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다: X1-Ala-X2-X3-Ile-Glu-X4    (I)
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개의 아미노산 잔기를 나타내고, 상기 X3이 Thr인 경우 X2는 Ser이 아니며; 상기 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타

이드는 경쟁적 억제에 의하여 PLB(포스포람반)의 PP1(단백질 포스파타아제 1)-매개 탈인산화를 억제한다.   본

발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드가 PP1-매개 탈인산화의 억제에 의하여 PLB의 인산화 레벨을 현저하게

증가시키는 것에 주목할만하다.   또한, 상기 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 SERCA2a 활성 회복에 의한

심장 보호 효과 및 심근 수축성 향상의 강심 효과를 제공한다.   본 발명은 PLB 관련 질병의 예방 또는 치료에

기여할 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

하기 일반식 I로 표시되는 펩타이드 서열로 구성되는 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드:

X1-Ala-X2-X3-Ile-Glu-X4    (I)

상기 X1은 0-20개의 아미노산 잔기, 상기 X2는 Ser, Glu 또는 Asp, 상기 X3은 Thr, Glu 또는 Asp, 상기 X4는 0-

20개의 아미노산 잔기를 나타내고, 상기 X3이 Thr인 경우 X2는 Ser이 아니며;

상기 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 경쟁적 억제에 의하여 PLB(포스포람반)의 PP1(단백질 포스파타아제

1)-매개 탈인산화를 억제한다.

청구항 2 

삭제

청구항 3 

제 1 항에 있어서, 상기 X1은 0-1개의 아미노산 잔기이고, 상기 X4는 0-3개의 아미노산 잔기인 것을 특징으로 하

는 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드.

청구항 4 

제 3 항에 있어서, 상기 X1은 Arg인 것을 특징으로 하는 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드.

청구항 5 

제 1 항에 있어서, 상기 X4는 Met, Met-Pro 또는 Met-Pro-Gln인 것을 특징으로 하는 데코이 펩타이드 또는 폴리

펩타이드.

청구항 6 

제 1 항에 있어서, 상기 X2는 Glu 또는 Asp이고, X3은 Thr, Glu 또는 Asp인 것을 특징으로 하는 데코이 펩타이

드 또는 폴리펩타이드.

청구항 7 

제 1 항에 있어서, 상기 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 서열목록 제1서열 내지 제6서열의 아미노산 서열

들로부터 선택되는 아미노산 서열로 구성되는 것을 특징으로 하는 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드.

청구항 8 

제 1 항에 있어서, 상기 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 세포막 투과성 펩타이드가 추가적으로 결합되어

등록특허 10-1516791

- 3 -



있는 것을 특징으로 하는 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드.

청구항 9 

(a) 제 1 항 및 제 3 항 내지 제 8 항 중 어느 한 항의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드의 약제학적 유효량;

및 (b) 약제학적으로 허용되는 담체를 포함하는 심장 질환의 예방 또는 치료용 약제학적 조성물.

청구항 10 

삭제

청구항 11 

제 9 항에 있어서, 상기 심장 질환은 심부전, 허혈, 부정맥, 심근 경색, 울혈성 심부전, 이식 거부, 비정상적

심장 수축 또는 비정상적 Ca
2+ 
대사인 것을 특징으로 하는 약제학적 조성물.

청구항 12 

하기 단계를 포함하는 경쟁적 억제에 의하여 PLB의 PP1-매개 탈인산화를 억제하는 데코이 펩타이드 또는 폴리펩

타이드의 제조방법:

(a) 서열목록 제10서열의 아미노산 서열의 16번째 아미노산인 Ser 잔기 및/또는 17번째 아미노산인 Thr 잔기를

Glu 또는 Asp로 치환하고, 상기 서열목록 제10서열의 아미노산 서열의 15-19번째 아미노산 주변의 주위 아미노

산 잔기를 0-95개 선택함에 의하여 PLB의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드를 설계하는 단계로서, 상기 설계

된 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 하기 일반식 I로 표시되는 펩타이드 서열로 구성되고,

X1-Ala-X2-X3-Ile-Glu-X4    (I)

상기 X1은 0-50개의 아미노산 잔기, 상기 X2는 Ser, Glu 또는 Asp, 상기 X3은 Thr, Glu 또는 Asp, 상기 X4는 0-

50개의 아미노산 잔기를 나타내고, 상기 X3이 Thr인 경우 X2는 Ser이 아닌 단계; 및

(b) 상기 단계 (a)에서 설계된 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드를 제조하는 단계.

청구항 13 

제 12 항에 있어서, 상기 주위 아미노산 잔기는 (i) 서열목록 제10서열의 아미노산 서열의 15번째 아미노산의

N-말단 방향에 0-50개의 아미노산 잔기가 이어진 아미노산 서열 및 (ⅱ) 서열목록 제10서열의 아미노산 서열의

19번째 아미노산의 C-말단 방향에 0-50개의 아미노산 잔기가 이어진 아미노산 서열로 구성되는 것을 특징으로

하는 방법.

청구항 14 

제 13 항에 있어서, 상기 15번째 아미노산의 N-말단 방향의 아미노산 서열은 0-20개의 아미노산 잔기가 이어진

것이고, 상기 19번째 아미노산의 C-말단 방향의 아미노산 서열은 0-20개의 아미노산 잔기가 이어진 것을 특징으

로 하는 방법.

청구항 15 

제 14 항에 있어서, 상기 15번째 아미노산의 N-말단 방향의 아미노산 서열은 0-1개의 아미노산 잔기가 이어진

것이고, 상기 19번째 아미노산의 C-말단 방향의 아미노산 서열은 0-3개의 아미노산 잔기가 이어진 것을 특징으
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로 하는 방법.

청구항 16 

제 15 항에 있어서, 상기 15번째 아미노산의 N-말단 방향의 아미노산 잔기는 Arg인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 17 

제 13 항에 있어서, 상기 19번째 아미노산의 C-말단 방향의 아미노산 잔기는 Met, Met-Pro 또는 Met-Pro-Gln인

것을 특징으로 하는 방법.

청구항 18 

제 12 항에 있어서, 상기 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 Ser 잔기 또는 Ser과 Thr 잔기 모두를 Glu 또는

Asp 잔기로 치환하여 설계한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 19 

제 12 항에 있어서, 상기 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 서열목록 제1서열 내지 제6서열의 아미노산 서

열들로부터 선택되는 아미노산 서열로 구성되는 것을 특징으로 하는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 단백질 포스파타아제 1-매개 포스포람반의 탈인산화를 억제할 수 있는 포스포람반의 데코이 펩타이드[0001]

또는 폴리펩타이드, 그의 용도 및 제조방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

심부전(Heart failure)은 전 세계적으로 사망률 및 이병률의 주요 원인으로 남아있다[1-3].   심부전의 특징은[0002]

심장의 심실 챔버 사이즈 증가 및 심장 수축 기능 감소이다.   종래의 연구는 심장 수축의 이상이 심부전의 시

작 및 진행을 야기한다는 생각을 뒷받침한다[4-6].   세포 내 Ca
2+
 사이클링(cylcling)은 심근 세포의 수축성을

직접적으로 조절한다[7, 8].   적은 양의 세포 외 Ca
2+
이 전압-의존적 L-타입 Ca

2+
 채널을 통하여 심근 세포로

유입되고, 이후 리아노딘 수용체(RyR: ryanodine receptor)를 통하여 근소포체(SR: sarcoplasmic reticulum)로

부터 Ca
2+
이 대량 방출된다[9].   세포 내 Ca

2+
 증가는 근필라멘트(myofilament) 수축을 촉발한다.   근섬유막

(sarcolemma)에서의 SR Ca
2+
-ATP아제(SERCA) 2a 및 Na

+
/Ca

2+
 교환체(exchanger)를 통한 SR로의 Ca

2+
의 재유입은

이후 근필라멘트의 이완을 개시한다.

종래의 연구는 SERCA2a 발현 및 활성 감소가 인간 및 동물 모델에서 심부전과 관련됨을 보여준다[10-12].   따[0003]

라서 유전자량 증가에 의한 SERCA2a 레벨의 회복이 심부전 치료에 대한 합리적인 접근이라고 판단되었고, 이는

랫트[13-15] 및 돼지[16]의 심부전 모델을 이용한 사례에서 증명되었다.   나아가, SERCA2a의 아데노-관련 바이

러스-매개 전달은 최근 심부전 환자에서 심 기능을 향상에 대한 안전하고 효과적인 양상을 보였다[17, 18]. 

