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본 발명은 기질 세포 유래 인자-1 (SDF-1) 펩티드 또는 프로테아제 소화에 내성을 갖도록 돌연변이되었지만, 화

학유인물질 활성을 유지하는 돌연변이 SDF-1 펩티드를 포함하는 조성물 (예를 들어, 단리된 펩티드 조성물 또는

이러한 펩티드를 발현하는 줄기 세포)의 정맥내 투여를 사용하여 조직 손상을 치료 또는 개선하는 방법을 특징으

로 한다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

돌연변이 SDF-1 (mSDF-1), mSDF-1-Yz, Xp-mSDF-1, 또는 Xp-mSDF-1-Yz의 화학식을 포함하는 기질 세포 유래 인자-

1 (SDF-1) 펩티드의 단리된 돌연변이 형태를 포함하는 조성물 또는 발현하는 줄기 세포를 정맥내 투여하는 것을

포함하고,

상기 SDF-1은 서열번호 53의 적어도 아미노산 1-8의 아미노산 서열을 포함하는 펩티드이고 서열번호 53의 남아

있는 서열의 모든 또는 임의의 부분에 의하여 C-말단에서 임의적으로 연장되며,

상기 서열번호 53은 아미노산 서열:

K P X3 X4 X5 X6 Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C

I D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 53) (여기서 X3, X4, X5 및 X6은 임의의 아미노산임)을 포함하

고,

a)  Xp는 단백질성 아미노산(들) 또는 프로테아제 방어 유기 군이고, p는 1 내지 4의 임의의 정수이고,

b)  Yz는 단백질성 아미노산(들) 또는 프로테아제 방어 유기 군이고, z는 1 내지 4의 임의의 정수이고,

c)  상기 mSDF-1 또는 상기 mSDF-1-Yz는 T 세포에 대한 화학유인물질 활성을 유지하고, 천연 SDF-1의 불활성의

속도보다 적어도 50  %  미만인 속도에서 매트릭스 금속단백분해효소-2  (MMP-2),  매트릭스 금속단백분해효소-9

(MMP-9), 백혈구 엘라스타아제 및(또는) 카텝신 G에 의하여 불활성화되고,

d)  상기 Xp-mSDF-1 또는 상기 Xp-mSDF-1-Yz는 T 세포에 대한 화학유인물질 활성을 유지하고, 천연 SDF-1이 불활

성되는 속도보다 적어도 50 % 미만인 속도에서 디펩티딜 펩티드분해효소 IV (DPPIV)에 의하여 불활성화되고, 천

연 SDF-1의 불활성의 속도보다 적어도 50 % 미만인 속도에서 MMP-2, MMP-9, 백혈구 엘라스타아제 및(또는) 카텝

신 G에 의하여 불활성화되고,

상기 SDF-1의 단리된 돌연변이 형태는 이를 필요로 하는 대상에서 조직 손상을 치료 또는 개선하기에 충분한 양

으로 정맥내 투여되는 것인,

상기 대상에서, 질병 또는 상태로부터 기인하는 조직 손상을 치료 또는 개선하는 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 SDF-1 펩티드의 돌연변이 형태는 서열번호 52의 적어도 아미노산 1-8의 아미노산 서열을

포함하지 않는 것인 방법.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 X3은 발린, 히스티딘, 또는 시스테인인 방법.

청구항 4 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 X4는 세린 또는 발린인 방법.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, X5는 류신, 프롤린, 트레오닌, 또는 발린인 방법.

청구항 6 

공개특허 10-2016-0096640

- 3 -



제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, X6은 세린, 시스테인, 또는 글라이신인 방법.

청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 펩티드는 X가 세린 및 p가 1인, Xp-mSDF-1 펩티드 또는 Xp-

mSDF-1-Yz 펩티드인 방법.

청구항 8 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 펩티드는 Y가 세린 및 z가 1인, mSDF-1-Yz 펩티드 또는 Xp-

mSDF-1-Yz 펩티드인 방법.

청구항 9 

제1항 내지 제8항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 SDF-1의 돌연변이 형태는 A가 SDF-1의 단리된 돌연변이 형태이

고, n이 0-3의 정수이고, L이 3-9 아미노산의 링커 서열이고, Fc가 면역글로불린의 Fc 영역으로부터의 Fc 펩티

드인, 화학식 A-(L)n-Fc를 포함하는 융합 단백질인 방법.

청구항 10 

제9항에 있어서, n은 1이고, L은 GGGGS (서열번호 66)인 방법.

청구항 11 

제1항 내지 제10항 중 어느 한 항에 있어서, SDF-1의 돌연변이 형태를 발현하는 줄기 세포가 중간엽 줄기 세포

또는 중간엽 전구 세포인 방법.

청구항 12 

제1항 내지 제11항 중 어느 한 항에 있어서, 외인 줄기 세포를 투여하는 단계를 추가로 포함하는 방법.

청구항 13 

제12항에 있어서, 외인 줄기 세포는 중간엽 줄기 세포 또는 중간엽 전구 세포인 방법.

청구항 14 

제1항 내지 제13항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 질병 또는 상태는 뇌졸중, 하지 허혈, 외상으로 인한 조직 손

상, 심근경색증, 말초혈관병, 만성심장기능상실, 당뇨병, 당뇨병성 상처 치유, 기관 질병 또는 상해, CNS 질병

또는 상해 및 염증 상태로 이루어진 군에서 선택된 것인 방법.

청구항 15 

제14항에 있어서, 상기 질병 또는 상태는 심근경색증인 방법.

청구항 16 

제14항에 있어서, 상기 질병 또는 상태는 말초혈관병인 방법.

청구항 17 

제14항에 있어서, 상기 질병 또는 상태는 당뇨병인 방법.

청구항 18 

제14항에 있어서, 상기 질병 또는 상태는 당뇨병성 상처 치유인 방법.

청구항 19 

제14항에 있어서, 기관 질병 또는 상해는 콩팥 또는 간 질병 또는 상해인 방법.
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청구항 20 

제14항에 있어서, 염증 상태는 류마티스 관절염, 크론병, 또는 이식편대숙주병인 방법.

청구항 21 

제1항 내지 제20항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 줄기 세포 또는 조성물은 말초 또는 중심 정맥에 투여되는 것

인 방법.

청구항 22 

제1항 내지 제21항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 줄기 세포 또는 조성물은 상기 질병, 상태, 또는 조직 손상의

시작 후 수 분 내에 투여되는 것인 방법.

청구항 23 

제1항 내지 제21항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 줄기 세포 또는 조성물은 상기 질병, 상태, 또는 조직 손상의

시작 후 12 시간 이내에 투여되는 것인 방법.

청구항 24 

제1항 내지 제21항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 줄기 세포 또는 조성물은 상기 질병, 상태, 또는 조직 손상의

시작 또는 진단 후 24 시간 이상 뒤에 투여되는 것인 방법.

청구항 25 

제1항 내지 제21항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 줄기 세포 또는 조성물은 상기 질병, 상태, 또는 조직 손상의

시작 또는 진단 후 48 시간 이상 뒤 투여되는 것인 방법.

청구항 26 

제1항 내지 제21항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 줄기 세포 또는 조성물은 상기 질병, 상태, 또는 조직 손상의

시작 또는 진단 후 7 일 이상 뒤 투여되는 것인 방법.

청구항 27 

제1항 내지 제21항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 줄기 세포 또는 조성물은 상기 질병, 상태, 또는 조직 손상의

시작 또는 진단 후 한 달 이상 뒤 투여되는 것인 방법.

청구항 28 

제1항 내지 제21항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 줄기 세포 또는 조성물은 상기 질병, 상태, 또는 조직 손상의

시작 또는 진단 후 여섯 달 이상 뒤 투여되는 것인 방법.

청구항 29 

제1항 내지 제28항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 방법이 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 펩티드, 또는 SDF-1 또는

돌연변이 SDF-1 펩티드를 발현하는 줄기세포의 동맥내 투여와 병용되는 방법.

청구항 30 

제29항에 있어서, 상기 동맥내 투여는 정맥내 투여 이전에 일어나는 것인 방법.

청구항 31 

제22항 내지 제30항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 질병 또는 상태는 외상으로 인한 조직 손상, 기관 질병, 염

증 질병, 심근경색증, 또는 말초혈관병인 방법.

청구항 32 

제22항 내지 제30항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 질병 또는 상태는 심혈관질환인 방법.
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청구항 33 

제1항  내지  제32항  중  어느  한  항에  있어서,  상기  줄기  세포  또는  조성물은  상기  조직  손상이  감소,

복구되거나, 새로운 혈관이 형성이 일어날 때까지 한 번 이상 투여되는 것인 방법.

청구항 34 

제1항 내지 제32항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 줄기 세포 또는 조성물은 상기 질병 또는 상태의 하나 이상의

증상이 개선되도록 한 번 이상 투여되는 것인 방법.

청구항 35 

제1항 내지 제34항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 조직은 심장 조직인 방법.

청구항 36 

제1항 내지 제34항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 조직은 혈관 조직인 방법.

청구항 37 

제1항 내지 제34항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 조직은 기관 조직인 방법.

청구항 38 

제37항에 있어서, 상기 기관은 콩팥 또는 간인 방법.

청구항 39 

제1항 내지 제38항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 SDF-1의 돌연변이 형태는 서열번호 67의 서열을 포함하는 것

인 방법.

청구항 40 

제1항 내지 제38항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 SDF-1는 서열번호 69의 서열을 포함하는 것인 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

전반적으로, 본 발명은 SDF-1 또는 기질 세포 유래 인자-1 (SDF-1)의 프로테아제-내성 돌연변이를 사용하여 조[0001]

직 손상을 복구하는 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

SDF-1 (CXCL12로도 알려짐)은 휴지기 T-림프구, 단핵구 및 CD34
+
 줄기 세포에 대한 화학유인물질인 케모카인 족[0002]

의  68  아미노산  구성원이다.   SDF-1은  다수의  형태로  생성된다:  차별  mRNA  스플라이싱의  결과인,  SDF-1α

(CXCL12a), SDF-1β (CXCL12b) 및 SDF-1γ.  SDF-1α 및 SDF-1β의 서열은 SDF-1β가 C-말단에서 네 아미노산

(Arg-Phe-Lys-Met)에 의해 연장된 것을 제외하고는, 본질적으로 동일하다.  SDF-1γ의 처음 세 엑손은 SDF-1α

및 SDF-1β의 엑손과 동일하다.  SDF-1γ의 네 번째 엑손은 SDF-1 유전자자리 상의 세 번째 엑손으로부터 3200

염기쌍 아래에 위치하고, SDF-1β의 세 번째 엑손 및 네 번째 엑손 사이에 놓인다.  SDF-1은 활성 펩티드를 만

들도록 분해된 시그널 펩티드 (21 아미노산 길이)로 초기에 만들어진다.

SDF-1은 배아발달 동안 및 줄기 세포 이식 후에 골수로의 조혈 줄기 세포의 귀소에서 중요한 역할을 한다.  줄[0003]

기 세포 귀소에서의 이의 역할에 추가로, SDF-1은 심장발생 및 혈관형성에서도 중요하다.  SDF-1-결핍 생쥐는

출생전후기에  죽고,  심장의  심실중격  형성,  골수  조혈  및  기관-특화(organ-specific)  혈관형성에  결함을

갖는다.  비정상적으로 낮은 수준의 SDF-1은 당뇨 환자와 관련된 손상된 상처 치유에 적어도 부분적으로 원인이

된다는 것과 손상이 조직 손상 부위에서의 SDF-1 투여에 의해 회복될 수 있다는 것이 또한 보고되었다.

정상적인 성인 심장에서, SDF-1은 구성적으로 발현되나, 발현은 심근경색증 후 수일 내로 하향조절된다.  SDF-1[0004]

발현은 G-CSF 요법과 병용되어, SDF-1을 과다발현하면서 안정하게 형질감염된 심장 섬유모세포의 심근내 이식에
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의한 심근경색증 8 주 후에 증가한 것이 이미 보여졌다.  이 방법은 보다 많은 골수 줄기 세포 (c-키트 또는

CD34
+
) 및 심장에서의 상피 세포와 관련되어 있고, 혈관 밀도의 증가 및 좌심실 기능의 향상을 야기시켰다.  이

러한 연구는 자연-발생적인 심근 복구 과정의 부족이 부분적으로 부적절한 SDF-1 이용가능성 때문일 수 있다는

것을 시사한다.  따라서, 심근경색증 후에 제어된 방식에서의 SDF-1의 전달은 더 많은 선조 세포를 유인하고,

그렇게 함으로써 조직 복구를 촉진할 수 있다.

기술분야에는 상처 치유 및 조직 복구를 촉진하는 개선된 방법에 대한 필요가 존재한다.[0005]

발명의 내용

SDF-1은 조혈 줄기 세포의 귀소와 심장발생 및 혈관형성과 관련된다.  이의 줄기 세포 동원 및 상처 치유 효과[0006]

를 촉진하기 위하여, SDF-1의 국부 구배는 선조 세포 유인 및 혈관재형성과 복구를 촉진하는 데 필요로 하는 것

으로 여겨진다.  우리는 SDF-1의 전신 전달 및 구체적으로 정맥내 ("IV") 전달 및 프로테아제 내성 SDF-1 돌연

변이가 조직 손상의 치료에 매우 효과적이라는 것을 발견했고, 이는 SDF-1의 국부 구배에 대한 요건을 고려하면

놀라운 결과다.  IV 전달은 다른 경로의 투여와 비교하여 전달이 쉬운 점을 포함하나 이에 제한되지 않는, 많은

임상적 장점이 있다.  또한, 우리는 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 펩티드의 정맥내 투여의 조직 손상 사건 (예를

들어, 심근경색증) 후 수 분 내지 조직 손상 (예를 들어, 심장 조직 손상, 혈관 조직 손상, 또는 상처, 상해,

또는 질병으로부터의 조직 손상)의 시작 후 수 시간, 수 일, 수 주, 또는 수 개월까지의 어디엔가의 지연된 투

여가 혈관재형성 및 복구를 촉진하는 데 또한 효과적이라는 것을 발견하였다.  여기서 또한, 지연 기간 후 조성

물의 효능에 대한 우리의 발견은 일부 상태 및 질병에서 조직 손상의 급성을 고려할 때 예상치 못한 발견이다.

