Tyr 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210> 11

<211> 119

<212> PRT

<213> Unknown

<220><223> Description of Unknown: Heavy chain wildtype

      anti-CS1 polypeptide

<400> 11

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Asp Phe Ser Arg Tyr 

            20                  25                  30          

Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Glu Ile Asn Pro Asp Ser Ser Thr Ile Asn Tyr Ala Pro Ser Leu 
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    50                  55                  60                  

Lys Asp Lys Phe Ile Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Pro Asp Gly Asn Tyr Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly 

            100                 105                 110         

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115                 

<210> 12

<211> 107

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide

<400> 12

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Met Ser Val Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys His Ser Ser Gln Asp Ile Asn Ser Asn 

            20                  25                  30          

Ile Gly Trp Leu Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ser Phe Lys Gly Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr His Gly Thr Asn Leu Asp Asp Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Val Gln Tyr Ala Gln Phe Pro Trp 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210> 13

<211> 114

등록특허 10-2357968

- 180 -



<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide

<400> 13

Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln Thr Leu 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Tyr Ser Ile Ser Ser Asp Phe Ala 

            20                  25                  30          

Trp Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met Gly 

        35                  40                  45              

Tyr Ile Ser Tyr Ser Gly Asn Thr Arg Tyr Gln Pro Ser Leu Lys Ser 

    50                  55                  60                  

Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Phe Leu Lys 

65                  70                  75                  80  

Leu Asn Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Val Thr 

                85                  90                  95      

Ala Gly Arg Gly Phe Pro Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val 

            100                 105                 110         

Ser Ser 

        

<210> 14

<211> 107

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide

<400> 14

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Asn Gln Gly Ile Ser Asn Asn 

            20                  25                  30          
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Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Pro Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Tyr Thr Ser Asn Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Phe Thr Ser Leu Pro Tyr 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210> 15

<211> 121

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide

<400> 15

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Phe 

            20                  25                  30          

Asp Met Ala Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Val Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Ser Ile Thr Thr Gly Gly Gly Asp Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Ser Thr Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asp Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Val Arg His Gly Tyr Tyr Asp Gly Tyr His Leu Phe Asp Tyr Trp Gly 

            100                 105                 110         

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser 
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        115                 120     

<210> 16

<211> 214

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide

<400> 16

Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Lys Tyr 

            20                  25                  30          

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr His Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu Gln 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Tyr 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala 

            100                 105                 110         

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly 

        115                 120                 125             

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala 

    130                 135                 140                 

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln 

145                 150                 155                 160 

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser 

                165                 170                 175     

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr 

            180                 185                 190         
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Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser 

        195                 200                 205             

Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 

<210> 17

<211> 228

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide

<400> 17

Glu Val Lys Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Ser Val Thr Cys Thr Val Ser Gly Val Ser Leu Pro Asp Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Val Ser Trp Ile Arg Gln Pro Pro Arg Lys Gly Leu Glu Trp Leu 

        35                  40                  45              

Gly Val Ile Trp Gly Ser Glu Thr Thr Tyr Tyr Asn Ser Ala Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Ser Arg Leu Thr Ile Ile Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu 

65                  70                  75                  80  

Lys Met Asn Ser Leu Gln Thr Asp Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys Ala 

                85                  90                  95      

Lys His Tyr Tyr Tyr Gly Gly Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Ser Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 
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                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp 

    210                 215                 220                 

Lys Thr His Thr 

225             

<210> 18

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MISC_FEATURE

<222> (3)..(14)

<223> cyclic

<400> 18

Ala Gly Cys Lys Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Thr Ser Cys 

1               5                   10                  

<210> 19

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Phe

<220> 
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<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(7)

<223> cyclic

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (4)..(4)

<223> D-Trp

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> Thr(ol)

<400> 19

Phe Cys Phe Trp Lys Thr Cys Thr 

1               5               

<210> 20

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Phe

<220> 

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(7)

<223> cyclic

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (4)..(4)

<223> D-Trp

<220> 

<221> MOD_RES
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<222> (8)..(8)

<223> Thr(ol)

<400> 20

Phe Cys Tyr Trp Lys Thr Cys Thr 

1               5               

<210> 21

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Phe

<220> 

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(7)

<223> cyclic

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (4)..(4)

<223> D-Trp

<400> 21

Phe Cys Tyr Trp Lys Thr Cys Thr 

1               5               

<210> 22

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 
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<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Phe

<220> 

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(7)

<223> cyclic

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)

<223> 1-Nal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (4)..(4)

<223> D-Trp

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> Thr(ol)