내인성 저해제인 포스포람반(PLB: phospholamban)은 SERCA2a 활성을 음성적으로 조절하고, 이는 단백질 키나아[0004]

제 A(PKA:  protein  kinase  A),  Ca
2+
/칼모듈린-의존적 단백질 키나아제 II(CaMKII:  Ca

2+
/calmodulin-dependent

protein  kinase  II)  및 단백질 포스파타아제 1(PP1:  protein  phosphatase  1)에 의해 순차적으로 조절된다.
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PKA 및 CaMKII는 각각 PLB의 Ser
16
 및 Thr

17
을 인산화하고, 이는 SERCA2a로부터 PLB의 분리를 야기하며, SERCA2a

의 Ca
2+
-ATP아제 활성이 거의 최대가 되도록 한다[19-21].   반면, PP1에 의한 PLB의 Ser

16
 및 Thr

17
에서의 탈인

산화는 PLB와 SERCA2a의 결합 및 PLB에 의한 SERCA2a 억제를 향상시킨다[22, 23].   흥미롭게도, 동물 모델 및

말기 인간 심부전 모델에서 PP1 활성 증가[27, 28]에 수반되는 PLB 인산화 감소[24-26]를 관찰하였다.   따라서

PP1 활성 및 PLB 인산화의 정상화는 심기능 향상 및 심부전 진행을 억제를 위한 타당한 접근이다.

표적 단백질을 모방한 작은 펩타이드와 같은 분자 데코이(decoy)는 단백질-단백질 상호결합 방해[29], 단백질[0005]

키나아제에 의한 표적 단백질의 인산화 방해[30] 및 포스파타아제에 의한 인산화된 단백질의 탈인산화를 방해

[31. 32]하는데 성공적으로 이용되어져 왔다.   

본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허문헌이 참조되고 그 인용이 표시되어 있다.   인용된 논문 및 특허[0006]

문헌의 개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명

의 내용이 보다 명확하게 설명된다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 PLB 관련 질병, 특히 PLB의 탈인산화 레벨에 의하여 감소된 SERCA2a 활성에 의하여 유발된 질병[0007]

의 치료를 위한 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드를 개발하기 위하여 예의 연구 노력하였다.   그 결과, 본

발명자들은 PLB의 인산화 레벨을 현저히 증가시키는 데코이 펩타이드를 합성하였다.   또한, 본 발명자들은 상

기 데코이 펩타이드가 인 비트로에서 수축성 파라미터를 증가시키고, 엑스 비보에서 좌심실 이완기 압력을 향상

시킴을 발견하였다.   즉, 본 발명자들은 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드가 SERCA2a 활성 회복에

의한 심장 보호 효과 및 심근 수축성 향상의 강심 효과를 제공하고, 따라서 이를 PLB의 탈인산화 억제에 의한

PLB 관련 질병의 치료에 이용할 수 있음을 확인함으로써 본 발명을 완성하였다.

따라서 본 발명의 목적은 경쟁적 억제에 의하여 PLB의 PP1-매개 탈인산화를 억제하는 데코이 펩타이드 또는 폴[0008]

리펩타이드 및 이의 제조방법을 제공하는데 있다.

본 발명의 다른 목적은 PLB 관련 질병의 예방 또는 치료용 약제학적 조성물을 제공하는데 있다.[0009]

본 발명의 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 보다 명확하게 된다.[0010]

과제의 해결 수단

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 하기 일반식 I로 표시되는 펩타이드 서열로 구성되는 데코이 펩타이드[0011]

또는 폴리펩타이드를 제공한다: 

X1-Ala-X2-X3-Ile-Glu-X4    (I)[0012]

상기 X1은 0-50개의 아미노산 잔기, 상기 X2는 Ser, Glu 또는 Asp, 상기 X3은 Thr, Glu 또는 Asp, 상기 X4는 0-[0013]

50개의 아미노산 잔기를 나타내고, 상기 X3이 Thr인 경우 X2는 Ser이 아니며; 상기 데코이 펩타이드 또는 폴리펩

타이드는 경쟁적 억제에 의하여 PLB(포스포람반)의 PP1(단백질 포스파타아제 1)-매개 탈인산화를 억제한다.

본 발명자들은 PLB 관련 질병, 특히 PLB의 탈인산화 레벨에 의하여 감소된 SERCA2a 활성에 의하여 유발된 질병[0014]

의 치료를 위한 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드를 개발하기 위하여 예의 연구 노력하였다.   그 결과, 본

발명자들은 PLB의 인산화 레벨을 현저히 증가시키는 데코이 펩타이드를 합성하였다.   또한, 본 발명자들은 상

기 데코이 펩타이드가 인 비트로에서 수축성 파라미터를 증가시키고, 엑스 비보에서 좌심실 이완기 압력을 향상

시킴을 발견하였다.   즉, 본 발명자들은 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드가 SERCA2a 활성 회복에
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의한 심장 보호 효과 및 심근 수축성 향상의 강심 효과를 제공하고, 따라서 이를 PLB의 탈인산화 억제에 의한

PLB 관련 질병의 치료에 이용할 수 있음을 확인하였다.

본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드 하기 일반식 I로 표시되는 펩타이드 서열로 구성된다: [0015]

X1-Ala-X2-X3-Ile-Glu-X4    (I)[0016]

인산화된 PLB를 모방하여 설계된 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 PLB의 PP1-매개 탈인산화를[0017]

억제하고, PLB의 인산화 레벨을 현저하게 증가시키며, 수축성 파라미터를 증가시킴으로써, 좌심실 이완기 압력

을 현저하게 향상시킨다.   본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 부전성 심장(failing heart)에서의

SERCA2a 활성 회복을 위한 대체 양식을 제공한다.

본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드에서, 본 발명의 서열 “Ala-X2-X3-Ile-Glu”은 상기 데코이 펩타[0018]

이드 또는 폴리펩타이드의 작용 및 기능에 필수적이다.   상기 X1 및 X4 잔기는 다양하게 변형될 수 있다.   이러

한 점에서, 본 발명은 PP1에 대한 데코이로의 기능 또는 활성을 유지하는 한은 “Ala-X2-X3-Ile-Glu”서열을 포

함하는 어떠한 펩타이드 또는 폴리펩타이드도 포함한다.

본 명세서의 용어 “펩타이드”는 펩타이드 결합에 의하여 아미노산 잔기들이 서로 결합되어 형성된 직선형 분[0019]

자를 의미한다.   본 명세서의 용어 “폴리펩타이드”는 펩타이드 결합에 의하여 결합된 아미노산(동일 또는 상

이한)의 중합체(polymer)를 의미한다.

본 명세서에서 PLB와 함께 사용되는 용어 “데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드”는 인산화된 PLB의 연결 단루[0020]

프를 모방한 펩타이드 서열을 포함하도록 설계된 펩타이드 또는 폴리펩타이드이고, 이는 경쟁적 방식에 의하여

PP1에 결합할 수 있음으로써, PP1의 작용을 차단할 수 있다.

본 명세서의 용어 “PP1-매개 탈인산화”는 PP1에 의한 PLB의 탈인산화를 의미한다.[0021]

데코이 펩타이드(또는 폴리펩타이드)에 관한 본 명세서의 용어 “경쟁적 억제”는 데코이 펩타이드 또는 폴리펩[0022]

타이드-PP1 복합체 형성을 위하여 PP1에 대한 경쟁적 결합에 의하여 탈인산화가 억제되는 것을 의미한다.   상

기 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 PP1에 결합하는 PLB의 인산화 위치와 경쟁하는 방식으로 PP1과 결합한

다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 세포질 펩타이드 또는 폴리펩[0023]

타이드이다.   즉, 일반식 I에서, X1 및 X4는 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드가 세포질에 존재하

는 것을 방해할 수 있는 아미노산 도메인을 포함하지 않는다.   예컨대, 상기 아미노산 도메인은 막-관통 도메

인(membrane-spanning domain) 및 세포 소기관-표적 도메인(organelle-targeting domain)을 포함하나, 이에 한

정되지 않는다.   이러한 관점에서, X1 및 X4는 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드가 세포질에 존재

할 수 있게 하는 범위 내의 어떠한 아미노산 잔기도 포함할 수 있다.

본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 PLB의 PP1-매개 탈인산화를 억제하는 범위 내이면 어떠한 길이[0024]

의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드도 포함한다.   예컨대, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는

아미노산 5-100개, 5-80개, 5-60개, 5-40개, 5-30개, 5-20개, 5-15개, 5-9개 또는 6-9개의 길이일 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 일반식 I의 X1은 0-40개, 0-30개, 0-20개, 0-10개, 0-3개 또는 0-1개[0025]

의 아미노산 잔기이다.