그리하여, 본 발명은 SDF-1 및 이의 화학유인물질로서 작용하는 능력을 보존하지만, 프로테아제, 특히 매트릭스[0007]

금속단백분해효소-2  (MMP-2),  매트릭스  금속단백분해효소-9  (MMP-9),  디펩티딜  펩티드분해효소  IV

(DPPIV/CD26), 백혈구 엘라스타아제, 카텝신 G, 카르복시펩티드분해효소 M 및 카르복시펩티드분해효소 N에 의한

불활성에 내성이 있게 만드는 방식으로 돌연변이된 돌연변이 SDF-1 펩티드를 포함하는 조성물의 정맥내 투여를

특징으로 한다.  본 발명의 방법은 예를 들어, 말초혈관병 (말초동맥병 (PAD) 또는 말초동맥폐쇄병 (PAOD)으로

도 알려진 PVD); 위장관 또는 다른 곳에서의 궤양; 사고, 수술, 또는 질병으로부터 기인하는 상처; 만성심장기

능상실; 조직 손상; 또는 심근경색증이나 다른 심혈관 사건의 결과로서 손상된 심장 조직의 치료에 유용할 수

있다.  본 발명의 방법은 상처, 궤양, 또는 당뇨 환자에서 병변에 의해 야기된 조직 손상의 가능성을 줄이거나

치료하는 데 또한 유용할 수 있다.  추가로, 본 발명의 방법은 기관 (예를 들어 질병 또는 상해로부터 기인하는

콩팥 또는 간과 같은)의 재생 또는 복구, CNS 상해의 복구 및 염증 질병 (예를 들어, 류마티스 관절염, 크론병,

또는 이식편대숙주병)으로부터 기인하는 상해의 복구에 유용할 수 있다.

한 측면에서, 본 발명은 단리된 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 (mSDF-1), mSDF-1-Yz, Xp-mSDF-1, 또는 Xp-mSDF-1-[0008]

Yz의 화학식을 갖는 SDF-1 펩티드의 돌연변이 형태를 포함하는 조성물 또는 발현하는 줄기 세포의 정맥내 투여에

의해 이를 필요로 하는 대상에서 조직 손상 (예를 들어, 질병 또는 상태로부터 기인하는 조직 손상)을 치료 또

는 개선하는 방법을 특징으로 한다.  SDF-1은 서열번호 53의 적어도 아미노산 1-8의 아미노산 서열을 갖는 펩티

드이고, 이는 서열번호 53의 남아있는 서열의 모든 또는 임의의 부분에 의하여 C-말단에서 임의적으로 연장될

수 있고, 서열번호 53은 아미노산 서열:

K P X3 X4 X5 X6 Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C[0009]

I D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 53), (여기서 X3, X4, X5 및 X6은 임의의 아미노산임)을 포함하

고,

a)  Xp는 단백질성 아미노산(들) 또는 프로테아제 방어 유기 군이고, p는 1 내지 4의 임의의 정수이고,[0010]

b)  Yz는 단백질성 아미노산(들) 또는 프로테아제 방어 유기 군이고, z는 1 내지 4의 임의의 정수이고,[0011]

c)  mSDF-1 또는 mSDF-1-Yz는 T 세포에 대한 화학유인물질 활성을 유지하고, 천연 SDF-1의 불활성의 속도보다[0012]

적어도 50 % 미만인 속도에서 매트릭스 금속단백분해효소-2 (MMP-2), 매트릭스 금속단백분해효소-9 (MMP-9), 백

혈구 엘라스타아제 및(또는) 카텝신 G에 의하여 불활성화되고,

d)  Xp-mSDF-1 또는 Xp-mSDF-1-Yz는 T 세포에 대한 화학유인물질 활성을 유지하고, 천연 SDF-1이 불활성되는 속[0013]

도보다 적어도 50 % 미만인 속도에서 디펩티딜 펩티드분해효소 IV (DPPIV)에 의하여 불활성화되고, 천연 SDF-
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1의 불활성의 속도보다 적어도 50 % 미만인 속도에서 MMP-2, MMP-9, 백혈구 엘라스타아제 및(또는) 카텝신 G에

의하여 불활성화되고,

SDF-1의 단리된 돌연변이 형태는 대상에서 조직 손상을 치료 또는 개선하기에 충분한 양으로 정맥내 투여된다.[0014]

한 특정 실시양태에서, SDF-1 펩티드의 단리된 돌연변이 형태는 서열번호 52의 적어도 아미노산 1-8의 아미노산[0015]

서열을 포함하지 않는다.

한 실시양태에서, X3은 발린, 히스티딘, 또는 시스테인이다.  또 다른 실시양태에서, X4는 세린 또는 발린이다.[0016]

또 다른 실시양태에서, X5는 류신, 프롤린, 트레오닌, 또는 발린이다.  또 다른 실시양태에서, X6은 세린, 시스

테인, 또는 글라이신이다.

본 발명의 방법의 소정의 실시양태에서, 펩티드는 X가 세린 및 p가 1인, Xp-mSDF-1 펩티드 또는 Xp-mSDF-1-Yz 펩[0017]

티드이다.   다른  실시양태에서,  펩티드는  Y가  세린  및  z가  1인,  mSDF-1-Yz  펩티드  또는  Xp-mSDF-1-Yz

펩티드이다.

소정의 실시양태에서, Fc 펩티드의 첨가를 포함하여, C-말단 변형은 야생형 SDF-1을 포함하지만 이에 제한되지[0018]

않으면서, 본원에서 기재되는 임의의 SDF-1 펩티드에 만들어질 수 있다.

소정의 실시양태에서, SDF-1의 돌연변이 형태는 서열번호 63, 67, 또는 69로 나타낸 서열을 포함한다.[0019]

본 발명의 방법은 SDF-1은 A가 SDF-1의 단리된 돌연변이 형태이고, n이 0-3의 정수 (예를 들어, 1)이고, L이 3-[0020]

9 아미노산의 링커 서열이고, Fc가 면역글로불린의 Fc 영역으로부터의 Fc 펩티드인, 화학식 A-(L)n-Fc를 갖는

융합 단백질인, SDF-1의 돌연변이 형태를 또한 특징으로 한다.  소정의 실시양태에서, L은 GGGGS (서열번호 6

6)이다.  소정의 실시양태에서, 융합 단백질은 생체적합성 펩티드 막을 형성할 수 있다.

소정의 실시양태에서, SDF-1의 돌연변이 형태는 줄기 세포, 예를 들어, 성체 줄기 세포, 중간엽 줄기 세포, 또[0021]

는 중간엽 전구 세포에 의해 발현된다.

다른 실시양태에서, 돌연변이 SDF-1 펩티드를 발현하는 줄기 세포 또는 단리된 돌연변이 SDF-1 펩티드를 포함하[0022]

는 조성물은 외인 줄기 세포, 예를 들어, 성체 줄기 세포, 중간엽 줄기 세포, 또는 중간엽 전구 세포와 함께 공

동 투여된다.  외인 줄기 세포는 SDF-1-발현 줄기 세포 또는 SDF-1 펩티드 조성물의 투여와 동시에, 이전에 또

는 이후에 투여될 수 있다.

본 발명의 임의의 실시양태에서, 치료되는 질병 또는 상태는 뇌졸중, 하지 허혈, 외상으로 인한 조직 손상, 심[0023]

근경색증, 말초혈관병, 만성심장기능상실, 당뇨병, 상해 또는 질병으로 인한 CNS 손상, 또는 염증 상태로 인한

손상 (예를 들어, 류마티스 관절염, 크론병, 또는 이식편대숙주병)일 수 있다.  다르게는, 본 발명의 방법은 기

관 재생 또는 복구 (예를 들어, 콩팥 또는 간 재생 또는 복구)에 사용될 수 있다.

본 발명의 임의의 실시양태에서, 손상된 조직은 심장 조직 또는 혈관 조직이다.[0024]

본 발명의 임의의 실시양태에서, SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 단백질 조성물 또는 발현하는 줄기 세포 조성물은[0025]

말초 정맥 (예를 들어, 팔에 있는 정맥, 다리, 손등에 있는 정맥, 또는 팔오금중간정맥) 또는 중심 정맥, 예를

들어, 중심 정맥주사선을 통한 대형 정맥 (예를 들어, 상대정맥 또는 하대정맥 또는 심장의 우심방 내)를 포함

하지만 이에 제한되지 않고서, 포유류 체내 임의의 정맥에 투여된다.

본 발명의 임의의 실시양태에서, SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 단백질 조성물 또는 발현하는 줄기 세포 조성물은[0026]

조직 손상의 초기 발생 후에 또는 질병 또는 상태의 시작, 인지, 또는 진단 후에 수 분 내로, 또는 1 시간, 2

시간, 3 시간, 4 시간, 6 시간, 12 시간, 24 시간, 48 시간 이상, 3 일 이상, 4 일, 5 일, 6 일, 7 일, 10 일,

2 주, 한 달, 두 달, 세 달, 여섯 달, 일 년, 이 년 이상 이내로 투여된다.

본 발명의 추가적인 실시양태에서, SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 단백질 조성물 또는 발현하는 줄기 세포 조성물[0027]

은 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 펩티드 또는 줄기 세포의 이차적인 전달 형태 (예를 들어, 동맥내 또는 관상동맥

내 전달 또는 근육내 또는 심근내 전달)와 결합하여 투여된다.  정맥내 투여는 두 번째, 예를 들어, 동맥내 투

여 이전 또는 이후일 수 있다.  한 실시예에서, SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 단백질 조성물은 먼저 동맥내 투여

되고, 이어서 수 분 내지 1 시간 내지 수 시간, 1 일까지, 1 주까지, 1 달까지, 1년까지 걸치는 시간의 기간 후

에, SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 단백질 조성물은 정맥내 투여된다.  동맥내 투여는 정맥내 투여 이전 또는 정맥
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내 투여 이후 시간의 기간 동안 반복될 수 있다.

SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 단백질 조성물 또는 발현하는 줄기 세포 조성물은 질병 또는 상태의 하나 이상의 증[0028]

상이 개선되도록 한 번 이상 투여될 수 있다.  SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 조성물 또는 발현하는 줄기 세포 조

성물은 조직 손상이 감소, 조직이 복구되거나, 새로운 혈관 형성이 일어날 때까지 한 번 이상 투여될 수 있다.

다양한 실시양태에서, 질병 또는 상태는 외상으로 인한 조직 손상, 심근경색증, 말초혈관병이다.  추가적인 실[0029]

시양태에서, 질병 또는 상태는 심혈관질환이다.

본 발명의 임의의 실시양태에서, 손상된 조직은 심장 조직 또는 혈관 조직이다.[0030]

"충분한 양"이란 임상적으로 관련된 방식에서 장애 또는 상태를 치료 또는 개선하는 데 필요로 하는, 단독 또는[0031]

다른 치료법과 결합한, 치료제 (예를 들어, mSDF-1 펩티드)의 양을 의미한다.  한 실시예에서, 본 발명의 SDF-1

또는 돌연변이 SDF-1 펩티드의 충분한 양은 상처 치유 또는 조직 복구 또는 새로운 혈관 형성 (예를 들어, 혈관

형성)을 촉진하는 양이다.  예컨대, 조직 손상의 치료에 대하여 본 발명을 실시하는 데 사용되는 치료제의 충분

한 양은 투여의 방식, 대상의 나이 및 전반적인 건강 상태에 따라 좌우되어 달라진다.  결국, 이러한 치료를 처

방하는 의료 전문인이 적절한 양 및 투약법을 결정할 것이다.

"단편"이란 적어도, 예를 들어, 핵산 또는 폴리펩티드의 전체 길이의 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70[0032]

%, 80 %, 90 %, 95 % 이상을 함유하는 핵산 또는 폴리펩티드의 부분을 의미한다.  핵산 단편은 예를 들어, 10,

20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 또는 200 이상 뉴클레오티드, 핵산의 전체 길이까지 함유할 수 있다.

폴리펩티드 단편은 예를 들어, 10, 20, 30, 40, 50, 또는 60 이상의 아미노산, 폴리펩티드의 전체 길이까지 함

유할 수 있다.  단편은 본원에서 기재된 것과 같이 및 기술분야에 공지된 것과 같이 변형될 수 있다.

"정맥내 투여," "정맥내 치료," "IV 투여," 또는 "IV 치료"란 정맥 (예를 들어, 말초 또는 중심)으로의 물질의[0033]

투여를 의미한다.  정맥내 투여는 직접 주사기와 연결되거나 관의 한 가닥 및 용기 (예를 들어, 투여될 제약 조

성물을 하우징하는 살균 용기)와 연결된 바늘을 통하여 정맥으로의 직접 주사를 포함할 수 있다.

"동맥내 투여"란 동맥 (예를 들어, 관상동맥 (예를 들어, 관상동맥내 투여))으로의 물질의 투여를 의미한다.[0034]

동맥내 투여는 동맥내 주사 또는 주입, 또는 동맥내 카테터를 통한 투여를 포함할 수 있다.

"근육내 투여"란  근육으로의 물질의 투여를 의미한다.[0035]

"심근내 투여"란  심근, 또는 심장 근육으로의 물질의 투여를 의미한다.[0036]

"제약상 허용가능한 운반체"란 함께 투여된 조성물의 치료 성질을 유지하면서, 치료되는 대상에게 생리학상 허[0037]

용가능한 운반체를 의미한다.  한 예시적인 제약상 허용가능한 운반체 물질은 생리식염수이다.  다른 생리학상

허용가능한 운반체 및 이의 배합물은 당업자에게 알려져 있고, 예를 들어, 문헌 [Remington's Pharmaceutical

Sciences (20
th
 edition, ed. A. Gennaro, 2000, Lippincott, Williams & Wilkins, Philadelphia, PA)]에서 기

재된다.