<400> 22

Phe Cys Xaa Trp Lys Thr Cys Thr 

1               5               

<210> 23

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223

> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Phe

<220> 

<221> MISC_FEATURE
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<222> (2)..(7)

<223> cyclic

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)

<223> 1-Nal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (4)..(4)

<223> D-Trp

<400> 23

Phe Cys Xaa Trp Lys Thr Cys Thr 

1               5               

<210> 24

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<

220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Phe

<220> 

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(7)

<223> cyclic

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)

<223> BzThi

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (4)..(4)
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<223> D-Trp

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> Thr(ol)

<400> 24

Phe Cys Xaa Trp Lys Thr Cys Thr 

1               5               

<210> 25

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<

221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Phe

<220> 

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(7)

<223> cyclic

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)

<223> BzThi

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (4)..(4)

<223> D-Trp

<400> 25

Phe Cys Xaa Trp Lys Thr Cys Thr 

1               5               

<210> 26
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<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> DAB

<220> 

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(9)

<223> cyclic

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<223> D-Trp

<400> 26

Tyr Xaa Arg Phe Phe Trp Lys Thr Phe 

1               5                   

<210> 27

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> p-Cl-Phe

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> D-Cys
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<220> 

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(7)

<223> cyclic

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (4)..(4)

<223> D-Aph(Cbm)

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> D-Tyr

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 27

Phe Cys Tyr Xaa Lys Thr Cys Tyr 

1               5               

<210> 28

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> pGlu

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 28

Glu Gln Arg Leu Gly Asn Gln Trp Ala Val Gly His Leu Met 

1               5                   10                  

<210> 29

등록특허 10-2357968

- 192 -



<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<223> N-term N3S

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> Ava

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 29

Gly Xaa Gln Trp Ala Val Gly His Leu Met 

1               5                   10  

<210> 30

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<223> N-term N40-1-bzlg0

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Phe

<220> 

<223> C-term NHEt

<400> 30

Phe Gln Trp Ala Val Gly His Leu 

1               5               

<210> 31
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<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<223> N-term N4

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (14)..(14)

<223> Nle

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 31

Pro Gln Arg Tyr Gly Asn Gln Trp Ala Val Gly His Leu Xaa 

1               5                   10                  

<210> 32

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> (NalphaHis)Ac

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (2)..(3)

<223> Beta-Ala

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> Cha
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<220> 

<221> MOD_RES

<222> (11)..(11)

<223> Nle

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 32

His Ala Ala Gln Trp Ala Val Gly His Xaa Xaa 

1               5                   10  

<210> 33

<211

> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<223> N-term 3-cyano-4-trimethylammonium-benzoyl

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(2)

<223> Ala(SO3H)

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)

<223> Ava

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> NMeGly

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> Sta

<220> 
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<223> C-term NH2

<400> 33

Ala Ala Xaa Gln Trp Ala Val Gly His Xaa Leu 

1               5                   10      

<210> 34

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 34

Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly Trp Met Asp Phe 

1               5                   10              

<210> 35

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Glu

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 35

Glu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly Trp Met Asp Phe 

1               5                   10              

<210> 36

<211> 8

<212> PRT
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<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Glu

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 36

Glu Ala Tyr Gly Trp Met Asp Phe 

1               5               

<210> 37

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 37

His His Glu Ala Tyr Gly Trp Met Asp Phe 

1               5                   10  

<210> 38

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> Nle

<220> 
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<223> C-term NH2

<400> 38

His His Glu Ala Tyr Gly Trp Xaa Asp Phe 

1               5                   10  

<210> 39

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<223> N-term N4

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Glu

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 39

Glu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly Trp Met Asp Phe 

1               5                   10              

<210> 40

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> gamma-D-Glu

<220><221

> MISC_FEATURE

<222> (1)..(4)
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<223> cyclic

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (4)..(4)

<223> D-Lys

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 40

Glu Ala Tyr Lys Trp Met Asp Phe 

1               5               

<210> 41

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (9)..(9)

<223> Nle

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 41

Gly Ser Cys Glu Ala Tyr Gly Trp Xaa Asp Phe 

1               5                   10      

<210> 42

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)
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<223> pGlu

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<223> D-Ser(tBu)

<220> 

<223> C-term NHC2H5

<400> 42

Glu His Trp Ser Tyr Ser Leu Arg Pro 

1               5                   

<210> 43

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220>

 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> pGlu

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<223> D-Ser(tBu)

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> AzGly

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 43

Glu His Trp Ser Tyr Ser Leu Arg Pro Gly 

1               5                   10  

<210> 44
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<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> pGlu