본 발명의 일반식 I에서, 상기 X1에는 어떠한 아미노산도 위치할 수 있다.   본 발명의 일 구현예에 따르면, 상[0026]

기 X1은 PLB의 아미노산 서열(서열목록 제10서열의 아미노산 서열)의 15번째 아미노산의 N-말단 방향에 0-50개,

0-40개, 0-30개, 0-20개, 0-10개, 0-3개 또는 0-1개의 아미노산 잔기가 이어진 아미노산 서열로 구성된다.   본

발명의 특정 구현예에 따르면, 상기 X1은 PLB의 아미노산 서열(서열목록 제10서열의 아미노산 서열)의 15번째

아미노산의 N-말단 방향에 1개의 아미노산 잔기로 구성된다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 일반식 I의 X4은 0-40개, 0-30개, 0-20개, 0-10개 또는 0-3개의 아미[0027]

노산 잔기이다.
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본 발명의 일반식 I에서 X4에는 어떠한 아미노산도 위치할 수 있다.   본 발명의 일 구현예에 따르면, 상기 X4는[0028]

PLB의 아미노산 서열(서열목록 제10서열의 아미노산 서열)의 19번째 아미노산의 C-말단 방향에 0-50개, 0-40개,

0-30개, 0-20개, 0-10개 또는 0-3개의 아미노산 잔기가 이어진 아미노산 서열로 구성된다.   본 발명의 어떠한

구현예에 따르면, 상기 X4는 PLB의 아미노산 서열(서열목록 제10서열의 아미노산 서열)의 19번째 아미노산의 C-

말단 방향에 0 또는 3개의 아미노산 잔기로 구성된다.   본 발명의 특정 구현예에 따르면, 상기 X4는 PLB의 아

미노산 서열(서열목록 제10서열의 아미노산 서열)의 19번째 아미노산의 C-말단 방향에 3개의 아미노산 잔기로

구성된다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 X1은 Arg이다.[0029]

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 X4는 Met, Met-Pro 또는 Met-Pro-Gln이다.[0030]

본 발명의 PLB의 아미노산 서열(서열목록 제10서열의 아미노산 서열)의 16번째 아미노산인 Ser잔기(Ser
16
) 및 17[0031]

번째 아미노산인 Thr 잔기(Thr
17
)는 PLB의 유동적 루프 지역(PLB의 아미노산 서열(서열목록 제10서열의 아미노산

서열)의 14-22번째 아미노산)에 위치하는 인산화 자리이다.   일반식 I에서, X2  및 X3은 각각 PLB 내 Ser
16  

및

Thr
17
이 자리하고 있는 아미노산 위치를 나타낸다.

본 발명에서,  Ser
16 

및/또는 Thr
17
을 Glu 또는 Asp로 치환하여 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드를[0032]

설계한다.   본 발명의 일반식 I의 X2 및/또는 X3에 Glu 또는 Asp을 포함하는 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이

드는 인산화된 PLB와 유사하여, PP1에 결합하는 PLB의 인산화 위치와 경쟁한다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 X2는 Glu 또는 Asp이고, X3은 Thr, Glu 또는 Asp이다.   본 발명의[0033]

다른 구현예에 따르면, 본 발명의 X2는 Glu 또는 Asp이고, X3은 Thr이다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 서열목록 제1서열 내지 제6서[0034]

열의 아미노산 서열들로부터 선택되는 아미노산 서열로 구성된다.   본 발명의 다른 구현예에 따르면, 본 발명

의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 서열목록 제1서열 및 제3서열 내지 제6서열의 아미노산 서열들로부터

선택되는 아미노산 서열로 구성된다.   본 발명의 특정 구현예에 따르면, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리

펩타이드는 서열목록 제1서열, 제3서열 및 제6서열의 아미노산 서열들로부터 선택되는 아미노산 서열로 구성된

다.

본 발명의 서열목록 제1서열 내지 제6서열은 다음과 같다:[0035]

서열목록 제1서열은 Arg-Ala-Glu-Thr-Ile-Glu-Met-Pro-Gln이다.[0036]

서열목록 제2서열은 Arg-Ala-Ser-Glu-Ile-Glu-Met-Pro-Gln이다.[0037]

서열목록 제3서열은 Arg-Ala-Asp-Thr-Ile-Glu-Met-Pro-Gln이다.[0038]

서열목록 제4서열은 Ala-Glu-Thr-Ile-Glu-Met-Pro-Gln이다.[0039]

서열목록 제5서열은 Arg-Ala-Glu-Thr-Ile-Glu-Met이다.[0040]

서열목록 제6서열은 Arg-Ala-Glu-Thr-Ile-Glu이다.[0041]

본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 변형된 측쇄를 가지는 하나 이상의 아미노산이 있는 펩타이드[0042]

또는 폴리펩타이드를 포함할 수 있다.   측쇄 변형의 예는 환원 알킬화 반응; 메틸아세티미데이트에 의한 아미

디화; 아세틱 언하이드라이드에 의한 알킬화; 시아네이트에 의한 아미노 그룹의 카르바모릴레이션; 2,4,6-트리

니트로벤젠 술포닉산(TNBS)에 의한 아미노산의 트리니트로벤질레이션; 숙신 언하이드라이드에 의한 아미노 그룹

의 알킬화; 및 피리오살-5-포스페이트 처리후 NaBH4로 환원된 피리도실레이션과 같은 아미노그룹의 변형을 포함

한다.

아르기닌 잔기의 구아니딘 그룹은 2,3-부탄디온, 페닐글리옥살 및 글리옥살과 같은 시약에 의한 헤테로고리 축[0043]

합물의 형성으로 변형될 수 있다.   카르복실 그룹은, O-아킬소우레아 형성에 의하여 카르보디이미드 활성을 하

고 이어 유도체화, 예컨대, 아마이드화로 유도체화하여 변형시킬 수 있다.
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설프히드릴 그룹은  요오드아세트산 또는 요오드아세트아마이드에 의한 카르복실메틸레이션; 시스테인산에로의[0044]

퍼폼산 산화; 다른 티올 화합물에 의한 혼합된 다이설파이드의 형성; 말레이미드, 무수말레인산 또는 다른 치환

말레이미드에 의한 반응; 4-클로로머큐리벤조에이트, 4-클로로머큐리페닐술폰산, 페닐머큐릴 클로라이드, 2-클

로로머큐리-4-니트로페놀 및 다른 수은제를 사용한 수은 유도체의 형성; 염기 pH에서 시아네이트에 의한 카르바

모일레이션과 같은 방법에 의해 변형될 수 있다.   시스테인 잔기의 어떠한 변형도, 펩타이드가 필요로 하는 이

황화 결합을 형성하는데 영항을 주지 않아야 한다.   또한, 시스테인의 설프히드릴 그룹은 셀레니움 등가물로

대체할 수 있으며, 이에 의해 펩타이드에는 하나 이상의 이황화 결합 위치에 다이셀레니움 결합이 형성될 수 있

다.

트립토판 잔기는 예컨대, N-브로모숙신이미드에 의한 산화 또는 2-히드록시-5-니트로벨질브로마이드 또는 술퍼[0045]

닐 할라이드에 의한 인돌 고리의 알킬화에 의해 변형될 수 있다.   한편, 타이로신 잔기는 테트라니트로메탄을

이용한 니트로화에 의해 변형되어 3-니트로타이로신 유도체를 형성시킬 수 있다. 

히스티딘 잔기의 이미다졸 고리의 변형은 요오도아세트산 유도체에 의한 알킬화 또는 디에틸피로카르보네이트에[0046]

의한 N-카르베톡실레이션에 의해 수행될 수 있다.

프롤린 잔기는 예컨대, 4-위치에서의 히드로실레이션에 의해 변형될 수 있다. [0047]

본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 이의 아미노산 잔기를 변형시킴으로써 더욱 안정성을 향상시킬[0048]

수 있다.   예컨대, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 적어도 하나의 아미노산은 아세틸기, 플루

오레닐 메톡시 카르보닐기, 포르밀기, 팔미토일기, 미리스틸기, 스테아릴기 또는 폴리에틸렌글리콜(PEG)을 갖는

다.   본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 아세틸기의 보호기가 결

합되어 있다.