"상처 치유 촉진" 또는 "조직 복구 촉진"이란 상처 또는 손상된 조직의 봉합, 치유, 또는 복구를 증대, 향상,[0038]

증가, 또는 유도하는 것을 의미한다.  상처 또는 조직 손상은 임의의 장애 또는 상태 (예를 들어, 질병, 상해,

또는 수술)의 결과일 수 있고, 대상에서의 임의의 위치 (예를 들어, 내상 또는 외상)에서 발견될 수 있다.  예

를 들어, 상처 또는 조직 손상은 예를 들어, 심근경색증과 같은 심혈관 상태의 결과일 수 있고, 손상된 조직은

심장 조직일 수 있다.  다르게는, 상처 또는 조직 손상은 말초혈관병 또는 당뇨병의 결과일 수 있다.

"단백질," "폴리펩티드," "폴리펩티드 단편," 또는 "펩티드"란 번역 후 변형 (예를 들어, 당화 또는 인산화)과[0039]

상관 없이, 자연 발생적인 폴리펩티드 또는 펩티드의 모두 또는 부분을 구성하거나 비-자연 발생적인 폴리펩티

드 또는 펩티드를 구성하는, 두 개 이상의 아미노산 잔기의 임의의 사슬을 의미한다.  폴리펩티드 또는 펩티드

는 물리적, 기계적, 또는 화학적 방법이 세포 성분으로부터 폴리펩티드를 제거하도록 사용되었을 때, "단리된"

또는 "실질적으로 순수한" 것이라 할 수 있다.  "단리된 펩티드," "실질적으로 순수한 폴리펩티드," 또는 "실질

적으로 순수한 및 단리된 폴리펩티드"는 그것이 60 중량% 이상 단백질 및 자연적으로 관련된 자연 발생적인 유

기 분자가 없을 때 세포 성분으로부터 제거된 것으로 및 실질적으로 순수한 것으로 전형적으로 고려된다.  폴리

펩티드는 75 중량%, 80 중량%, 85 중량%, 90 중량%, 95 중량%, 또는 99 중량% 이상 순수할 수 있다.  실질적으

로 순수한 폴리펩티드는 표준적인 기술, 예를 들어, 천연 공급원 (예를 들어 세포계 또는 생물학적 유체)으로부

터 추출에 의해, 폴리펩티드를 암호화하는 재조합 핵산의 발현에 의해, 또는 폴리펩티드를 화학적으로 합성하는
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것에 의해 얻어질 수 있다.  순도는 임의의 적절한 방법에 의해, 예를 들어, 컬럼 크로마토그래피, 폴리아크릴

아미드 겔 전기이동, 또는 고압 액체 크로마토그래피 (HPLC) 분석에 의해 측정될 수 있다.  다르게는, 폴리펩티

드는 이의 자연적인 부위가 아닌 위치에 놓여진 인간 개입에 의해 변경되었거나, 하나 이상의 세포로 도입되었

다면 단리된 것으로 고려된다.

상기 정의된 것과 같이, 본 발명의 펩티드 및 폴리펩티드는 모든 "모방체" 및 "펩티드모방체" 형태를 포함한다.[0040]

용어 "모방체" 및 "펩티드모방체"는 본 발명의 펩티드 또는 폴리펩티드의 실질적으로 동일한 구조적인 및(또는)

기능적인 특성을 갖는 합성 화학 컴파운드를 지칭한다.  모방체는 아미노산의 합성, 비-천연 유사체로 전체적으

로 구성될 수 있거나 천연 아미노산의 키메라 분자 및 아미노산의 비-천연 유사체일 수 있다.  모방체는 이러한

치환이 모방체의 구조 또는 활성을 실질적으로 변경하지 않는 한,  보존적 치환의 임의의 양을 혼입할 수도

있다.

"예방" 또는 "가능성 감소"란 질병 또는 장애 (예를 들어, 심근경색증 또는 말초혈관병) 또는 이의 증상의 중증[0041]

도, 빈도 및(또는) 지속기간을 감소시키는 것을 의미한다.

"프로테아제 방어 유기 군"이란 단백질성 아미노산이 아닌, SDF-1 또는 SDF-1의 돌연변이된 형태(mSDF-1)의 N-[0042]

말단 아미노산에 첨가될 때, 변형되지 않은 SDF-1의 화학유인물질 활성의 예를 들어, 10, 15, 20, 25, 30, 40,

50, 60, 70, 80, 90, 95, 99, 또는 100 % 이상 (예를 들어, 주르카트(Jurkat) T 세포 이동의 측정법 또는 기술

분야에서 공지된 화학쏠림성을 측정하는 다른 측정법에 의해 측정됨)을 유지하고 변형되지 않은 SDF-1의 불활성

속도의 예를 들어, 50,  45,  40,  35,  30,  25,  20,  15,  10,  5,  또는 1 % 미만의 속도에서 효소 (예를 들어,

DPPIV)에 의해 불활성화된, 변형된 펩티드를 야기시키는 유기 군을 의미한다.

"프로테아제-내성"이란 천연 또는 야생형 펩티드 또는 폴리펩티드 (예를 들어, 천연 또는 야생형 SDF-1)와 비교[0043]

하여 이의 아미노산의 일차적인 서열에서 하나 이상의 변형을 포함하고, 하나 이상의 아미노산 변형 없이 천연

또는 야생형 펩티드 또는 폴리펩티드와 비교하여 단백질분해에 대해 증가된 내성을 나타내는 펩티드 또는 폴리

펩티드를 의미한다.  "증가된 프로테아제-내성"이란 아미노산 서열 변화가 없는 펩티드 또는 폴리펩티드와 비교

하여, 시험관내 또는 생체내 측정법으로 측정된 증가를 의미한다.  프로테아제에 대한 증가된 내성은 예를 들어

주르카트  T-림프구  이동  측정법,  CXCR-4-cAMP  수용체  활성화  측정법  및  CXCR4-  또는  CXCR7-β-아레스틴

(arrestin) 측정법과 같은 측정법을 사용하여 특정 프로테아제 (예를 들어, MMP-2, MMP-9, DPPIV, 백혈구 엘라

스타아제, 카텝신 G, 카르복시펩티드분해효소 M, 또는 카르복시펩티드분해효소 N)에 뒤이은 노출에서 활성 또는

발현에 대한 시험에 의해 측정될 수 있다.  전형적으로, 프로테아제 내성에서의 증가는 내성을 부여하는 아미노

산 서열에서의 변화가 없는, 동일한 펩티드 또는 폴리펩티드와 비교하여 약 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7

%, 8 %, 9 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,

97 %, 98 %, 99 %, 100 %, 200 %, 300 %, 400 %, 500 % 이상이다.

"단백질성"이란 폴리펩티드 또는 펩티드의 아미노산이 알라닌 (A), 아르기닌 (R), 아스파라긴 (N), 아스파트산[0044]

(D), 시스테인 (C), 글루탐산 (E), 글루타민 (Q), 글라이신 (G), 히스티딘 (H), 이소류신 (I), 류신 (L), 리신

(K), 메티오닌 (M), 페닐알라닌 (F), 프롤린 (P), 세린 (S), 트레오닌 (T), 트립토판 (W), 티로신 (Y), 또는

발린 (V)의 L-이성질체인 것을 의미한다.

"SDF" 또는 "SDF-1"이란 서열번호 52의 서열 또는 SDF의 임의의 다수 형태 (예를 들어, 동일 유전자의 교호 스[0045]

플라이싱에 의해 생성된 SDF-1α (CXCL12a), SDF-1β (CXCL12b) 및 SDF-γ)를 포함할 수 있는 기질 세포 유래

인자 펩티드를 의미한다.   SDF-1β는 SDF-1α의 C-말단에서 추가적인 네 개의 아미노산 잔기, Arg-Phe-Lys-

Met를 포함한다.  SDF-1γ의 처음 세 엑손은 SDF-1α 및 SDF-1β의 엑손과 동일하다.  SDF-1γ의 네 번째 엑손

은 SDF-1 유전자자리 상의 세 번째 엑손으로부터 3200 염기쌍 아래에 위치하고, SDF-1β의 세 번째 엑손 및 네

번째 엑손 사이에 놓인다.  비록 서열번호 52는 SDF-1α의 서열을 보여주지만, 이 서열은 추가적인 아미노산 잔

기를 포함하도록 C-말단에서 연장될 수 있다.  본 발명은 SDF-1α, SDF-1β 및 SDF-γ의 돌연변이를 포함한다.

본 발명의 목적에 대하여, 용어 "SDF" 또는 "SDF-1"은 펩티드의 활성 형태, 즉, 시그널 펩티드의 분해 후를 지

칭한다.

"mSDF-1," "mSDF," 또는 "SDF(NqN')" (N은 본래 존재했던 아미노산의 한 글자 명칭이고, q는 펩티드의 N-말단[0046]

으로부터의 이의 위치이고, N'은 N을 대체한 아미노산임)은 돌연변이 SDF-1 펩티드를 의미한다.  N-말단에서 아

미노산 (예를 들어, 하나 이상의 아미노산)의 첨가에 의해 돌연변이된 펩티드는 "Xp-R" (X는 단백질성 아미노산

또는 프로테아제 방어 유기 군이고, p는 정수이고, R은 연장 이전의 펩티드(예를 들어, SDF-1 또는 mSDF-1)임)

로 약칭된다.  예를 들어, "S-SDF-1" 또는 "S-mSDF-1"는 각각 N-말단에서 첨가된 세린 잔기가 있는 SDF-1 또는
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mSDF-1 분자이다.  C-말단에서 아미노산 (예를 들어, 하나 이상의 아미노산)의 첨가에 의해 돌연변이된 펩티드

는 "R-Yz" (Y는 단백질성 아미노산 또는 프로테아제 방어 유기 군이고, z는 정수이고, R은 연장 이전의 펩티드

(예를 들어, SDF-1, mSDF-1, 또는 Xp-mSDF-1)임)로 약칭된다.  달리 나타내지 않는 한, 모든 제약상 허용가능한

염을 포함하여, 펩티드의 모든 제약상 허용가능한 형태가 사용될 수 있다.

"본 발명의 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 펩티드"란 본원에서 기재되는 임의의 야생형 SDF-1 (이소형을 포함하여)[0047]

또는 돌연변이 SDF-1 펩티드를 의미한다.  용어에는 본원에서 기재되는 야생형 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 펩티

드를 포함하는 조성물 (예를 들어, 제약 조성물)이 또한 포함된다.

"줄기 세포"란 분화다능성이고, 다양한 분화 세포로 분화할 수 있는, 더 많은 줄기 세포를 생성하도록 추가로[0048]

분할할 수 있는 분화되지 않은 생물학적 세포를 의미한다.  이 용어는 배아 줄기 세포, 성체 줄기 세포, 중간엽

줄기 세포 및 중간엽 전구 세포를 포함하는 것을 의미한다.  "중간엽 줄기 세포"란 다능성 기질 세포를 의미하

고; "중간엽 전구 세포"는 STRO-1 ("STRO-1+"), 세포 표면 표지자의 존재를 특징으로 하는 중간엽계의 전구 세

포이다.

"대상"이란 인간 또는 인간이 아닌 포유류 예를 들어 소, 말, 개, 양, 고양이를 포함하지만 이에 제한되지 않는[0049]

포유류를 의미한다.

"지속 방출" 또는 "제어된 방출"이란 치료적 활성 성분이 성분의 치료적으로 유익한 수준 (그러나 독성 수준 미[0050]

만)이 예컨대, 약 12 시간 내지 약 4 주 (예를 들어, 12 시간, 24 시간, 48 시간, 1 주, 2 주, 3 주, 또는 4

주)에 이르는 연장된 시간의 기간에 걸쳐 유지되어, 이에 따라 예를 들어, 12-시간 내지 4-주 투여형을 제공하

도록 하는 제어된 속도로 제형으로부터 방출되는 것을 의미한다.

"치료" 또는 "개선"이란 치료 목적으로 제약 조성물을 투여하는 것 또는 대상의 상태를 개선하도록 장애로 이미[0051]

고통받는 대상에 치료를 투여하는 것을 의미한다.  "장애를 치료하는 것" 또는 "장애를 개선하는 것"이란 장애

및 장애와 관련된 증상이 예를 들어, 완화, 감소, 치유되고, 또는 차도의 상태에 놓이는 것을 의미한다.  치료

되지 않은 동등한 대조군과 비교하여, 이러한 개선 또는 치료의 정도는 임의의 표준 기술로 측정될 때, 5 %, 10

%, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 %, 또는 100 % 이상이다.

본 발명의 다른 특징 및 장점은 상세한 기재로부터 및 청구항으로부터 명백할 것이다.[0052]

도면의 간단한 설명

도 1은 SSDF-1(S4V)이 정맥내 전달되었고, 허혈 재관류 상해 후 7 일은 PBS 대조군과 비교하여 10 퍼센트 포인[0053]

트로 박출률 (EF)을 개선한 것을 보여주는 막대 그래프이다.

도 2는 허혈 재관류 상해의 마이크로 유카탄 돼지 모델(micro  Yucatan  pig  model)에서 경색 4  주 후 SSDF-

1(S4V)의 정맥내 투여가 뒤따르는, 경색 후 즉시 SSDF-1(S4V)의 관상동맥내 투여가 PBS 대조군과 비교하여 경색

후 12 주에서도 2.7 퍼센트 포인트로 EF를 개선한 것을 보여주는 그래프이다.  단면 T 시험(1-sided T-test)이

수행되었다; p < 0.05; n = 5 돼지/군.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

상세한 기재[0054]

본 발명은 손상된 조직, 예를 들어, 손상된 심장 조직의 회복이 야생형 SDF-1 또는 효소성 분해 (예를 들어, 하[0055]

나 이상의 MMP-2, MMP-9, DPPIV, 백혈구 엘라스타아제, 카텝신 G, 카르복시펩티드분해효소 M 또는 카르복시펩티

드분해효소 N에 의한 분해)에 대한 내성이 증가하도록 돌연변이된 SDF-1의 정맥내 투여로 촉진된다는 발견을 기

초로 한다.  이러한 펩티드는 제약상 허용가능한 운반체가 있거나 없이, 단리된 펩티드로서 투여될 수 있다.