<220> 

<221> MOD_RES

<222

> (6)..(6)

<223> D-Leu

<220> 

<223> C-term NHC2H5

<400> 44

Glu His Trp Ser Tyr Leu Leu Arg Pro 

1               5                   

<210> 45

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> pGlu

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<223> D-Nal(2)

<220> 

<223> C-term NHC2H5
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<400> 45

Glu His Trp Ser Tyr Xaa Leu Arg Pro 

1               5                   

<210> 46

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> pGlu

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<223> D-Trp

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 46

Glu His Trp Ser Tyr Trp Leu Arg Pro Gly 

1               5                   10  

<210> 47

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220

> 

<223> N-term Ac

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)
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<223> D-Ala

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> D-Cpa

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)

<223> D-Ala

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<223> D-Asp

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> Ilys

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> D-Ala

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 47

Ala Xaa Ala Ser Tyr Asp Leu Lys Pro Ala 

1               5                   10  

<210> 48

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<223> N-term Ac
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<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Nal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> D-Cpa

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)

<223> D-Pal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (5)..(5)

<223> Aph(Ac)

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<223> D-Aph(Ac)

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> Ilys

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> D-Ala

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 48

Xaa Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Leu Lys Pro Ala 

1               5                   10  

<210> 49
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<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<223> N-term Ac

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Nal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> D-Cpa

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)

<223> D-Pal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<

223> D-Hci

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> Ilys

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> D-Ala

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 49
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Xaa Xaa Xaa Ser Tyr Xaa Leu Lys Pro Ala 

1               5                   10  

<210> 50

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<223> N-term Ac

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Nal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<

223> D-Cpa

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)

<223> D-Pal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (5)..(5)

<223> Lys(Nic)

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<223> D-Lys(Nic)

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> Ilys

등록특허 10-2357968

- 206 -



<220> 

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> D-Ala

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 50

Xaa Xaa Xaa Ser Lys Lys Leu Lys Pro Ala 

1               5                   10  

<210> 51

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<223> N-term Ac

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Nal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> D-Cpa

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)

<223> D-Pal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (5)..(5)

<223> Aph(Atz)

<220> 
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<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<223> D-Aph(Atz)

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> Ilys

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> D-Ala

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 51

Xaa Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Leu Lys Pro Ala 

1               5                   10  

<210> 52

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<223> N-term Ac

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Nal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> D-Cpa

<220> 

<221> MOD_RES
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<222> (3)..(3)

<223> D-Pal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<223> D-Cit

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> D-Ala

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 52

Xaa Xaa Xaa Ser Tyr Xaa Leu Arg Pro Ala 

1               5                   10  

<210> 53

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<223> N-term Ac

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Nal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> D-Cpa

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)
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<223> D-Pal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (5)..(5)

<223> Aph(L-hydroorotyl)

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<223> D-Aph(carbamoyl)

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> Ilys

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> D-Ala

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 53

Xaa Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Leu Lys Pro Ala 

1               5                   10  

<210> 54

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<223> N-term Ac

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Nal
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<220> 

<221>

 MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> D-Cpa

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)

<223> D-Pal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<223> D-hArg(Et2)

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (8)..(8)

<223> hArg(Et2)

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> D-Ala

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 54

Xaa Xaa Xaa Ser Tyr Arg Leu Arg Pro Ala 

1               5                   10  

<210> 55

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<223> N-term Ac
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<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> D-Nal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (2)..(2)

<223> D-Cpa

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)

<223> D-Pal

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (5)..(5)

<223> N-MeTyr

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (6)..(6)

<223> D-hCit

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (7)..(7)

<223> Nle

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (10)..(10)

<223> D-Ala

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 55

Xaa Xaa Xaa Ser Tyr Xaa Xaa Arg Pro Ala 

1               5                   10  

<210> 56
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<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<220> 

<221> MOD_RES

<222> (1)..(1)

<223> Glp

<220> 

<223> C-term NH2

<400> 56

Xaa His Trp Ser Tyr Lys Leu Arg Pro Gly 

1               5                   10  

<210> 57

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 57

Gly Gly Gly Gly Ser 

1               5   

<210> 58

<211> 25

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 58

Ser Ser Ala Asp Asp Ala Lys Lys Asp Ala Ala Lys Lys Asp Asp Ala 

1               5                   10                  15      

Lys Lys Asp Asp Ala Lys Lys Asp Gly 

            20                  25  
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<210> 59

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide

<400> 59

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly 

1               5                   10                  15      

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 

            20                  25                  30  

<210> 60

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide

<400> 60

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 

1               5                   10                  15
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