본 명세서에서 용어 "안정성"은 인 비보에서의 안정성뿐만 아니라, 저장 안정성(예컨대, 상온 저장 안정성)도[0049]

의미한다.   상술한 보호기는 인 비보에서 단백질 절단효소의 공격으로부터 본 발명의 펩타이드를 보호하는 작

용을 한다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 세포막 투과성 펩타이드가 추[0050]

가적으로 결합되어 있다.   본 발명의 다른 구현예에 따르면, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는

N-말단 및/또는 C-말단에 세포막 투과성 펩타이드가 추가적으로 결합되어 있다.

본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드를 심근 세포 내로 운반하기 위해서는, 상기 데코이 펩타이드 또[0051]

는 폴리펩타이드가 세포막 투과성 펩타이드를 포함하고 있어야 한다.   본 명세서의 용어 세포막 투과성 펩타이

드는 특정 펩타이드(또는 폴리펩타이드)를 세포 내로 운반하기 위해 필수적인 펩타이드로, 통상적으로 10-50개

또는 그 이상의 아미노산 서열로 구성되어 있다.

세포막 투과성 펩타이드는 그 자체로 인지질 이중막의 세포막을 통과할 수 있는 아미노산 서열을 가지는 펩타이[0052]

드로, 예컨대, Tat-유래 펩타이드, 시그널 펩타이드(예컨대, 세포 투과성 펩타이드), 아르기닌-리치 펩타이드,

트랜스포탄  또는  양친매성  펩타이드  캐리어  등을  포함하나,  이에  한정되지  않는다(Morris,  M.  C.  et  al.,

Nature  Biotechnol.  19:1173-1176  (2001);  Dupont,  A.  J.  and  Prochiantz,  A.,  CRC  Handbook  on  Cell

Penetrating  Peptides,  Langel,  Editor,  CRC  Press,  (2002);  Chaloin,  L.  et  al.,  Biochemistry

36(37):11179-87 (1997); 및 Lundberg, P. and Langel, U., J. Mol. Recognit. 16(5):227-233 (2003)).   또

한, 상기와 같은 천연적 서열과 더불어, 레트로인버소(retroinverso) 및 D-아이소머 펩타이드를 포함하는, 세포

막 투과 성질을 가진 다양한 안테나 다리(antennapedia)-기초 펩타이드들이 알려져 있다(Brugidou, J. et al.,

Biochem  Biophys  Res  Commun.  214(2):685-93  (1995);Derossi,  D.  et  al.,  Trends  Cell  Biol.  8:84-87

(1998)).

본 발명의 다른 구현예에 따르면, 본 발명의 세포막 투과성 펩타이드는 TAT 펩타이드(Tat-유래 펩타이드)이다.[0053]

인간 면역 결핍 바이러스(HIV: human immunodeficiency virus)에서 유래한 Tat 단백질은 86개의 아미노산으로[0054]

구성되어 있으며, 시스테인-리치, 염기성 및 인테그린-결합 부분의 주 단백질 도메인을 가지고 있다.   비록,

Tat 펩타이드는 YGRKKRRQRRR(서열목록 제11서열)(즉, Tat 단백질의 48-60번째의 아미노산 서열) 서열만으로 단

백질의 세포막 투과 성질을 갖지만, 부가적으로 Tat 서열 RKKRRQRRR의 여러 카피를 포함하는 가지 구조가 있는

경우  세포막을  더욱  효과적으로  통과할  수  있다고  알려져  있다(Tung,  C.  H.,  et  al.,  Bioorg.  Med  Chem

10:3609-3614(2002)).    세포막 투과 성질을 갖는 Tat  펩타이드의 다양성에 대해서는 Schwarze,  S.  R.,  et
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al., Science 285:1569-1572(1999)에 기재되어 있다.   본 발명의 어떠한 구현예에 따르면, 본 발명의 TAT 펩

타이드는 서열목록 제11서열의 아미노산 서열을 포함한다.

또한, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 정제를 용이하게 하기 위하여, 다른 융합 단백질을 포함[0055]

할  수  있고,  이는  글루타티온  S-트랜스퍼라제  (Pharmacia社,  미국),  말토스  결합  단백질(NEB社,  미국),

FLAG(IBI社, 미국) 및 6x His(hexahistidine; Quiagen社, 미국)를 포함하나, 이에 한정되지 않는다.   본 발명

의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 융합 단백질은 친화성 크로마토그래피에 의해 정제된다.   예컨대, 글루타티

온-S-트랜스퍼라제가 융합된 경우에는 이 효소의 기질인 글루타티온을 이용할 수 있고, 6x His이 이용된 경우에

는 Ni-NTA His-결합 레진 컬럼(Novagen社, 미국)을 이용하여 원하는 융합단백질을 신속하고 용이하게 얻을 수

있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 PLB는 인간으로부터 유래되고, 이의 아미노산 서열은 NCBI(National[0056]

Center  for  Biotechnology  Information)에 개시되어 있다.   NCBI  내 인간 PLB  아미노산 서열의 수납 번호

(Accession Number)는 AAA60109.1, AAA60083.1 및 AAD55950.1이다.

본 발명에 따르면, 본 명세서의 용어 “데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드”는 본 발명의 데코이 펩타이드 또[0057]

는 폴리펩타이드의 기능적 균등물을 포함하는 것으로 해석된다.   본 명세서의 용어 “기능적 균등물”은 본 발

명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드와 비교할 때 유사 또는 향상된 생물학적 활성을 갖는 동시에, 본 발명

의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드의 일부 아미노산 서열에서의 아미노산 치환, 부가 또는 결실을 갖는 아

미노산 서열의 변형(예컨대, 필수적 서열인 Ala-X2-X3-Ile-Glu의 주위 아미노산 잔기의 변형)을 의미한다.   상

기 아미노산 치환은 보존적 치환일 수 있다.   자연적으로 아미노산에 발생하는 상기 보존적 치환의 예는 지방

족 아미노산(Gly, Ala 및 Pro), 소수성 아미노산(Ile, Leu 및 Val), 방향족 아미노산(Phe, Tyr 및 Trp), 산성

아미노산(Asp 및 Glu), 염기성 아미노산(His, Lys, Arg, Gln 및 Asn) 및 황-함유 아미노산(Cys 및 Met)을 포함

한다.   상기 아미노산 결실은 본 발명의 데코이 펩타이드 및 폴리펩타이드 활성에 직접적으로 연관되지 않은

부분에 위치한다.

본 발명에 따르면, 본 발명에서 이용 가능한 본 발명의 데코이 펩타이드 및 폴리펩타이드의 아미노산 서열은 본[0058]

발명의 데코이 펩타이드 서열에 실질적으로 동일성을 가지는 펩타이드 서열을 포함하는 것으로 해석된다.   본

명세서의  용어  “실질적  동일성”은  두  아미노산  서열을  최대한  대응되도록  얼라인하고,  BLAST,  GAP  또는

BESTFIT과 같은 당업계에서 통상적으로 이용되는 알고리즘 또는 육안 검사를 이용하여 얼라인된 서열을 분석한

경우에, 최소 약 60%, 70%, 80%, 85%, 90% or 95%의 서열 상동성을 공유하는 것을 의미한다.   서열비교를 위한

얼라인먼트  방법은  당업계에  공지되어  있다.    얼라인먼트에  대한  다양한  방법  및  알고리즘은  Smith  and

Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482(1981); Needleman and Wunsch, J. Mol. Bio. 48:443(1970); Pearson and

Lipman, Methods in Mol. Biol. 24: 307-31(1988); Higgins and Sharp, Gene 73:237-44(1988); Higgins and

Sharp,  CABIOS  5:151-3(1989);  Corpet  et  al.,  Nuc.  Acids  Res.  16:10881-90(1988);  Huang  et  al.,  Comp.

Appl. BioSci. 8:155-65(1992) and Pearson et al., Meth. Mol. Biol. 24:307-31(1994)에 개시되어 있다.

 NCBI 베이직 로칼 얼라인먼트 서치 툴(BLAST: Basic Local Alignment Search Tool)(Altschul et al., J. Mol.[0059]

Biol. 215:403-10(1990))은 NCBI(National Center for Biological Information) 등에서 접근 가능하며, 인터넷

상에서 blastp, blasm, blastx, tblastn and tblastx와 같은 서열 분석 프로그램과 연동되어 이용할 수 있다.