또한, 우리는 놀랍게도 조직 손상의 초기 발생 후 또는 질병 또는 상태의 시작, 인식, 또는 진단 후 수 분 내로

부터 조직 손상의 초기 발생 후 또는 질병 또는 상태의 시작, 인식, 또는 진단 후 1 시간, 2 시간, 3 시간, 4

시간, 6 시간, 12 시간, 24 시간, 48 시간 이상, 3 일 이상, 4 일, 5 일, 6 일, 7 일, 10 일, 2 주, 한 달, 두

달, 세 달, 여섯 달, 일 년, 이 년 이상까지 지연된 투여는 손상된 조직의 회복을 촉진하는 데 또한 유용하다는

것을 발견하였다.  이 접근은 임의의 유형의 상해 또는 질병으로부터 기인하는 손상된 조직을 치료하는 데 사용

될 수 있다.

정맥내 투여[0056]
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본 발명의 방법에서 사용되는 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 펩티드-함유 조성물 또는 발현하는 줄기 세포 조성물[0057]

은 예를 들어, 정맥내 (IV) 주사에 의해 또는 이식 가능한 장치 (예를 들어, 카테터)를 사용하여 정맥내 투여된

다.  정맥내 투여는 일반적으로 말초 정맥 (예를 들어, 팔에 있는 정맥, 다리, 손등에 있는 정맥, 또는 팔오금

중간정맥) 또는 중심 정맥을 통한 대형 정맥 (예를 들어, 상대정맥 또는 하대정맥 또는 심장의 우심방 내)을 포

함하지만 이에 제한되지 않는, 포유류의 체내에서 임의의 접근 가능한 정맥으로의 주사를 수반한다.  정맥내 투

여는 삽입된 중심 카테터, 중심 정맥관, 또는 이식 가능한 포트에 의한 투여도 포함할 수 있다.

말초 IV 관은 예를 들어, 유연한 플라스틱 캐뉼라가 금속 트로카 상에 마운팅되는, 캐뉼라-오버-니들(cannula-[0058]

over-needle)  장치를 사용하여 피부를 통해 말초 정맥 (예를 들어,  가슴 또는 복부 안에 있지 않은 임의의

정맥)으로 삽입된 짧은 카테터 (몇 센티미터 길이)로 이루어진다.  피부 밖에 남는 카테터 부분은 연결 허브라

고 불린다; 이는 주사기 또는 정맥내 주입 관과 연결될 수 있다.  포팅된 캐뉼라는 상부에 본 발명의 SDF-1 돌

연변이 SDF-1 펩티드를 투여하는 데 사용될 수 있는 주사 포트를 갖는다.

말초 주입된 중심 카테터 (PICC) 관은 IV 접근을 연장된 시간의 기간에 걸쳐 필요로 할 때 또는 주입될 물질이[0059]

빠른 손상 및 말초 IV의 초기 상실을 야기시킬 때 및 통상적인 중심관을 시도하기에 너무 위험할 때 사용된다.

본 발명의 IV 전달 방법에는 예를 들어, 카테터가 쇄골하 내경정맥 또는 대퇴정맥에 삽입되고 그것이 상대정맥[0060]

또는 우심방에 도달할 때까지 심장을 향하여 진행하는, 중심 정맥관이 또한 포함된다.

또 다른 중심 IV 전달 방법은 대형 정맥 내, 대개 상대정맥 또는 하대정맥 또는 심장의 우심방 내 이의 끝(ti[0061]

p)으로 카테터를 통하여 흐르는 중심 IV 관의 사용을 통하는 것이다.

본 발명의 IV 전달 방법에서 유용한 또 다른 유형의 중심관은 목적 정맥으로 삽입되고 이어서 짧은 거리로 떨어[0062]

져 출현하도록 피하에 "터널링된(tunneled)," 히크만관(Hickman line) 또는 브로비악(Broviac) 카테터이다.

이식 가능한 포트는 본 발명의 SDF-1 및 돌연변이 SDF-1 펩티드 컴파운드 또는 줄기 세포의 IV 전달에서 또한[0063]

사용된다.  이식 가능한 포트는 외부 연결기가 없는 중심 정맥관이다; 대신에, 그것은 실리콘 고무로 덮인 작은

저장조를 갖고, 피하에 이식된다.  펩티드 컴파운드는 피부를 통하여 작은 바늘을 놓고, 저장조로 실리콘을 뚫

는 것에 의해, 간헐적으로 투여된다.  포트는 여러 주, 여러 달, 심지어 여러 해 동안 대상의 체내에 남을 수

있다.  간헐적 주입은 대상이 단지 소정의 시간에서 본 발명의 SDF-1 및 mSDF-1 펩티드 컴파운드 또는 줄기 세

포의 투여를 필요로 할 때 사용될 수 있는 정맥내 투여의 또 다른 유형이다.

SDF-1 또는 mSDF-1 펩티드-함유 조성물 또는 발현하는 줄기 세포 조성물은 한 정맥 또는 몇몇 정맥으로 투여될[0064]

수 있다.  SDF-1 또는 mSDF-1 펩티드-함유 조성물 또는 발현하는 줄기 세포 조성물은 예를 들어 하나 이상의 정

맥에 약 1 분, 1 내지 5 분, 10 내지 20 분, 20 내지 30 분의 기간 동안, 또는 임상의에 의해 결정된 충분한 시

간 동안 정맥내 투여될 수 있다.  투여는 예상되는 유익함을 달성 또는 유지하도록 간헐적으로 반복될 수 있다.

반복 투여 시기는 예를 들어, 조직 손상과 관련된 증상을 모니터링함에 의해, 대상의 반응에 기초한다.  제공될

SDF-1 또는 mSDF-1 펩티드-함유 조성물 또는 발현하는 줄기 세포 조성물의 치료상 효과적인 투여량 또는 양은

두 개 이상의 투여량으로 나눠질 수 있고, 투여량은 단일 구멍 또는 다수의 구멍으로 두 개 이상의 정맥에 투여

될 수 있다.

SDF-1 및 프로테아제-내성 돌연변이[0065]

공식적으로 케모카인 (C-X-C 모티프) 리간드 12 (CXCL12)로 지칭되는 SDF-1은 케모카인 족에 속하는 작은 시토[0066]

카인이다.  SDF-1은 동일 유전자의 교호 스플라이싱에 의해, SDF-1α (CXCL12a), SDF-1β (CXCL12b) 및 SDF-

1γ의 다수 형태로 생성된다.

돌연변이되지 않은 SDF-1α는 하기 서열을 갖는다:[0067]

K P V S L S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C I[0068]

D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 52)

본원에서 기재되는 SDF-1 펩티드는 펩티드를 예를 들어, 매트릭스 금속단백분해효소-2 (MMP-2), 매트릭스 금속[0069]

단백분해효소-9 (MMP-9), 디펩티딜 펩티드분해효소 IV (DPPIV), 백혈구 엘라스타아제, 카텝신 G, 카르복시펩티

드분해효소 M, 또는 카르복시펩티드분해효소 N에 대해 내성이 있게 만들도록 한 돌연변이가 있는 SDF-1 펩티드

를 포함한다.  본 발명의 방법에서, 돌연변이되지 않은 SDF-1은 조직 손상의 치료 또는 개선에 대한 정맥내 전

달에 의해 투여될 수도 있다.
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본 발명의 방법은 돌연변이되지 않은 SDF-1의 N-말단으로부터 세 번째, 네 번째, 다섯 번째 및(또는) 여섯 번째[0070]

아미노산 잔기에서의 변화를 특징으로 하는 SDF-1  (mSDF-1)의  돌연변이 형태를 특징으로 한다.   본  발명의

mSDF-1 펩티드는 서열번호 53의 적어도 아미노산 1-8을 갖고, 하기 서열을 갖는 서열번호 53의 남아있는 서열의

모든 또는 임의의 부분에 의해 C-말단에서 연장될 수 있다:

K P X3 X4 X5 X6 Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C[0071]

I D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 53) (여기서 X3, X4, X5 및 X6은 임의의 아미노산 잔기이다).

소정의 실시양태에서, X3은 발린, 히스티딘, 또는 시스테인이다.[0072]

소정의 실시양태에서, X4는 세린 또는 발린이다.[0073]

소정의 실시양태에서, X5는 류신, 프롤린, 트레오닌, 또는 발린이다.[0074]

소정의 실시양태에서, X6은 세린, 시스테인, 또는 글라이신이다.[0075]

예를 들어, mSDF-1 펩티드는 네 번째 (예를 들어, Ser→Val) 및(또는) 다섯 번째 (예를 들어, Leu→Pro) 아미노[0076]

산 자리에서 돌연변이를 포함할 수 있다.

K P V V L S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C I[0077]

D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 63)

K P V S P S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C I[0078]

D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 64)

K P V V P S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C I[0079]

D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 65)

또 다른 실시예에서, mSDF-1 펩티드는 세 번째 아미노산 자리에서 Val→His (서열번호 54) 또는 Val→Cys (서열[0080]

번호 55) 돌연변이를 포함할 수 있다.

K P H S L S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C I[0081]

D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 54)

K P C S L S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C I[0082]

D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 55)

다른 실시양태에서, mSDF-1 펩티드는 다섯 번째 아미노산 자리에서 Leu→Thr (서열번호 56) 또는 Leu→Val (서[0083]

열번호 60) 돌연변이를 포함할 수 있다.

K P V S T S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C I[0084]

D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 56)

K P V S V S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C I[0085]

D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 60)

다른 실시양태에서, mSDF-1 펩티드는 여섯 번째 아미노산 자리에서 Ser→Cys (서열번호 61) 또는 Ser→Gly (서[0086]

열번호 62) 돌연변이를 포함할 수 있다.

K P V S L C Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C I[0087]

D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 61)

K P V S L G Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C I[0088]

D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 62)

본 발명의 방법은 본원에서 기재되는 돌연변이의 임의의 조합을 포괄하는 펩티드를 또한 포함할 수 있다.  예를[0089]

들어, mSDF-1 펩티드는 서열번호 53의 세 번째 아미노산 자리에서 Val→Cys 돌연변이 및 서열번호 53의 여섯 번

째 아미노산 자리에서 Ser→Cys 돌연변이를 포함할 수 있다.

프로테아제 내성을 부여하도록 SDF-1 펩티드에 행해진 돌연변이는 예를 들어, Xp-mSDF-1를 생성하면서, 예를 들[0090]
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어,  mSDF-1  펩티드 (상기)의 N-말단에 모이어티 (예를 들어, 단백질성 아미노산 또는 프로테아제 방어 유기

군)의 첨가를 또한 포함할 수 있다.  예를 들어, X는 R
1
-(CH2)d- (d는 0-3의 정수이고, R

1
은 수소 (R

1
이 수소일

때,  d는  반드시  1  이상이어야  하는  규칙이  있음);  직쇄  또는  분지된  C1-C3  알킬;  직쇄  또는  분지된  C2-C3

알케닐; 할로겐, CF3; -CONR
5
R
4
; -COOR

5
; -COR

5
; -(CH2)qNR

5
R
4
; -(CH2)qSOR

5
; -(CH2)qSO2R

5
,  -(CH2)qSO2NR

5
R
4
 및 OR

5

일 수 있고, 여기서, R
4
 및 R

5
는 각각 독립적으로 수소 또는 직쇄 또는 분지된 C1-C3 알킬이다.  유기 군이 X에

대하여 사용된 경우에서, p는 1이어야 한다.  X는 단백질성 아미노산을 나타낼 수도 있고, 예를 들어, 1-10 (예

를 들어, 1-9, 1-8, 1-7, 1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2, 또는 1) 아미노산(들)은 SDF-1 (예를 들어, mSDF-1)의 N-

말단에 첨가되고, 이러한 첨가된 아미노산 중 하나 이상은 프로테아제 방어 유기 군으로 치환될 수 있다.  예를

들어, 단백질성 아미노산 (예를 들어, 세린) 또는 프로테아제 방어 유기 군은 화학유인물질 활성 또는 다른 프

로테아제 (예를 들어, MMP-2)에 대한 내성을 실질적으로 변경함이 없이 예를 들어, DPPIV 분해에 대한 내성을

부여하도록 SDF-1 (예를 들어, mSDF-1)의 N-말단에 첨가될 수 있다.  하기 서열은 N-말단에 첨가된 세린 아미노

산이 있는 예시적인 SDF-1 돌연변이를 나타낸다.

S K P X3 X4 X5 X6 Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V[0091]

C I D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 68) (여기서 X3, X4, X5 및 X6은 임의의 아미노산 잔기이

다).

소정의 실시양태에서, X3은 발린, 히스티딘, 또는 시스테인이다.[0092]

소정의 실시양태에서, X4는 세린 또는 발린이다.[0093]

소정의 실시양태에서, X5는 류신, 프롤린, 트레오닌, 또는 발린이다.[0094]

소정의 실시양태에서, X6은 세린, 시스테인, 또는 글라이신이다.[0095]

서열의 구체적인 예시는 하기를 포함한다:[0096]

S K P V V L S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C[0097]

I D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 69)

S K P V S P S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C[0098]

I D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 70)

S K P V V P S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C[0099]

I D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 71)

S K P H S L S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C[0100]

I D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 72)

S K P C S L S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C[0101]

I D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 73)

S K P V S T S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C[0102]

I D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 74)

S K P V S V S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C[0103]

I D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 75)

S K P V S L C Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C[0104]

I D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 76)

S K P V S L G Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C[0105]

I D P K L K W I Q E Y L E K A L N K (서열번호 77)

프로테아제 내성을 부여하도록 SDF-1 펩티드에 행해진 돌연변이는 예를 들어, mSDF-1-Yz 또는 Xp-mSDF-1-Yz를 생[0106]

성하면서, 예를 들어, mSDF-1 펩티드 (상기)의 C-말단에 모이어티 (예를 들어, 단백질성 아미노산)의 첨가를 또
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한 포함할 수 있다.  Y는 단백질성 아미노산을 나타낼 수 있고, 예를 들어, 1-10 (예를 들어, 1-9, 1-8, 1-7,

1-6, 1-5, 1-4, 1-3, 1-2, 또는 1) 아미노산(들)은 SDF-1 (예를 들어, mSDF-1 또는 Xp-mSDF-1)의 C-말단에 첨

가된다.  예를 들어, 단백질성 아미노산 (예를 들어, 세린)은 화학유인물질 활성 또는 다른 프로테아제 (예를

들어, MMP-2)에 대한 내성을 실질적으로 변경함이 없이 예를 들어, 카르복시펩티드분해효소 M 또는 카르복시펩

티드분해효소 N 분해에 대한 내성을 부여하도록 SDF-1, mSDF-1, 또는 Xp-mSDF-1의 C-말단에 첨가될 수 있다.

한 실시양태에서, 본 발명은 단리된 mSDF-1-Yz 또는 Xp-mSDF-1-Yz 펩티드를 특징으로 하고, SDF-1은 서열번호 53

의 아미노산 서열을 포함한다.  그러나, C-말단 변형은 본원에서 기재되는 임의의 SDF-1 펩티드 및 SDF-1에 행

해질 수 있다.  본원에서 기재되는 돌연변이된 SDF-1 펩티드는 화학유인물질로서의 역할을 하는 이의 능력을 유

지하나, 효소 (예를 들어, 단백질 가수 분해) 소화에 내성을 갖는다.  mSDF-1 펩티드는 적어도, 예를 들어, 돌

연변이되지 않은 SDF-1의 민감도의 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 99, 또는 100 % 민감도

(예를 들어, 주르카트 T 세포 또는 기술분야에서 공지된 임의의 다른 화학쏠림성 측정법의 측정법에서 예컨대,

최대 반응의 50 %를 얻는 데 필요한 효과적인 농도에 의해 측정됨)를 갖는 화학유인물질 활성을 유지한다.  화

학유인물질 활성의 손실은 예를 들어, MMP-2, MMP-9, 백혈구 엘라스타아제, DPPIV, 카텝신 G, 카르복시펩티드분

해효소 M, 또는 카르복시펩티드분해효소 N의 분해 때문일 수 있다.  mSDF-1의 불활성화의 속도는 예를 들어,

SDF-1의 불활성화의 속도의 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5, 또는 1 % 미만일 수 있다.

돌연변이된 SDF-1 펩티드는 예를 들어, MMP-2, MMP-9, DPPIV, 백혈구 엘라스타아제, 카텝신 G, 카르복시펩티드[0107]

분해효소 M, 또는 카르복시펩티드분해효소 N에 의한 분해에 내성이 있을 수 있다.  따라서, 이는 예를 들어, 손

상된 조직 (예를 들어, 손상된 심장 조직)과 같은 부위에서의 사용에 이상적으로 적당하고, 단백질 분해 효소는

고농도로 존재하고, 또는 혈액 또는 혈장을 통해 부위로 전달된다.  그러므로, 돌연변이된 SDF-1 펩티드는 이러

한 펩티드의 개선된 안정성 때문에 정맥내 투여에 적합하다.

본원에서 기재되는 프로테아제-내성 SDF-1 펩티드는 아미노산 또는 자연적인 가공, 예를 들어, 번역 후 가공에[0108]

의하거나, 기술분야에 공지된 기술을 사용하는 화학적인 변형에 의해 변형된 서열을 포함할 수 있다.  변형은

폴리펩티드 주쇄, 아미노산 측쇄 및 아미노- 또는 카르복시-말단을 포함하여, 폴리펩티드의 임의의 곳에서 일어

날 수 있다.  변형의 동일한 유형은 주어진 폴리펩티드의 몇몇 부위에서 동일 또는 다양한 정도(degree)로 존재

할 수 있고, 폴리펩티드는 한 유형 초과의 변형을 포함할 수 있다.  변형은 예를 들어, PEG화, 아세틸화, 아실

화, 아세토미도메틸 (Acm) 기의 첨가, ADP-리보실화, 알킬화, 아미드화, 비오티닐화, 카르바모일화, 카르복시에

틸화, 에스테르화, 피아빈(fiavin)에의 공유 부착, 헴 모이어티에의 공유 부착, 뉴클레오티드 또는 뉴클레오티

드 유도체의 공유 부착, 약물의 공유 부착, 표지자의 공유 부착 (형광 또는 방사성 표지자), 지질 또는 지질 유

도체의 공유 부착, 포스파티딜이노시톨의 공유 부착, 가교, 고리화, 디술피드 결합 형성, 탈메틸화, 공유 가교

의 형성, 시스틴의 형성, 피로글루타메이트의 형성, 포르밀화, 감마-카르복시화, 글리코실화, GPI 앵커(anchor)

형성, 하이드록시화, 아이오딘화, 메틸화, 미리스토일화(myristoylation), 산화, 단백질 가수 분해 가공, 인산

화, 프레닐화(prenylation), 라세미화, 셀레노일화(selenoylation), 황산화, 단백질로의 아미노산의 트랜스퍼-

RNA 매개 첨가 (예를 들어, 아르기닐화) 및 유비퀴틴화를 포함한다.  번역 후 변형은 펩티드를 안정화시키도록

또는 약동학 또는 약력학을 개선하도록 하는 중합체의 첨가를 또한 포함한다.  예시적인 중합체는 예를 들어,

폴리(2-히드록시 에틸 메타크릴레이트), 폴리(메틸 메타크릴레이트), 폴리(아크릴산), 폴리(에틸렌-코-비닐 아

세테이트), 폴리(메타크릴산), 폴리글리콜리드 (PLG),  폴리무수물, 폴리(N-비닐 피롤리돈), 폴리(비닐 알콜),

폴리아크릴아미드, 폴리(에틸렌 글리콜), 폴리락티드 (PLA), 폴리(락티드-코-글리콜리드) (PLGA), 폴리글루탐산

(PGA) 및 폴리오르소에스테르를 포함한다.

융합 단백질[0109]

본 발명의 방법은 본원에서 기재된 SDF-1, mSDF-1, Xp-mSDF-1, mSDF-1-Yz, 또는 Xp-mSDF-1-Yz의 임의의 펩티드[0110]

서열이 IgG (예를 들어, 인간 IgG1)의 Fc 영역에 연결된 융합 단백질을 또한 이용할 수 있다.  다르게는, Fc 영

역은 돼지, 생쥐, 토끼, 햄스터, 염소, 쥐 및 기니피그를 포함하여, 다른 동물 또는 인간의 IgA, IgM, IgE, 또

는 IgD로부터 유도될 수 있다.  IgG의 Fc 영역은 IgG 중쇄 및 힌지 영역의 CH2 및 CH3 도메인을 포함한다.  힌

지는 분자의 각각의 부분이 독립적으로 기능하도록 하면서, Fc 융합 단백질의 두 부분 사이에서 유연한 스페이

서로서 역할을 한다.  본 발명에서 사용되는 Fc 영역은 예를 들어, 단량체 또는 이량체 형태로 제조될 수 있다.

예시적인 Fc 융합 펩티드는 하기 아미노산 서열을 갖는 S-SDF-1(S4V)-Fc이다.  GGGGS 링커 (서열번호 66)는 굵[0111]

게 나타나고, Fc 펩티드는 밑줄이 그어져 있다.
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S K P V V L S Y R C P C R F F E S H V A R A N V K H L K I L N T P N C A L Q I V A R L K N N N R Q V C[0112]

I D P K L K W I Q E Y L E K A L N K G G G G S V D K T H T C P P C P A P E L L G G P S V F L F P P K P

K D T L Met I S R T P E V T C V V V D V S H E D P E V K F N W Y V D G V E V H N A K T K P R E E Q Y N

S T Y R V V S V L T V L H Q D W L N G K E Y K C K V S N K A L P A P I E K T I S K A K G Q P R E P Q V

Y T L P P S R D E L T K N Q V S L T C L V K G F Y P S D I A V E W E S N G Q P E N N Y K T T P P V L D

S D G S F F L Y S K L T V D K S R W Q Q G N V F S C S V Met H E A L H N H Y T Q K S L S L S P G K (서

열번호 67)

Fc 융합 펩티드의 다른 비제한적인 실시예는 예를 들어, SDF-1(S4V)-Fc, SDF-1(L5P)-Fc, SDF-1(S6C)-Fc, SDF-[0113]

1(V3H)-Fc, SDF-1-Fc, S-SDF-1-Fc 및 SDF-1-Fc를 포함한다.

모든 상기 단백질은 용어 "본 발명의 SDF-1 및 mSDF-1 단백질" 또는 "본 발명의 펩티드"에 포함된다.[0114]

펩티드 합성[0115]

본 발명의 방법에서 사용되는 SDF-1 또는 프로테아제-내성 돌연변이 SDF-1 펩티드는 예를 들어, 표준 N-tert-부[0116]

틸옥시카보닐(N-tert-butyoxycarbonyl) (t-Boc)의 화학적 성질을 사용하는 고체상 펩티드 합성 및 n-메틸피롤리

돈의 화학적 성질을 사용하는 사이클에 의해 만들어질 수 있다.   펩티드를 합성하는 예시적인 방법은 예를

들어,  본원에서  참조로  포함되는  미국  특허  4,192,798;  4,507,230;  4,749,742;  4,879,371;  4,965,343;

5,175,254; 5,373,053; 5,763,284; 및 5,849,954호에서 발견될 수 있다.  이러한 펩티드는 재조합 DNA 기술을

사용하여 또한 만들어질 수 있다.

일단 펩티드가 합성되면, 이는 예를 들어, 역상 컬럼 상의 HPLC와 같은 방법을 사용하여 정제될 수 있다.  순도[0117]

는 HPLC로 또한 측정될 수 있고, 올바른 조성물의 존재가 아미노산 분석에 의해 측정될 수 있다.  mSDF-1 펩티

드에 적합한 정제 방법은 예를 들어, 본원에서 참조로 포함되는 미국 특허 출원 공보 2008/0095758호에 기재된

다.

융합 단백질은 화학적으로 합성되거나 재조합 DNA 기술을 사용하여 만들어질 수 있다.  Fc 융합 펩티드의 다른[0118]

비제한적인 실시예는 예를 들어, SDF-1(S4V)-Fc, SDF-1(L5P)-Fc, SDF-1(S6C)-Fc, SDF-1(V3H)-Fc, SDF-1-Fc, S-

SDF-1-Fc 및 SDF-1-Fc를 포함한다.

SDF-1 펩티드를 발현하는 줄기 세포[0119]

본 발명은 예를 들어, 본 발명의 펩티드 (예를 들어, SDF-1 또는 프로테아제-내성 돌연변이 SDF-1 펩티드)를 발[0120]

현 및(또는) 분비하도록, 줄기 세포 및(또는) 이의 유전자 변형된 자손 세포를 제공한다.  임의의 적합한 줄기

세포는 예를 들어, 성체 줄기 세포, 중간엽 전구 세포 (MPCs) 및 중간엽 줄기 세포 (MSCs)를 포함하여, 본 발명

의 펩티드를 발현 및(또는) 분비하도록 유전자 변형될 수 있다.  일부 실시양태에서, 줄기 세포는 야생형 SDF-1

의 기저 수준을 자연적으로 발현할 수 있고, 유전자 변형은 줄기 세포가 야생형 SDF-1의 증가된 수준을 발현하

도록 및(또는) 프로테아제-내성 돌연변이 SDF1-펩티드를 발현하도록 할 수 있다.

세포, 예를 들어 줄기 세포를 유전자 변형하는 방법은 당업자에게 명백할 것이다.  예를 들어, 세포에서 발현될[0121]

핵산은 그 세포에서 발현을 유도하는 프로모터에 작동적으로 연결된다.  예를 들어, 핵산은 예를 들어, 바이러

스 프로모터, 예를 들어, CMV 프로모터 (예를 들어, CMV-IE 프로모터) 또는 SV-40 프로모터와 같은 대상의 다양

한 세포에서 작동 가능한 프로모터에 연결된다.  다른 경우에서, 프로모터는 특정 유형의 줄기 세포에서 구체적

으로 작동 가능할 수 있다.  추가적인 적합한 프로모터는 기술분야에 공지되고 개시의 본 실시예에 필요에 따라

적용될 것이다.

한 실시예에서, 핵산은 발현 구조체의 형태로 제공된다.  본원에서 사용되는 용어 "발현 구조체"는 세포에서 작[0122]

동적으로 연결된 핵산 (예를 들어, 리포터 유전자 및(또는) 반대-선택 가능한(counter-selectable) 리포터 유전

자) 상 발현을 부여하는 능력을 갖는 핵산을 지칭한다.  본 개시와 관련해서, 발현 구조체는 플라스미드, 박테

리오파지, 파지미드, 코스미드, 바이러스 서브-게놈 또는 게놈 단편, 또는 발현할 수 있는 포맷에서 이종 DNA를

유지 및(또는) 복제할 수 있는 다른 핵산을 포함할 수 있다는 것이 이해될 것이다.

본 개시의 수행에 적합한 발현 구조체의 구조에 대한 방법은 당업자에게 명백할 것이며, 예를 들어, 아우수벨[0123]

(Ausubel)  등의  문헌  [Current  Protocols  in  Molecular  Biology.  Wiley  Interscience,  ISBN  047  150338,

1987] 또는 샘브룩(Sambrook) 등의 문헌 [Molecular Cloning: Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold

Spring Harbor Laboratories, New York, Third Edition 2001]에서 기재된다.  예를 들어, 발현 구조체의 각각
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의 성분은 예를 들어, 중합효소 연쇄 반응 (PCR)을 사용하여, 적합한 주형 핵산으로부터 증폭되고, 후속적으로

예를 들면, 플라스미드 또는 파지미드와 같은 적합한 발현 구조체로 클로닝된다.