 BLSAT는  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/에서 접속 가능하다.  이 프로그램을 이용한 서열 상동성 비교

방법은 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/blast_help.html에서 확인할 수 있다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드 중 어느 하나의 데코[0060]

이 펩타이드 또는 폴리펩타이드의 약제학적 유효량; 및 (b) 약제학적으로 허용되는 담체를 포함하는 PLB 관련

질병의 예방 또는 치료용 약제학적 조성물을 제공한다.

PLB 관련 질병에 대하여 사용되는 본 명세서의 용어 “예방”은 PLB 관련 질병의 완전한 예방, 상기 질병을 가[0061]

진 대상체에서의 증상 발생의 예방 또는 상기 질병을 가진 대상체에서의 증상 재발의 예방을 의미한다.

PLB 관련 질병에 대하여 사용되는 본 명세서의 용어 “치료”는 대상체에서 PLB 관련 질병 증상의 일부 또는 전[0062]

부의 제거 또는 증상 강도의 감소를 나타낸다.

PLB 관련 질병에 대하여 사용되는 본 명세서의 용어 “약제학적 유효량”은 대상체에 투여되는, PLB 관련 증상,[0063]
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상태 또는 질병의 예방 또는 치료에 충분한 양을 의미한다.

본 명세서의 용어 “대상체(subject)”는 인간, 인간 아닌 포유류 또는 동물을 포함한다.   상기 인간 아닌 포[0064]

유류는 소, 양, 염소, 말, 돼지, 개 및 고양이와 같은 가축 및 반려동물을 의미한다.

본 발명에 따르면, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드를 유효성분으로 포함하는 약제학적 조성물은[0065]

PLB 관련 질환의 예방 또는 치료에 사용될 수 있다.

심근 세포의 수축성은 세포 내 Ca
2+
 사이클링에 의하여 직접적으로 조절되고, SERCA2a는 심근 세포 내 상기 Ca

2+
[0066]

사이클링에서 중요한 역할을 한다.   PLB는 SERCA2a의 내인성 억제제이고 PP1에 의한 탈인산화를 통하여 이의

억제 활성이 향상된다.

본 발명에서, 본 발명의 데코이 펩타이드는 PLB의 인산화 레벨을 현저하게 증가시킨다(도 1c 및 1d).   또한,[0067]

본 발명의 데코이 펩타이드는 인 비트로에서 수축성 파라미터를 증가시키고(도 2a-2d), 엑스 비보에서 좌심실

이완기 혈압을 향상시킨다(도 3a 및 3b).   즉, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드가 SERCA2a 활성

회복에 의한 심장 보호 효과 및 심근 수축성 향상의 강심 효과를 제공하고, 따라서 본 발명의 데코이 펩타이드

또는 폴리펩타이드를 PLB의 PP1-매개 탈인산화 억제에 의한 PLB 관련 질병의 예방 또는 치료에 이용할 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 PLB 관련 질병은 심장 질환이다.   본 발명의 다른 구현예에 따르면,[0068]

본 발명의 심장 질환은 심부전, 허혈, 부정맥, 심근 경색, 울혈성 심부전, 이식 거부, 비정상적 심장 수축 또는

비정상적 Ca
2+  

대사이다.   본 발명의 어떠한 구현예에 따르면, 본 발명의 심장 질환은 심부전 또는 허혈이다.

 본 발명의 특정 구현예에 따르면, 본 발명의 심장 질환은 심부전이다.

본 명세서의 용어 심부전은 심장의 박출량이 정상 이하로 떨어짐으로 인해 심장의 기능이 말초 조직의 대사 요[0069]

구량을 충족시키지 못하는 임상 증후군을 의미한다.   즉, 심부전은 여러 원인에 의해 심장이 혈액을 펌프질하

는 능력이 감소되거나, 정상적으로 박동을 하더라도 충분한 양의 혈액을 온 몸으로 보내지 못하는 상태를 의미

한다.

본 발명의 또 다른 구현예에 따르면, 본 발명의 심부전은 심장 비대증, 관상 동맥 경화증, 심근 경색, 심장 판[0070]

막증, 고혈압 또는 심근증에 의해 유발된다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 약제학적 조성물은 강심용 조성물이다.[0071]

본 발명에 따르면, 본 발명의 약제학적 조성물은 약제학적으로 허용되는 담체를 포함할 수 있다.   본 발명의[0072]

약제학적 조성물에 포함되는 약제학적으로 허용되는 담체는 제제 시에 통상적으로 이용되는 것으로서, 탄수화물

류  화합물(예:  락토스,  아밀로스,  덱스트로스,  수크로스,  솔비톨,  만니톨,  전분,  셀룰로스,  등),  아카시아

고무, 인산 칼슘, 알기네이트, 젤라틴, 규산 칼슘, 미세결정성 셀룰로스, 폴리비닐피롤리돈, 셀룰로스, 물, 시

럽, 염 용액, 알코올, 아라비아 고무, 식물성 기름(예: 옥수수 기름, 목화 종자유, 두유, 올리브유, 코코넛유),

폴리에틸렌 글리콜, 메틸 셀룰로스, 메틸히드록시 벤조에이트, 프로필히드록시 벤조에이트, 활석, 스테아르산

마그네슘 및 미네랄 오일 등을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다.   본 발명의 약제학적 조성물은 상기 성

분들 이외에 윤활제, 습윤제, 감미제, 향미제, 유화제, 현탁제, 보존제 등을 추가로 포함할 수 있다.   적합한

약제학적으로 허용되는 담체 및 제제는 Remington's Pharmaceutical Sciences (19th ed., 1995)에 상세히 기재

되어 있다.

본 발명의 약제학적 조성물은 경구 또는 비경구로 투여할 수 있고, 비경구 투여인 경우에는 정맥내 주입, 피하[0073]

주입, 근육 주입 등으로 투여할 수 있다.

본 발명의 약제학적 조성물의 적합한 투여량은 제제화 방법, 투여 방식, 환자의 연령, 체중, 성, 병적 상태, 음[0074]

식, 투여 시간, 투여 경로, 배설 속도 및 반응 감응성과 같은 요인들에 의해 다양하며, 보통으로 숙련된 의사는

소망하는 치료 또는 예방에 효과적인 투여량을 용이하게 결정 및 처방할 수 있다.   본 발명의 바람직한 구현예

에 따르면, 적합한 1일 투여량은, 0.0001-100 mg/kg(체중)이다.   투여는 하루에 한번 투여할 수도 있고, 수회

나누어 투여할 수 있다. 

본 발명의 약제학적 조성물은 당해 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자가 용이하게 실시할 수[0075]

있는 방법에 따라, 약제학적으로 허용되는 담체 및/또는 부형제를 이용하여 제제화함으로써 단위 용량 형태로

제조되거나 또는 다용량 용기 내에 내입시켜 제조될 수 있다.   이때 제형은 오일 또는 수성 매질중의 용액, 현

탁액 또는 유화액 형태이거나 엑스제, 분말제, 과립제, 정제 또는 캅셀제 형태일 수도 있으며, 분산제 또는 안
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정화제를 추가적으로 포함할 수 있다.

본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 본 발명은 (a) PLB 아미노산 서열(서열목록 제10서열의 아미노산 서열)의 16[0076]

번째 아미노산인 Ser 잔기 및/또는 17번째 아미노산인 Thr 잔기를 Glu 또는 Asp로 치환하고, 상기 PLB 아미노산

서열(서열목록 제10서열의 아미노산 서열)의 15-19번째 아미노산 주변의 주위 아미노산 잔기를 0-95개 선택함에

의하여 PLB의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드를 설계하는 단계로서, 상기 설계된 데코이 펩타이드 또는 폴

리펩타이드는 하기 일반식 I로 표시되는 펩타이드 서열로 구성되고,

X1-Ala-X2-X3-Ile-Glu-X4    (I)[0077]

상기 X1은 0-50개의 아미노산 잔기, 상기 X2는 Ser, Glu 또는 Asp, 상기 X3은 Thr, Glu 또는 Asp, 상기 X4는 0-[0078]

50개의 아미노산 잔기를 나타내고, 상기 X3이 Thr인 경우 X2는 Ser이 아닌 단계; 및 (b) 상기 단계 (a)에서 설

계된 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드를 제조하는 단계를 포함하는 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩

타이드를 제조하는 방법을 제공한다.

본 발명의 방법을 각각의 단계 별로 상세하게 설명하면 다음과 같다:[0079]

단계(a): 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드 설계[0080]

본 발명에 따르면, 우선 PLB 아미노산 서열(서열목록 제10서열의 아미노산 서열)의 16번째 아미노산인 Ser 잔기[0081]

및/또는 17번째 아미노산인 Thr 잔기를 Glu 또는 Asp로 치환하고, 상기 PLB 아미노산 서열(서열목록 제10서열의

아미노산 서열)의 15-19번째 아미노산 주변의 주위 아미노산 잔기를 0-95개 선택함에 의하여 PLB의 데코이 펩타

이드 또는 폴리펩타이드를 설계한다.   상기 설계된 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 일반식 I(X1-Ala-X2-

X3-Ile-Glu-X4)로 표시되는 펩타이드 서열로 구성되고, 상기 X1은 0-50개의 아미노산 잔기, 상기 X2는 Ser, Glu

또는 Asp, 상기 X3은 Thr, Glu 또는 Asp, 상기 X4는 0-50개의 아미노산 잔기를 나타내고, 상기 X3이 Thr인 경우

X2는 Ser이 아니다.

본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드에서, 상기 PLB 아미노산 서열의 15, 18 및 19번째 아미노산 잔기[0082]

는 Asp, Ile 및 Glu이다(서열목록 제10서열의 아미노산 서열 참고).

본 발명에 따르면, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드 서열의 “Ala-X2-X3-Ile-Glu”은 상기 데코이[0083]

펩타이드 또는 폴리펩타이드의 작용 및 기능에 필수적이다.    상기 주위 아미노산 잔기는 다양하게 변형될 수

있다.   이러한 관점에서, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 PP1에 대한 유인체(decoy)로의 기능

또는 활성을 유지하는 범위 내이면 어떠한 주위 아미노산 잔기도 포함한다.

본 발명의 주위 아미노산 잔기는 PLB의 PP1-매개 탈인산화를 억제하는 범위 내이면 어떠한 길이의 아미노산 잔[0084]

기도 포함한다.   예컨대, 본 발명의 주위 아미노산 잔기는 아미노산 0-95개, 0-75개, 0-55개, 0-35개, 0-15개,

0-10개, 0-4개 또는 1-4개 길이이다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 주위 아미노산 잔기는 (i) PLB의 아미노산 서열(서열목록 제10서열의[0085]

아미노산 서열)의 15번째 아미노산의 N-말단 방향에 0-50개, 0-40개, 0-30개, 0-20개, 0-10개, 0-3개 또는 0-1

개의 아미노산 잔기가 이어진 아미노산 서열 및 (ⅱ) PLB의 아미노산 서열(서열목록 제10서열의 아미노산 서

열)의 19번째 아미노산의 C-말단 방향에 0-50개, 0-40개, 0-30개, 0-20개, 0-10개 또는 0-3개개의 아미노산 잔

기가 이어진 아미노산 서열로 구성된다.   본 발명의 특정 구현예에 따르면, 상기 15번째 아미노산의 N-말단 방

향의 아미노산 서열은 1개의 아미노산 잔기가 이어진 것이고, 상기 19번째 아미노산의 C-말단 방향의 아미노산

서열은 0 또는 3개의 아미노산 잔기가 이어진 것이다.

본 발명의 다른 구현예에 따르면, 상기 15번째 아미노산의 N-말단 방향의 아미노산 잔기는 Arg이다.[0086]

본 발명의 다른 구현예에 따르면, 상기 19번째 아미노산의 C-말단 방향의 아미노산 잔기는 Met, Met-Pro 또는[0087]

Met-Pro-Gln이다.

본 발명에서, 상기 Ser
16
 잔기 또는 Thr

17
 잔기를 Glu 또는 Asp 잔기로 치환한 본 발명의 데코이 펩타이드 또는[0088]
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폴리펩타이드는 PLB의 인산화를 증가시킨다(도 1c 및 1d).   따라서 Ser
16
 잔기 또는 Thr

17
 잔기 중 어느 하나의

아미노산 잔기만이 Glu 또는 Asp 잔기로 치환된 경우라도, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 PLB

의 PP1-매개 탈인산화를 억제할 수 있다.

본 발명의 일 구현예에 따르면, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 Ser 잔기 또는 Ser과 Thr 잔기[0089]

모두를 Glu 또는 Asp 잔기로 치환하여 설계한 다.   본 발명의 다른 구현예에 따르면, 본 발명의 데코이 펩타이

드 또는 폴리펩타이드는 Ser 잔기만을 Glu 또는 Asp 잔기로 치환하여 설계한다.

본 발명의 특정 구현예에 따르면, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 서열목록 제1서열 내지 제6[0090]

서열의 아미노산 서열들로부터 선택되는 아미노산 서열로 구성되도록 설계한다.   본 발명의 다른 특정 구현예

에 따르면, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 서열목록 제1서열 및 제3서열 내지 제6서열의 아미

노산  서열들로부터  선택되는  아미노산  서열로  구성되도록  설계한다.    본  발명의  또  다른  특정  구현예에

따르면, 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 서열목록 제1서열, 제3서열 및 제6서열의 아미노산 서

열들로부터 선택되는 아미노산 서열로 구성되도록 설계한다.

단계 (b): 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드의 제조[0091]

단계 (a) 실시 이후, 설계된 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드를 제조한다.[0092]

본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 당업계에서 일반적으로 실시하는 재조합 DNA 기술(recombinant[0093]

DNA technologies) 또는 고상 합성 기술(solid-phase synthesis techniques)로 제조할 수 있다(Merrifield, R.

B.,  J.Am.Chem.Soc.,  85:2149-2154(1963),  Kaiser,  E.,  Colescot,  R.L.,  Bossinger,  C.D.,  Cook,  P.I.,

Anal.Biochem., 34:595-598(1970)).   α-아미노기와 측쇄기를 갖는 보호된 아미노산은 수지에 부착되어있다.

 이어서, α-아미노 보호기를 제거한 후, 중간체를 얻기 위하여 아미노산을 순차적으로 결합시킨다.

발명의 효과

본 발명의 특징 및 이점을 요약하면 다음과 같다: [0094]

(a) 본 발명은 경쟁적 억제에 의하여 PLB의 PP1-매개 탈인산화를 억제할 수 있는 데코이 펩타이드 또는 폴리펩[0095]

타이드, 그의 제조방법 및 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드를 유효성분으로 포함하는 PLB 관련 질

병의 예방 또는 치료용 약제학적 조성물을 제공한다.

(b) 본 발명의 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드가 PP1-매개 탈인산화의 억제에 의하여 PLB의 인산화 레벨을[0096]

현저하게 증가시키는 것에 주목할만하다.   또한, 상기 데코이 펩타이드 또는 폴리펩타이드는 SERCA2a 활성 회

복에 의한 심장 보호 효과 및 심근 수축성 향상의 강심 효과를 제공한다. 

(c) 본 발명은 PLB 관련 질병의 예방 또는 치료에 기여할 수 있다.[0097]

도면의 간단한 설명

도 1은 단량체 PLB(좌측)의 구조 및 데코이 펩타이드의 아미노산 서열(우측)을 나타낸다.   상기 단량체 PLB의[0098]

“L-형태” 구조는 세포질 헬릭스, 연결 단루프 및 막관통 헬릭스를 포함한다.   상기 연결 단루프를 구성하는

9개의  아미노산으로부터  펩타이드를  유도하였다.    상기  데코이  펩타이드에서,  인산화를  모방하기  위하여

Ser(S, 세린) 또는 Thr(T, 트레오닌) 잔기를 Glu(E, 글루탐산)으로 치환하였다.   상기 치환된 글루탐산 잔기를

밑줄로 표시하였다.

도 1b는 심근 세포에서 데코이 펩타이드의 세포 내 흡수를 나타낸다.   상기 분리된 심근 세포를 37℃에서 1시

간 동안 1 μM의 펩타이드 용액으로 인큐베이션하였다.   Con은 처리하지 않은 세포, ψPLB-SE는 FITC로 표지된

데코이 펩타이드, DIC는 차등간섭대비(differential interference contrast) 이미지; FITC는 FITC 형광 이미지

를 나타낸다.

도 1c-1d는 데코이 펩타이드에 의한 PLB 인산화 증가(도 1c) 및 단축된 데코이 펩타이드(도 1d)를 나타낸다.