이러한 발현 구조체에 적합한 벡터는 기술분야에 공지 및(또는) 본원에서 기재되어 있다.  예를 들어, 포유동물[0124]

세포에서 본 개시의 방법에 적합한 발현 벡터는 예를 들어, 인비트로젠에 의해 공급된 pcDNA 벡터 스위트의 벡

터, pCI 벡터 스위트의 벡터 (프로메가(Promega)), pCMV 벡터 스위트의 벡터 (클론테크(Clontech)), pM 벡터

(클론테크), pSI 벡터 (프로메가), VP 16 벡터 (클론테크) 또는 pcDNA 벡터 스위트의 벡터 (인비트로젠)이다.

당업자는 예를 들어 라이프 테크놀로지스 코포레이션, 클론테크 또는 프로메가와 같은 벡터의 공급원 및 추가적[0125]

인 이러한 벡터를 알고 있을 것이다.

발현을  위한 세포로 단리된 핵산 및  이를  포함하는 유전자 구조체를 도입하는 방법은 당업자에게 공지되어[0126]

있다.  주어진 유기체에 사용되는 기술은 공지된 성공적인 기술에 좌우된다.  세포로 재조합 DNA를 도입하는 방

법은 미세주입, DEAE-덱스트란에 의해 매개된 형질감염, 리포솜에 의해 매개된 형질감염, 예를 들어 리포펙타민

(미국, 메릴랜드주, 지브코) 및(또는) 셀펙틴 (미국, 메릴랜드주, 지브코)을 사용한 것, PEG-매개 DNA 유입, 전

기천공법, 미세입자 충격 예를 들어, 다른 것들 가운데 DNA-코팅된 텅스텐 또는 금 입자 (미국, 위스콘신주, 아

그라세투스)를 사용한 것을 포함한다.

다르게는, 본 개시의 발현 구조체는 바이러스 벡터이다.  적합한 바이러스 벡터는 기술분야에 공지되어 있고,[0127]

시판된다.  핵산의 전달 및 숙주 세포 게놈으로의 핵산의 통합에 대한 통상적인 바이러스-기재 시스템은 예를

들어, 레트로바이러스 벡터, 렌티바이러스 벡터 또는 아데노-관련 바이러스 벡터를 포함한다.  다르게는, 아데

노바이러스 벡터는 숙주 세포에 에피솜에 남는 핵산을 도입하는 데 유용하다.  바이러스 벡터는 목적 세포 및

조직에서 유전자 전달의 효율적 및 다용도 방법이다.  추가적으로, 높은 형질도입 효율은 많은 상이한 세포 유

형 및 목적 조직에서 관찰되었다.

예를 들어, 레트로바이러스 벡터는 일반적으로 외래 서열의 6-10 kb 이하에 대한 패키징 용량을 갖는 시스-작용[0128]

장쇄 말단 반복부 (LTR)를 포함한다.  최소 시스-작용 LTR는 이어서 장기 발현을 제공하도록 목적 세포로 발현

구조체를 통합하는 데 사용되는, 벡터의 복제 및 패키징에 충분하다.  널리 사용되는 레트로바이러스 벡터는 뮤

린 백혈병 바이러스 (MuLV), 긴팔원숭이 백혈병 바이러스 (GaLV), 원숭이 면역결핍 바이러스 (SrV), 인간 면역

결핍 바이러스 (HIV) 및 이의 조합을 기재로 한 것을 포함한다 (예를 들어, 문헌 [Buchscher et al. J. Virol.

56:2731-2739 (1992); Johann et al. J. Virol 65:1635-1640 (1992)]; 문헌 [Sommerfelt et al. Virol 76:58-

59 (1990)]; 문헌 [Wilson et al. J. Virol 63:274-2318 (1989)]; 문헌 [Miller et al. J. Virol 65:2220-

2224 (1991)]; 문헌 [PCT/US94/05700]; 문헌 [Miller et al. BioTechniques 7:980-990, 1989]; 문헌 [Miller,

Human Gene Therapy 7:5-14, 1990]; 문헌 [Scarpa et al. Virology 75:849-852, 1991]; 및 문헌 [Burns et

al. Proc. Natl Acad. Sci USA 90:8033-8037, 1993] 참조).

다양한 아데노-관련 바이러스 (AAV) 벡터 시스템은 핵산 전달에 대하여 이미 발전하였다.  AAV 벡터는 기술분야[0129]

에 공지된 기술을 사용하여 손쉽게 구축될 수 있다.  예를 들어, 미국 특허 5,173,414 및 5,139,941호; 국제 공

보 WO 92/01070 및 WO 93/03769; 문헌 [Lebkowski et al. Molec. Cell Biol 5:3988-3996, 1988; Vincent et

al.  (1990)  Vaccines  90  (Cold  Spring  Harbor  Laboratory  Press)];  문헌  [Carter,  Current  Opinion  in

Biotechnology 5:533-539, 1992]; 문헌 [Muzyczka, Current Topics in Microbiol, and Immunol. 755:97-129,

1992]; 문헌 [Kotin, Human Gene Therapy 5:793-801, 1994]; 문헌 [Shelling et al. Gene Therapy 7:165-169,

1994]; 및 문헌 [Zhou et al. J Exp. Med. 779:1867-1875, 1994]을 참조하여라.

본 개시의 발현 구조체를 전달하는 데 유용한 추가적인 바이러스 벡터는 예를 들어, 폭스(pox) 족으로부터 유도[0130]

된 것, 예를 들어, 우두 바이러스 및 조류 폭스바이러스 또는 알파바이러스 또는 접합체 바이러스 벡터 (예를

들어 문헌 [Fisher-Hoch et al. Proc. Natl Acad. Sci. USA 56:317-321, 1989]에서 기재된 것)를 포함한다.

외인 줄기 세포와의 공동 투여[0131]

본 발명의 방법에서 사용된 임의의 펩티드 또는 줄기 세포 (예를 들어, SDF-1 또는 프로테아제-내성 돌연변이[0132]

SDF-1 펩티드를 발현하는 줄기 세포)는 외인 줄기 세포와 투여될 수 있다.  본 발명의 펩티드 또는 유전자 변형

줄기 세포와 함께 투여될 수 있는 세포는 다능성 또는 분화다능성 줄기 세포, 또는 골수 세포에 제한되지 않으

면서 이를 포함한다.  적합한 외인 줄기 세포의 실시예는 성체 줄기 세포, 중간엽 전구 세포 (예를 들어, 중간

엽 전구 세포 표지자 STRO-1을 발현하는 세포, 예를 들어, 미국 공보 2014/0271567호에서 기재된, STRO-1
밝음

 세

포) 및 중간엽 줄기 세포를 포함한다.  일부 실시양태에서, 외인 줄기 세포는 대상과 동종일 수 있다.  다른 실
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시양태에서, 외인 줄기 세포는 대상에 대한 자가 유래의 것일 수 있다.

외인 줄기 세포는 본 발명의 조성물과 투여 직전에 또는 잠시 전에 혼합될 수 있거나, 이는 투여 이전에 일정[0133]

기간 동안 함께 공동 배양될 수 있다.  다른 경우에서, 외인 줄기 세포는 본 발명의 펩티드 및(또는) 줄기 세포

(예를 들어, SDF-1 또는 프로테아제-내성 SDF-1 펩티드를 발현하는 줄기 세포)와는 별도로 투여될 수 있다.  외

인 줄기 세포는 펩티드 또는 발현하는 줄기 세포와 동시에, 이전 또는 이후에 투여될 수 있다.

한 실시예에서, 대상에 투여되는 조성물은 줄기 세포의 효과적인 양 또는 치료상 또는 예방상 효과적인 양을 포[0134]

함할 수 있다.  투여될 줄기 세포의 예시적인 범위는 약 1x10
3
 세포/kg 내지 약 1x10

9
 세포/kg (예를 들어,

1x10
3  

세포/kg,  1x10
4  

세포/kg,  1x10
5  

세포/kg,  1x10
6  

세포/kg,  1x10
7  

세포/kg,  1x10
8  

세포/kg,  1x10
9

세포/kg)이다.  예컨대, 조성물은 약 1x10
5 
STRO-1

+
 세포/kg 내지 약 1x10

7 
STRO-1

+
 세포/kg, 또는 약 1x10

6
 내지

약 5x10
6 
STRO-1

+ 
세포/kg를 포함할 수 있다.  투여될 세포의 정확한 양은 환자의 나이, 무게, 성별 및 대상에서

의 조직 손상의 중증도 및 정도를 포함하는 다양한 인자에 의존한다.

한 실시예에서, 세포는 대상의 무게와 관계 없이 총 세포 개수 투여량으로 투여된다.  예를 들어, 일부 경우에[0135]

서, 줄기 세포는 대상의 무게와 관계 없이 약 5000만 내지 5억 세포 (e.g., 5000만, 1억, 1억5000만, 2억, 2억

5000만, 3억, 3억5000만, 4억, 4억5000 만, 또는 5억 세포)의 투여량으로 투여된다.

일부 경우에서, 줄기 세포는 세포가 대상의 순환으로 나가도록 허용하지 않으나 순환에 진입하도록 세포에 의해[0136]

분비된 인자는 허용하는 챔버 내에 포함된다.  이러한 방식에서 가용성 인자는 세포가 대상의 순환으로 인자를

분비하도록 세포를 허용함에 의하여 대상에 투여될 수 있다.  이러한 챔버는 가용성 인자의 국부 수준을 증가시

키도록 대상의 부위에 이식, 예를 들어, 대상에서 조직 손상의 부위와 가까운 부위에 이식될 수 있다.

본 발명의 일부 실시예에서, 외인 줄기 세포를 포함하는 조성물로의 치료의 개시 이전에 대상을 면역 억제하는[0137]

것은 필요하거나 바람직하지 않을 수 있다.  예를 들어, 동종, 또는 심지어 이종, STRO1+ 세포 또는 이의 후손

의 이식은 일부 경우에서 허용될 수 있다.

그러나, 다른 실시예에서 세포 요법 개시 이전에 약리학적으로 환자를 면역 억제 및(또는) 외인 줄기 세포를 포[0138]

함하는 조성물에 대한 대상의 면역 반응을 감소시키는 것이 바람직하거나 적절할 수 있다.  이는 기술분야에 공

지된 다양한, 전신 또는 국부 면역 억제제의 사용을 통하여 달성될 수 있거나, 상기와 같은, 캡슐화된 장치에서

세포를 전달함에 의하여 달성될 수 있다.  세포는 세포가 분비하나 면역 체액 인자 및 세포에 불투과성인 치료

인자(들) 및 세포가 필요로 하는 영양분 및 산소에 투과성인 캡슐로 캡슐화될 수 있다.  예를 들어, 캡슐화 된

것(encapsulant)은 저알레르기성이고, 목적 조직에 쉽고 안정적으로 위치되고, 이식 구조에 추가된 방어를 제공

한다.  이식된 세포에 대한 면역 반응을 감소시키거나 제거하는 이러한 및 다른 수단은 기술분야에 공지되어 있

다.  대안으로서, 외인 줄기 세포는 이의 면역원성을 감소시키도록 유전자 변형될 수 있다.

제약 조성물 및 투여량[0139]

본 발명의 방법에서 사용된 임의의 펩티드 또는 줄기 세포는 임의의 적합한 운반체 물질에서 임의의 적합한 양[0140]

으로 함유될 수 있고, 프로테아제-내성 펩티드 또는 융합 단백질은 조성물의 총 중량의 일반적으로 1-95 중량%,

예를 들어, 5 %, 10 %, 20 %, 또는 50 %의 양으로 존재한다.  본원에서 기재되는 프로테아제-내성 SDF-1 펩티드

또는 융합 단백질은 예를 들어, 식염수, 물, 링거액 및 다른 약 또는 부형제와 같은, 운반체를 포함하는 제약

조성물로 혼입될 수 있다.  조성물은 정맥내 전달 (예를 들어, 주사 또는 이식 가능한 포트에 의해)을 위해 설

계된 것이다.  따라서, 조성물은 예를 들어, 현탁액, 에멀젼, 용액, 또는 주사제의 형태일 수 있다.  모든 조성

물은 기술분야에서 표준적인 방법을 사용하여 제조될 수 있다 (예를 들어, 문헌 [Remington's Pharmaceutical

Sciences, 16th ed., A. Oslo. ed., Easton, PA (1980)]를 참조하여라).

본 발명의 펩티드는 제어된-방출 또는 지속-방출 시스템에서 전달될 수 있다.  예를 들어, 중합체성 물질은 펩[0141]

티드의 제어된 또는 지속 방출을 달성하는 데 사용될 수 있다 (예를 들어,  본원에서 참조로 포함되는 문헌

[Medical  Applications  of  Controlled  Release,  Langer  and  Wise  (eds.),  CRC  Pres.,  Boca  Raton,  Fla.

(1974)]; 문헌 [Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen and Ball

(eds.), Wiley, N.Y. (1984)]; 미국 특허 5,679,377; 5,916,597; 5,912,015; 5,989,463호; 및 5,128,326; PCT

공보 WO 99/15154 및 WO 99/20253을 참조하여라).  지속-방출 제형에서 사용되는 중합체의 예시는 예를 들어,

폴리(2-히드록시 에틸 메타크릴레이트), 폴리(메틸 메타크릴레이트), 폴리(아크릴산), 폴리(에틸렌-코-비닐 아

세테이트), 폴리(메타크릴산), 폴리글리콜리드 (PLG),  폴리무수물, 폴리(N-비닐 피롤리돈), 폴리(비닐 알콜),
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폴리아크릴아미드, 폴리(에틸렌 글리콜), 폴리락티드 (PLA), 폴리(락티드-코-글리콜리드) (PLGA), 폴리글루탐산

(PGA) 및 폴리오르소에스테르를 포함한다.

당업자가 임상 의학에서 확실히 자리 잡은 방법을 사용하여 케이스에 따라 펩티드의 투여량을 조절할 수 있다는[0142]

것이 예상된다.   최적 투여량은 기술분야에 공지된 방법으로 결정될 수 있고,  치료되는 대상의 나이,  질병

상태, 및 다른 임상적인 관련 인자와 같은 인자들에 의해 영향을 받을 수 있다.  일반적으로, 인간에 투여할

때, 본원에서 기재된 임의의 치료제 (예를 들어, SDF-1 또는 프로테아제-내성 돌연변이 SDF-1 펩티드)의 투여량

은 치료제의 성질에 의존할 것이며, 당업자에 의해 손쉽게 결정될 수 있다.  전형적으로, 이러한 투여량은 보통

하루에 약 0.001 ㎍ 내지 2000 mg, 바람직하게 하루에 약 1 mg 내지 1000 mg, 보다 바람직하게 하루에 약 5 mg

내지 500 mg이다.  한 실시양태에서 투여량은 0.01 mg/kg 내지 100 mg/kg, 또는 바람직하게 하루에 1 mg/kg 내

지 10 mg/kg (예를 들어, 하루에 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg, 8 mg/kg,

9 mg/kg 및 10 mg/kg)이다.

본 발명의 펩티드 또는 줄기 세포는 매일 한 번, 두 번, 세 번, 네 번 또는 다섯 번; 매주 한 번, 매주 두 번,[0143]

매주 세 번, 매주 네 번, 매주 다섯 번 또는 매주 여섯 번; 한 달에 한 번, 두 달에 한 번, 세 달에 한 번, 또

는 여섯 달에 한 번; 또는 매년 한 번 정맥내 투여될 수 있다.  다르게는, 본 발명의 펩티드 또는 줄기 세포는

한 번 또는 두 번 투여될 수 있고, 반복된 투여가 필요하지 않을 수 있다.  본원에서 기재되는 펩티드 또는 줄

기 세포의 투여는 조직 손상 (예를 들어, 심근경색증 또는 말초혈관병으로부터 기인하는 조직 손상)이 치유 또

는 개선될 때까지 계속될 수 있다.  치료의 지속시간은 예를 들어, 하루 내지 한 주, 한 주 내지 한 달, 한 주

내지 일 년, 또는 한 주 내지 일 년 초과일 수 있고; 다르게는, 본 발명의 펩티드 또는 줄기 세포는 보다 짧거

나 보다 긴 지속시간 동안 투여될 수 있다.  펩티드 또는 줄기 세포의 계속된 1일 투여량은 필요하지 않을 수

있다.  치료법은 조성물이 투여되지 않을, 사이클을 필요로 할 수 있거나, 치료는 필요에 따라 제공될 수 있다.

본 발명의 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 펩티드 또는 줄기 세포는 조직 손상의 바로 그 시점에서 또는 조직 손상[0144]

의 초기 발생 후 또는 질병 또는 상태 (예를 들어, 심근경색증 후 또는 급성 기관 손상, 예를 들어 급성 콩팥

또는 간 손상)의 시작, 인식, 또는 진단 후 수 분 내에 전달될 수 있다.  본 발명의 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1

펩티드는 초기 조직 손상이 뒤따르는 짧은 또는 긴 지연 후에 전달될 수도 있다.  예를 들어, 본 발명의 SDF-1

또는 돌연변이 SDF-1 펩티드 또는 줄기 세포는 조직 손상의 초기 발생 후 또는 질병 또는 상태의 시작, 인식,

또는 진단 후 수 분 내지 1 시간 이내, 2 시간, 3 시간, 4 시간, 6 시간, 12 시간, 24 시간, 48 시간 이상, 3

일 이상, 4 일, 5 일, 6 일, 7 일, 10 일, 2 주, 한 달, 두 달, 세 달, 여섯 달, 일 년, 이 년 이상에 이르는

초기 손상 발생 후에 임의의 기간 뒤 전달될 수 있다.  PVD, 당뇨병성 상처, 만성 기관 손상 (예를 들어, 만성

콩팥 또는 간 손상) 및 염증 상태 (예를 들어, 류마티스 관절염 또는 크론병)로부터 기인하는 손상을 포함하나

이에 제한되지 않는, 본래 보다 만성이고 기간에 걸쳐 일어나는 조직 손상에 대해, 본 발명의 SDF-1 또는 돌연

변이 SDF-1 펩티드 또는 줄기 세포는 손상의 시작 후 즉시 또는 손상 (예를 들어, PVD 또는 당뇨병성 상처)의

진단 또는 초기 또는 후속적인 징조 후 즉시 전달될 수 있다.  이러한 경우에서, 본 발명의 SDF-1 또는 돌연변

이 SDF-1 펩티드 또는 줄기 세포의 전달은 조직 손상이 발생한 후 또는 조직 손상 또는 질병 또는 상태의 시작,

인식, 또는 진단 후 삼 일, 칠 일, 일 주, 이 주, 삼 주, 한 달, 두 달, 세 달, 네 달, 다섯 달, 여섯 달, 또는

심지어 일 년 이상 뒤일 수 있다.

본원에서 기재되는 임의의 유형의 조직 손상, 질병, 또는 장애에 대해, 본 발명의 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1[0145]

펩티드 또는 줄기 세포의 초기 IV 투여는 조직 손상의 초기 발생, 인식 또는 진단 후 수 분 내지 이 년, 또는

조직 손상의 초기 발생, 인식 또는 진단 후 한 시간 내지 이 년, 조직 손상의 초기 발생, 인식 또는 진단 후 하

루 내지 일 년, 조직 손상의 초기 발생, 인식 또는 진단 후 하루 내지 여섯 달, 조직 손상의 초기 발생, 인식

또는 진단 후 한 달 내지 여섯 달, 조직 손상의 초기 발생, 인식 또는 진단 후 하루 내지 한 달, 조직 손상의

초기 발생, 인식 또는 진단 후 한 주 내지 한 달, 조직 손상의 초기 발생, 인식 또는 진단 후 한 주 내지 이

주, 조직 손상의 초기 발생, 인식 또는 진단 후 한 시간 내지 한 주, 조직 손상의 초기 발생, 인식 또는 진단

후 한 시간 내지 삼 일, 또는 조직 손상의 초기 발생, 인식 또는 진단 후 수 분 내지 한 시간에 이르는 시간일

수 있다.

본 발명의 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 펩티드 또는 줄기 세포는 치료의 지속시간에 걸쳐 한 번 또는 치료의 지[0146]

속시간에 걸쳐 여러 번 전달될 수 있다.  조직 손상의 중증도에 따라, 본 발명의 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 펩

티드 또는 줄기 세포가 손상된 조직의 복구 또는 회복을 가능하게 하도록 시간에 걸쳐 반복적으로 전달될 수 있

다.
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또한, 본 발명의 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 펩티드 또는 줄기 세포의 정맥내 전달은 본 발명의 SDF-1 또는 돌[0147]

연변이 SDF-1 펩티드 또는 줄기 세포의 전달의 추가적인 형태와 결합될 수 있다.  한 실시예에서, 심근경색증

후와 같이, 본 발명의 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 펩티드 또는 줄기 세포는 처음에 관상동맥내 또는 동맥내 방

법을 통하여 전달될 수 있고, 이어서 그 후에 정맥내 방법을 통하여 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 펩티드 또는 줄

기 세포의 후속적인 전달이 일어난다.  또 다른 실시예에서, SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 펩티드 또는 줄기 세포

는 처음에 근육내 또는 심근내 방법을 통하여 전달될 수 있고, 이어서 그 후에 정맥내 방법을 통하여 각각 치료

의 후속적인 전달이 일어난다.  임의의 이러한 다수의 전달 방법에서, 정맥내 투여는 처음 전달 후 1 일, 2 일,

3 일, 4 일, 5 일, 6 일, 7 일, 2 주, 1 달, 2 달, 3 달, 4 달, 5 달, 6 달, 일 년 이상 뒤 시작된다.  여기서

또한, 조직 손상의 중증도에 의존하여, 본 발명의 SDF-1 또는 돌연변이 SDF-1 펩티드 또는 줄기 세포는 손상된

조직의 복구 또는 회복을 가능하게 하도록 시간에 걸쳐 반복적으로 전달될 수 있다.

본 발명의 방법에서 사용된 펩티드 또는 줄기 세포의 적절한 투여량은 투여 방법, 장애의 중증도, 치료될 대상[0148]

의 나이, 무게 및 건강 상태를 포함하여, 여러 인자에 의존한다.  추가적으로, 특정 대상에 대한 약물유전적 정

보 (예를 들어, 약동학, 약력학에 미치는 유전자형의 영향, 또는 치료의 효능 프로파일)는 사용하는 투여량에

영향을 줄 수 있다.

진단 및 치료[0149]

본 발명의 방법은 조직 손상 (예를 들어, 심근경색증으로부터 기인하는 심장 조직의 손상 또는 말초혈관병으로[0150]

부터 기인하는 조직 손상) 또는 상처 (예를 들어, 당뇨병성 상처)로부터 고통받거나 이를 진단받은 임의의 대상

을 치료하는 데 유용하다.  조직 손상은 예를 들어, 심혈관 상태 (예를 들어, 심근경색증); 말초혈관병 (PVD);

말초동맥병 (PAD); 궤양 (예를 들어, 피부 상처 궤양); 수술; 또는 당뇨의 결과일 수 있다.  조직 손상은 또한

CNS 장애 또는 상해 또는 염증 상태 (예를 들어, 류마티스 관절염, 크론병, 또는 이식편대숙주병)로부터 기인할

수도 있다.  본 발명의 방법은 질병 또는 상해로부터 기인하는 기관 손상 (예를 들어, 콩팥 또는 간 손상)의 복

구 또는 재생에 사용될 수도 있다.  본 발명의 방법은 상처 치유 또는 조직 복구를 촉진하는 데 사용될 수

있다.  당업자는 본 발명의 대상이 표준 시험을 당했을 수 있고, 검사 없이, 하나 이상의 위험 인자의 존재 때

문에 고위험으로 확인되었을 수 있다는 것을 이해할 것이다.  이러한 장애의 진단은 기술분야에 공지된 임의의

표준 방법을 사용하여 수행될 수 있다.

본원에서 기재되는 방법은 프로테아제 (예를 들어, MMP-2, MMP-9, DPPIV, 백혈구 엘라스타아제, 카텝신 G, 카르[0151]

복시펩티드분해효소 M 및(또는) 카르복시펩티드분해효소 N)의 고농도를 특징으로 하는 임의의 질병 또는 상태를

치료하는 데 사용될 수도 있고, 여기서 프로테아제-내성 SDF-1 펩티드의 투여 시 줄기 세포의 유인은 재생 또는

치유를 유도할 수 있다.  본 발명의 조성물로 치료될 예시적인 장애는 염증 및 허혈 질병 (예를 들어, 심근경색

증, 뇌졸중 또는 하지 허혈), 상처 치유 및 당뇨병성 궤양을 포함한다.

치료의 효능은 예를 들어, 질병 또는 장애의 증상 측정, 물리적인 검사, 조직병리학적 검사, 혈액 화학 성분 분[0152]

석, 컴퓨터 단층촬영, 세포학적 검사, 자기 공명 영상을 포함하여, 당업자에게 공지된 방법을 사용하여 모니터

링될 수 있다.  소정의 실시양태에서, 혈류역학 데이터는 치료의 효능을 측정하도록 수집된다.  혈류역학 시험

은 예를 들어, 박출률 (예를 들어, 각 심장 박동에서 심실에서 쏟아내는 혈액의 분율)의 측정, 확장기말압력을

측정하는 것 및 수축기말용적 (예를 들어, 좌심실에 존재하는 혈액의 부피)을 측정하는 것을 포함할 수 있다.

한 실시예에서, 혈류역학 시험은 심근경색증 또는 심장 허혈의 다른 형태로부터 기인하는 조직 손상으로부터 고

통받는 대상에서 심장 기능을 모니터링하는 데 사용될 수 있다.

본 발명의 방법은 상처 치유 또는 조직 복구를 촉진하도록 추가적인 치료와 결합하여 사용될 수 있다.  본 발명[0153]

의 방법과 결합하여 사용될 수 있는 치료 요법은 헤파린, β-차단제 (예를 들어, 아테놀롤, 메토프롤롤, 나돌롤

(nadolol), 옥스프레놀롤, 핀돌롤, 프로프라놀롤, 또는 티몰롤), 안지오텐신 전환 효소 (ACE) 억제제 (예를 들

어, 캅토프릴, 에날라프릴, 포시노프릴, 리시노프릴, 페린도프릴, 퀴나프릴, 라미프릴, 트란도라프릴, 또는 베

나제프릴), 안지오텐신 II 수용체 차단제 (예를 들어, 칸데사르탄, 에프로사르탄, 이베사르탄, 로사르탄, 올메

사르탄, 텔미사르탄, 또는 발사르탄), 이뇨제, 아스피린, 콜레스테롤저하제 (예를 들어, HMG-CoA 환원효소 억제

제 (예를 들어, 아토르바스타틴, 세리바스타틴, 플루바스타틴, 로바스타틴, 메바스타틴, 피타바스타틴, 프라바

스타틴, 로수바스타틴, 또는 심바스타틴)), 세포 치료, 항혈소판제 (예를 들어, 클로피도그렐, 프라수그렐, 티

클로피딘, 실로스타졸, 압식시맙, 엡티피바티드, 티로피반, 또는 디피리다몰), 항고혈압제, 항부정맥제 (예를

들어, 퀴니딘, 프로카인아미드(procainamide), 디소피라미드, 리도카인, 멕시레틴, 토카이니드, 페니토인, 모리

시진(moricizine),  플레카이니드,  소탈롤,  이부틸리드(ibutilide),  아미오다론,  브레틸리움,  도페틸리드
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(dofetilide), 딜티아젬 또는 베라파밀), 맥관형성제, 상처 드레싱, PDGF 및(또는) 음압 장치 및 치료를 포함하

지만 이에 제한되지 않는다.