분리된 성체 심근 세포를 45분 동안 1 μM의 데코이 펩타이드로 처리하고, 이후 15분 동안 1 μM의 PMA로 처리
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하였다.   인산화-PLB (S
16
), 인산화-PLB(T

17
), 총 PLB 또는 GAPDH에 대한 항체를 프로브로 하여 세포 파쇄물

(cell lysate)을 웨스턴 블롯팅 하였다.   상기 데코이 펩타이드의 서열은 다음과 같다: ψPLB-SE, RAETIEMPQ

(서열목록 제1서열); ψPLB-SD, RADTIEMPQ(서열목록 제3서열); ψPLB-TE, RASEIEMPQ(서열목록 제2서열).   상

기 단축된 데코이드 펩타이드의 서열은 다음과 같다: ψPLB-8-mer, AETIEMPQ(서열목록 제4서열); ψPLB-7-mer,

RAETIEM(서열목록 제5서열); ψPLB-6-mer, RAETIE(서열목록 제6서열); ψPLB-5-mer: RAETI(서열목록 제7서열).

 PMA는 포볼 12-미리스테이트 13-아세테이트(phorbol 12-myristate 13-acetate)를 나타낸다.

도 2a-2d는 데코이 펩타이드에 의한 심장 수축성 증가를 나타낸다.   분리된 성체 심근 세포를 45분 동안 1 μM

의 데코이 펩타이드로 처리하고, 이후 15분 동안 1 μM의 PMA로 처리하였다.   이후 수축성 파라미터를 측정하

였다.   도 2a 및 2b는 수축성 파라미터를 보여준다.   세포 단축 피크(Peak cell shortening)는 단축된 세포

길이의 백분율, -dL/dt는 세포 단축의 최대 속도; +dL/dt는 세포 재연장(relengthening)의 최대 속도를 나타낸

다.   도 2c 및 2d는 Fura2/AM으로 측정한 일과성(transient) Ca
2+
 특성의 평균 파라미터를 나타낸다.   기준선

(Baseline) [Ca
2+
]i은 이완 시 세포 내 Ca

2+  
농도, △[Ca

2+
]i(340/380)은 수축 시 세포 내 증가된 Ca

2+  
농도, τ

(ms)는 Ca
2+ 

일과성 감소 속도를 나타낸다.   8개의 개별 심장으로부터 약 500개의 세포를 선별하고 Ca
2+ 

일과성

측정을 수행하였다.   #는 대조군과 비교하여 P < 0.05, *는 대조군과 비교하여 P < 0.01, 에러 바(error ba

r)는 SD를 나타낸다.

도  3a-3d는  엑스  비보에서의  허혈  후  심기능을  나타낸다.    도  3a는  란젠도르프-관류한  랫트의  심장을

보여준다.   전반적 허혈 유도를 위하여 20분 동안 과류를 중지한 후, 1 μM TAT 또는 ψPLB-SE를 동시 투여하

여 30분 동안 재관류 하여 좌심실 이완기 압력(LVDP)의 변화를 관찰하였다.   n=4이고, *는 TAT와 비교하여 P <

0.01, 에러 바는 SEM을 나타낸다.   도 3b는 재관류 후 제조한 심장 파쇄물을 보여준다.   인산화-PLB (S
16
),

인산화-PLB  (T
17
),  총  PLB,  카스파아제  3,  또는  GAPDH에  대한  항체를  프로브로  하여  웨스턴  블롯팅을

실시하였다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다.   이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체[0099]

적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예[0100]

1. 실험 기구 및 방법[0101]

데코이 펩타이드[0102]

본 발명의 데코이 펩타이드는 인산화 자리인 Ser
16
 및 Thr

17
 주변의 PLB 단백질 서열(서열목록 제10서열의 아미[0103]

노산 서열)에서 유도하였다: RAS
16
T
17
IEMPQ.   상기 펩타이드는 세포 내 유입 촉진을 위해 시스테인-시스테인 결

합에 의하여 세포 관통 펩타이드 TAT(YGRKKRRQRRR: 서열목록 제11서열)를 N-말단에 콘주게이트하였다.   본 발

명에서 사용한 펩타이드는 다음과 같다: PLB-wt, RASTIEMPQ(서열목록 제8서열); ψPLB-SE, RAETIEMPQ(서열목록

제1서열); ψPLB-TE, RASEIEMPQ(서열목록 제2서열); ψPLB-SD, RADTIEMPQ(서열목록 제3서열).   또한, 하기의

단축된 ψPLB-SE 펩타이드도 실험하였다: 8-mer, AETIEMPQ(서열목록 제4서열); 7-mer, RAETIEM(서열목록 제5);

6-mer, RAETIE(서열목록 제6서열); 5-mer, RAETI(서열목록 제7서열).   상기의 모든 펩타이드를 애니젠社(대한

민국)에서 합성 및 변형하였고, 1 mM의 스탁 농도로 증류수에 용해하였다.   펩타이드는 >95% 순수하였다.   상

기 데코이 펩타이드를 최종 농도 1 μM에서 1시간 동안 처리하였다.   세포 생존률 및 형태는 펩타이드에 중대

한 영향을 미치지 않았다. 

성체 랫트의 심실 심근 세포 분리[0104]

종래의 문헌[33]에 개시된 바에서 최소한 변형을 하여 이에 따라 SD 랫트 심장에서 심실 심근 세포를 분리하였[0105]
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다.   상기 랫트는 8-12주령 웅성 랫트를 사용하였다.   간략히 설명하면, 5분 동안 아이소퓨란(0.5%)을 흡입시

켜 랫트를 마취하였다.   상기 심장을 흉부에서 빠르게 제거하고, 100% O2 가스 하 37℃에서 3분 동안 무칼슘 타

이로드 완충액(calcium-free Tyrode buffer: 137 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10 mM 글루코오스, 10 mM

HEPES[pH 7.4], 10 mM 2,3-부테인디온 모노옥심, 5 mM 타우린)을 대동맥에 역으로 관류하였다.    이후 관류 용

액에 콜라게나아제 타입 B(0.35 U/ml; Roche社) 및 할루로니다아제(0.1 mg/ml; Worthington社)를 첨가하여 효

소 분해를 개시하였다.   분해 10분 후 상기 심장이 팽창을 시작할 때, 좌심실을 빠르게 제거하고, 여러 개의

덩어리로 나눈 후, 상기와 동일한 효소 용액 내 37℃에서 10분 동안 6070 rpm으로 교반하여 추가적으로 분해시

켰다.   분산된 심근 세포를 포함하는 상층액을 세포 여과기(포어 크기 100 μm, BD Falcon社)로 여과하고, 500

rpm에서 1분 동안 부드럽게 원심분리하였다.   Ca
2+
 역행을 피하기 위하여 세포 외 Ca

2+
을 30분 동안 1.25 mM 농

도로 역으로 첨가하였다.   이러한 과정에 의하여 보통 80% 이상의 수율로 명확한 근절 무늬를 가지는 로드형

심실 심근 세포를 얻었다.   명확한 근섬유막 수포를 가지거나 자발적으로 수축하는 심근 세포는 폐기하였다.

 [0106]

형광현미경 관찰[0107]

펩타이드의 세포 내 유입(uptake)를 확인하기 위하여, FITC로 ψPLB-SE를 표지하였다.   상기 분리한 심근 세포[0108]

를 라미닌-코팅된 유리 플레이트에 도말하고, 2 mM L-카르니틴, 5 mM 크레아틴, 5 mM 타우린 및 100 IU/ml 페니

실린이 보충된 HBSS(Hanks’ Balanced Salts Solution)가 함유된 MEM(modified Eagle’s Medium) 배지에서 배

양하였다.   상기 세포를 1 μM FITC-표지된 ψPLB-SE 에 1시간 동안 노출시킨 후 타이로드 용액으로 두 번 세

척하였다.   63x(1.4NA) 오일 대물렌즈 및 플루오레세인(fluorescein) FITC-최적화 필터 세트(OmegaR Optical

Inc.,  미국)가  장착된  Leica  DMRBE  현미경(LabCommerce社,  미국)을  이용하여  형광  이미지를  시각화하였다.

CoolSNAP  TMfx  CCD(Photometrics社,  미국)  카메라를  이용하여  이미지를  얻고,  메타몰프  이미징  소프트웨어

(Universal Imaging社, 미국)로 분석하였다.

 [0109]

웨스턴 블롯 분석[0110]

SDS 시료 완충액 내 심장 파쇄물(50 μg)을 SDS-PAGE 젤에 전개시킨 후, PVDF 막(Bio-Rad社, 미국)에 옮겼다.[0111]

 상기 막을 5% 탈지 우유(skim milk) 용액으로 차단하고, 이후 PLB(Affinity Bioreagents社, 미국), 인산화-

PLB(Ser
16
, Cell Signaling社, 미국), 인산화-PLB(Thr

17
, Badrilla社, 영국), SERCA2a(Santa Cruz社, 미국), 카

스파아제 3(Cell Signaling社, 미국), or GAPDH(Santa Cruz社, 미국)에 대한 항체로 하룻밤 동안 인큐베이션하

였다.   이후 상기 막을 홀스래디쉬 퍼옥시다아제(horseradish  peroxidase,  Jackson  Immuno Research社, 미

국)가  콘쥬게이션된  2차  항체로  인큐베이션하고,  웨스턴  라이팅  케미루미네센스  시약(Western  Lighting

chemiluminescence reagent, Perkin Elmer社, 미국)를 이용하여 현상하였다.