실시예[0154]

본 발명은 본 발명을 제한할 의도가 아닌, 하기 실시예로 나타난다.[0155]

실시예 1. 프로테아제 내성 SDF-1 변이체의 지연된 및 IV 투여는 설치류 허혈 재관류 모델에서 심장 기능을 개[0156]

선시킨다

하기 실시예에서, 우리는 mSDF-1 펩티드-함유 조성물의 정맥내 전달 및 장기간 지연된 투여가 허혈 재관류 모델[0157]

에서 심장 기능을 개선시킨다는 것을 입증하는 실험을 기재하였다.

쥐를 0.05 mg/kg 부프레노르핀 및 2-3 % 이소플루란으로 마취시켰다.  삽관 후, 4 및 5 번 갈비뼈 사이를 개흉[0158]

하였고, 좌전하행 (LAD) 관상동맥을 90 분 동안 결찰하였다.  90 분 후, 경색증 구역에서 재관류를 개시하도록

봉합사를 LAD로부터 제거하였다.  쥐의 가슴 및 피부를 이후에 닫았다.  mSDF-1 펩티드를 경색증 7 일 후 (군

당 >15  쥐)  정맥내 주사로 투여하였다.  정맥내 주사에는, PBS에서 S-SDF-1  (S4V)  100  ㎕ (0,  0.1  및 1.0

mg/kg의 투여량에서)를 쥐의 꼬리 정맥에 주사하였다.

상기 각각의 실험에서, 쥐의 혈류역학 기능을 정맥내 투여 4 주 후 (허혈 재관류 상해 후 5 주) 랜덤화된 및 블[0159]

라인드 연구로 분석하였다.  쥐를 0.05 mg/kg 부프레노르핀 및 2-3 % 이소플루란으로 마취시켰다.  16G 기관내

튜브를 쥐에 삽입하였고, 기계적 환기를 시작하였다.  왼쪽 목정맥을 고삼투압 식염수 (물에서 25 % NaCl 용액

50 ㎕)를 전달하도록 PE 10으로 캐뉼라 삽입하였다.  고삼투압 식염수를 부피 측정의 평행 전도도를 측정하는

데 사용하였다.

박출률 (EF) 및 심실내 압력을 측정하기 위하여, 오른쪽 목동맥을 캐뉼라 삽입하였다.  압력-부피 카테터를 삽[0160]

입하였고 좌심실로 통과하도록 하였다.  기저 압력-부피 측정을 얻었다.  고삼투압 식염수 (상기)를 목정맥으로

주사하였고, 이어서 압력-부피 측정을 얻었다.

우리의 결과는 허혈 재관류 상해 7 일 후 S-SDF-1(S4V)의 정맥내 주사가 PBS 대조군과 비교하여 쥐에서의 박출[0161]

률 10 % 개선을 야기하였다는 것을 보여준다 (도 1).

실시예 2. 프로테아제 내성 SDF-1 변이체의 지연된 및 IV 투여는 돼지 허혈 재관류 모델에서 심장 기능을 개선[0162]

시킨다

우리는 또한 마이크로 유카탄 돼지 경색증 모델에서 심장 기능에 미치는 mSDF-1 펩티드-함유 조성물의 정맥내[0163]

전달 및 지연된 투여의 영향을 측정하였다.

이러한 실험에서, 돼지를 마취시켰고, 이의 좌전하행 (LAD) 관상동맥을 벌룬 카테터로 차단하였다.  90 분 후,[0164]

벌룬 카테터를 경색증 구역에서 재관류를 개시하도록 LAD로부터 제거하였다.  돼지의 가슴 및 피부를 이어서 닫

았다.  랜덤화된 및 블라인드 연구를 허혈 후 즉시 관상동맥내 투여를 통한 PBS 대조군 또는 mSDF-1 펩티드 (1

mg/kg 또는 3 mg/kg에서)로 처음 투여를 수행하였다 (세 군의 각각에 대해 n = 5 돼지).  경색증 후 4 주 (한

달)에, PBS 대조군 또는 mSDF-1 펩티드 (1 mg/kg 또는 3 mg/kg에서)의 두 번째 투여를 정맥내 투여하였다.

상기 각각의 실험에서, 박출률 (EF)을 경색증 후 4 주, 경색증 후 8 주, 경색증 후 12 주에서 측정하였다.  우[0165]

리의 결과는 mSDF-1 펩티드로 3 mg/kg 투여된 돼지의 경색증 후 12 주에서 EF의 상당한 개선을 입증하였다 (도

2).  특히, 우리는 대조군 (단면 T 시험(1-sided T-test), p < 0.05)과 비교하여 3 mg/kg mSDF-1 펩티드로 투

여된 돼지의 경색증 후 12 주에서 2.7 % 절대 EF 개선을 관찰하였다.  보다 낮은 투여량 군 (1 mg/kg mSDF-1 펩

티드)은 4-12 주 동안 지속되는, EF 개선을 향한 명확한 경향을 보여주었다 (도 2).

다른 실시양태[0166]

앞선 기재로부터, 다양한 용도 및 조건에 적용하도록 본원에서 기재된 발명에 변경 및 변형이 행해질 수 있다는[0167]

것은 명백하다.  이러한 실시양태는 또한 하기 청구항의 범위 내에 있다.

본 명세서에서 언급된 모든 공보, 특허 출원 및 특허는 각각의 독립적인 공보 또는 특허 출원이 구체적 및 개별[0168]

적으로 참조로 포함된 것으로 표시된 것과 같은 동일한 정도로 본원에서 참조로 포함된다.
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000

<210>  31

<400>  31

000

<210>  32

<400>  32

000

<210>  33

공개특허 10-2016-0096640

- 25 -



<400>  33

000

<210>  34

<400>  34

000

<210>  35

<400>  35

000

<210>  36

<400>  36

000

<210>  37

<400>  37

000

<210>  38

<400>  38

000

<210>  39

<400>  39

000

<210>  40

<400>  40

000

<210>  41

<400>  41

000

<210>  42

<400>  42

000

<210>  43

<400>  43

000

<210>  44

<400>  44
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000

<210>  45

<400>  45

000

<210>  46

<400>  46

000

<210>  47

<400>  47

000

<210>  48

<400>  48

000

<210>  49

<400>  49

000

<210>  50

<400>  50

000

<210>  51

<400>  51

000

<210>  52

<211>  68

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  52

Lys Pro Val Ser Leu Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu Ser 

1               5                   10                  15      

His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr Pro 

            20                  25                  30          

Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg Gln 

        35                  40                  45              

Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu Lys 
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    50                  55                  60                  

Ala Leu Asn Lys 

65              

<210>  53

<211>  68

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<220><221>  MOD_RES

<222>  (3)..(6)

<223>  Xaa is any amino acid

<400>  53

Lys Pro Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu Ser 

1               5                   10                  15      

His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr Pro 

            20                  25                  30          

Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg Gln 

        35                  40                  45              

Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu Lys 

    50                  55                  60                  

Ala Leu Asn Lys 

65              

<210>  54

<211>  68

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  54

Lys Pro His Ser Leu Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu Ser 

1               5                   10                  15      

His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr Pro 

            20                  25                  30          
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Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg Gln 

        35                  40                  45              

Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu Lys 

    50                  55                  60                  

Ala Leu Asn Lys 

65              

<210>  55

<211>  68

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  55

Lys Pro Cys Ser Leu Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu Ser 

1               5                   10                  15      

His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr Pro 

            20                  25                  30          

Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg Gln 

        35                  40                  45              

Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu Lys 

    50                  55                  60                  

Ala Leu Asn Lys 

65              

<210>  56

<211>  68

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  56

Lys Pro Val Ser Thr Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu Ser 

1               5                   10                  15      

His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr Pro 

            20                  25                  30          
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Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg Gln 

        35                  40                  45              

Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu Lys 

    50                  55                  60                  

Ala Leu Asn Lys 

65              

<210>  57

<400>  57

000

<210>  58

<400>  58

000

<210>  59

<400>  59

000

<210>  60

<211>  68

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  60

Lys Pro Val Ser Val Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu Ser 

1               5                   10                  15      

His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr Pro 

            20                  25                  30          

Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg Gln 

        35                  40                  45              

Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu Lys 

    50                  55                  60                  

Ala Leu Asn Lys 

65              

<210>  61

<211>  68
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  61

Lys Pro Val Ser Leu Cys Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu Ser 

1               5                   10                  15      

His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr Pro 

            20                  25                  30          

Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg Gln 

        35                  40                  45              

Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu Lys 

    50                  55                  60                  

Ala Leu Asn Lys 

65              

<210>  62

<211>  68

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  62

Lys Pro Val Ser Leu Gly Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu Ser 

1               5                   10                  15      

His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr Pro 

            20                  25                  30          

Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg Gln 

        35                  40                  45              

Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu Lys 

    50                  55                  60                  

Ala Leu Asn Lys 

65              

<210>  63

<211>  68
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  63

Lys Pro Val Val Leu Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu Ser 

1               5                   10                  15      

His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr Pro 

            20                  25                  30          

Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg Gln 

        35                  40                  45              

Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu Lys 

    50                  55                  60                  

Ala Leu Asn Lys 

65              

<210>  64

<211>  68

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  64

Lys Pro Val Ser Pro Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu Ser 

1               5                   10                  15      

His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr Pro 

            20                  25                  30          

Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg Gln 

        35                  40                  45              

Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu Lys 

    50                  55                  60                  

Ala Leu Asn Lys 

65              

<210>  65

<211>  68

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  65

Lys Pro Val Val Pro Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu Ser 

1               5                   10                  15      

His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr Pro 

            20                  25                  30          

Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg Gln 

        35                  40                  45              

Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu Lys 

    50                  55                  60                  

Ala Leu Asn Lys 

65              

<210>  66

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  66

Gly Gly Gly Gly Ser 

1               5   

<210>  67

<211>  302

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  67

Ser Lys Pro Val Val Leu Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu 

1               5                   10                  15      

Ser His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr 

            20                  25                  30          

Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg 

        35                  40                  45              
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Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu 

    50                  55                  60                  

Lys Ala Leu Asn Lys Gly Gly Gly Gly Ser Val Asp Lys Thr His Thr 

65                  70                  75                  80  

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe 

                85                  90                  95      

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro 

            100                 105                 110         

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val 

        115                 120                 125             

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr 

    130                 135                 140                 

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val 

145                 150                 155                 160 

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys 

                165                 170                 175     

Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser 

            180                 185                 190         

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro 

        195                 200                 205             

Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val 

    210                 215                 220                 

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly 

225                 230                 235                 240 

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp 

                245                 250                 255     

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp 

            260                 265                 270         

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His 

        275                 280                 285             

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
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    290                 295                 300         

<210>  68

<211>  69

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<220><221>  MOD_RES

<222>  (4)..(7)

<223>  Xaa is any amino acid

<400>  68

Ser Lys Pro Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu 

1               5                   10                  15      

Ser His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr 

            20                  25                  30          

Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg 

        35                  40                  45              

Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu 

    50                  55                  60                  

Lys Ala Leu Asn Lys 

65                  

<210>  69

<211>  69

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  69

Ser Lys Pro Val Val Leu Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu 

1               5                   10                  15      

Ser His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr 

            20                  25                  30          

Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg 

        35                  40                  45              

공개특허 10-2016-0096640

- 35 -



Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu 

    50                  55                  60                  

Lys Ala Leu Asn Lys 

65                  

<210>  70

<211>  69

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  70

Ser Lys Pro Val Ser Pro Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu 

1               5                   10                  15      

Ser His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr 

            20                  25                  30          

Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg 

        35                  40                  45              

Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu 

    50                  55                  60                  

Lys Ala Leu Asn Lys 

65                  

<210>  71

<211>  69

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220

><223>  Synthetic Construct

<400>  71

Ser Lys Pro Val Val Pro Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu 

1               5                   10                  15      

Ser His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr 

            20                  25                  30          

Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg 

        35                  40                  45              

Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu 
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    50                  55                  60                  

Lys Ala Leu Asn Lys 

65                  

<210>  72

<211>  69

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  72

Ser Lys Pro His Ser Leu Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu 

1               5                   10                  15      

Ser His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr 

            20                  25                  30          

Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg 

        35                  40                  45              

Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu 

    50                  55                  60                  

Lys Ala Leu Asn Lys 

65                  

<210>  73

<211>  69

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  73

Ser Lys Pro Cys Ser Leu Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu 

1               5                   10                  15      

Ser His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr 

            20                  25                  30          

Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg 

        35                  40                  45              

Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu 
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    50                  55                  60                  

Lys Ala Leu Asn Lys 

65                  

<210>  74

<211>  69

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  74

Ser Lys Pro Val Ser Thr Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu 

1               5                   10                  15      

Ser His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr 

            20                  25                  30          

Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg 

        35                  40                  45              

Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu 

    50                  55                  60                  

Lys Ala Leu Asn Lys 

65                  

<210>  75

<211>  69

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220

><223>  Synthetic Construct

<400>  75

Ser Lys Pro Val Ser Val Ser Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu 

1               5                   10                  15      

Ser His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr 

            20                  25                  30          

Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg 

        35                  40                  45              

Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu 
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    50                  55                  60                  

Lys Ala Leu Asn Lys 

65                  

<210>  76

<211>  69

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  76

Ser Lys Pro Val Ser Leu Cys Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu 

1               5                   10                  15      

Ser His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr 

            20                  25                  30          

Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg 

        35                  40                  45              

Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu 

    50                  55                  60                  

Lys Ala Leu Asn Lys 

65                  

<210>  77

<211>  69

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic Construct

<400>  77

Ser Lys Pro Val Ser Leu Gly Tyr Arg Cys Pro Cys Arg Phe Phe Glu 

1               5                   10                  15      

Ser His Val Ala Arg Ala Asn Val Lys His Leu Lys Ile Leu Asn Thr 

            20                  25                  30          

Pro Asn Cys Ala Leu Gln Ile Val Ala Arg Leu Lys Asn Asn Asn Arg 

        35                  40                  45              

Gln Val Cys Ile Asp Pro Lys Leu Lys Trp Ile Gln Glu Tyr Leu Glu 
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    50                  55                  60                  

Lys Ala Leu Asn Lys 

65                  
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