 [0112]

세포 수축성 및 세포 내 Ca
2+ 
일과성(transient) 측정[0113]

심실  심근  세포의  기계적인  특성은  종래  문헌[34]에  기재된  바에  따라  비디오-기반된  엣지  감지  시스템[0114]

(IonOptix社,  미국)을  이용하여  평가하였다.    간략히  설명하면,  도립  현미경(Nikon  Eclipse  TE-100F,

Nikon社, 일본)의 재물대에 올려진  챔버 내에 세포를 부착한 라미닌-코팅된 커버슬립을 위치시키고, 37℃에서

약 1 ml/min 속도로 타이로드 버퍼(137 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM 글루코오스 10

mM HEPES[pH7.4])를 관류하였다.   HLD-CS 배양 챔버/스팀 홀더 상에 위치한 STIM-AT 스티뮬레이터/서모스탯

(Cell Micro  Controls社, 미국)을 이용하여 3 Hz(30 V)의 빈도로 상기 세포를 필드-자극하였다.   IonOptix

MyoCam 카메라(IonOptix社, 미국)를 이용하여 상기 목적 심근 세포를 컴퓨터 모니터상에 표시하였고, 매 8.3 ms

마다 빠르게 이미지 구역을 스캔한 결과 단축 또는 재연장의 진폭 및 속도가 충실하게 기록되었다.   단축 또는

재연장하는 동안의 세포 길이의 변화를 포착하고, 소프트 엣지 소프트웨어(IonOptix社, 미국)를 이용하여 분석

하였다.   상기 심근 세포를 Ca
2+
-민감성 지시계(indicator)인 0.5 μM Fura2-AM(Molecular Probes社, 미국) 37

℃에서  15분  동안  놓았다.    형광  방출을  근세포  칼슘  및  수축성  기록  시스템(Myocyte  calcium  and

contractility recording system, IonOptix社, 미국)을 이용하여 수축성 측정과 동시에 기록하였다.   상술한

바와 같이 필드-자극하는 동안 340 또는 380 nm 필터를 통한 75 W 할로겐 램프에 의하여 방출되는 빛에 심근 세
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포를 노출하였다.   340 nm에서 0.5초 동안 초기 조광한 다음 포토멀티플라이어 튜브에 의하여 480 및 520 nm에

서 형광 방출을 탐지한 후, 380 nm에서 기록 프로토콜의 지속기간 동안 형광 방출을 탐지하였다.   프로토콜의

종료시점에서 상기 340 nm 여기(들뜸) 스캔을 반복하였고, 두 파장에서의 Fura 형광 강도의 비율로부터 세포 내

Ca
2+
 농도의 질적 변화를 추론하였다.

 [0115]

분리 심장 관류 장치 실험[0116]

아이소퓨란(0.5%)을 5분 동안 흡입시켜 랫트를 마취하였다.   심장을 빠르게 제거한 후 냉각 과산화 타이로드[0117]

용액(137 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10 mM 글루코오스, 1 mM CaCl2, 10 mM HEPES [pH 7.4], 100% O2)

에 위치시켰다.   대동맥에 캐뉼러를 삽입하고, 일정한 압력(65 mmHg, 37 ± 0.2℃)에서 라젠도르프 방법에 의

하여 과산화 타이로드 용액을 관류하였다.   심장 기능의 계속적 측정을 위하여 물이 채워진 라텍스 풍선을 좌

심실 챔버에 삽입하고 압력 트랜스듀서(AD  Instruments社,  미국)를 연결하였다.    파워랩 차트 시스템즈(AD

Instruments社, 미국)를 이용하여 심박동, 좌심실 이완기 압력(LVDP) 및 좌심실압 1차 도함수(최대 LV +dP/dt

및 최대 LV -dP/dt)를 모두 기록하였다.   측정된 마지막 이완기 압력이 6 -10 mmHg의 범위가 되도록 상기 풍선

의 부피를 약 250-300 μl로 조절하였다.   30분의 안정기 이후, 전반적 허혈 유도를 위하여 20분 동안 상기 심

장의 과류를 중지하고, 이후 30분 동안 재관류시켰다.   최종 농도 1 μΜ로 데코이 펩타이드를 관류시켰다.

 [0118]

통계[0119]

적절한  평가를  위하여  평균  ±  SD  로  데이터를  표시하였다.    Student’s  t-test  또는  본페로니  콜렉션[0120]

(Bonferroni correction)을 장착한 일원배치 분산분석(one-way ANOVA, Statview version 5.0, SAS社, 미국)을

이용하여 각 군의 평균을 비교하였다.   P-value <0.05를 통계학적으로 유의한 것으로 간주하였다.

 [0121]

실험 결과[0122]

데코이 펩타이드[0123]

PLB는 N-말단에 세포질 헬릭스, C-말단에 막관통 헬릭스, 그리고 상기 두 헬릭스를 연결하는 유동적인 루프를[0124]

포함한다(도 1, 좌측).   인산화 자리는 상기 연결 루프 부분 내의 Ser
16
 및 Thr

17 
잔기이다.   본 발명자들은 루

프 지역의 9개의 아미노산과 정확히 매칭되는 서열인 9-mer 펩타이드(RASTIEMPQ, 서열목록 제8서열)를 합성하였

고, 이황화본드에 의하여 세포 투과 펩타이드 TAT와 결합시켜 ψPLB-wt을 제조하였다.   또한, 본 발명자들은

TAT-결합된 유사 펩타이드를 제조하였는데, 이는 PLB의 Ser
16
 또는 Thr

17
과 상응하는 Ser 또는 Thr 잔기 각각을

Glu로 대체한 ψPLB-SE 또는 ψPLB-TE이다(도 1a, 우측).   상기 펩타이드를 FITC로 표지하고 랫트 좌심실에서

분리하여 배양한 심근 세포에 첨가하였다.   형광현미경 하에서 관찰한 결과 거의 모든 심근 세포 내로 상기 펩

타이드가 효과적으로 유입되었음을 알 수 있었다(도 1b).    상기 실험에 의하여 상기 심근 세포가 효과적으로

본 발명의 펩타이드를 흡수하는 것을 확인하였고, 표지하지 않은 펩타이드는 이후 실험에서 사용하였다.

심근 세포에  포볼 12-미리스테이트 13-아세테이트(PMA:  phorbol  12-myristate  13-acetate)를  처리하는 경우[0125]

PKCa 활성화에 의하여 PLB의 인산화가 현저하게 감소함은 이미 알려져 있다.   ψPLB-SE를 전처리한 경우, ψ

PLB-wt를 처리한 경우와 달리 Ser
16
 및 Thr

17  
모두에서 PLB의 PMA-유도된 탈인산화를 상당히 차단하였다.   ψ

PLB-TE의 처리도 PLB의 탈인산화를 차단하였으나, ψPLB-SE의 처리보다 효과적이지 못하였다(도 1c).   PLB의

인산화 레벨은 ψPLB-SE 처리 이후 약간 증가하였으나, 기준 레벨보다는 현저하게 높았다.   PP1이 PLB를 탈인

산화시키는 것으로 알려진 유일한 단백질 포스파타아제임을 고려할 때, 상기 데이터는 ψPLB-SE가 PP1-매개 탈

인산화를 완벽하게 억제하는 데코이 펩타이드로서 작용함을 입증한다. 

Ser
16
을 Asp로 대체한 ψPLB-SD는 ψPLB-SE만큼 PLB의 인산화 레벨 증가에 효과적이었다(도 1c).   본 발명자들[0126]

은 AETIEMPQ(ψPLB-8-mer, 서열목록 제4서열), RAETIEM(ψPLB-7-mer, 서열목록 제5서열), RAETIE(ψPLB-6-mer,

서열목록  제6서열)  및  RAETI(ψPLB-5-mer,  서열목록  제7서열)로  구성된  단축된  ψPLB-SE  펩타이드를

합성하였다.   상기 펩타이드 중 오직 ψPLB-5-mer만이 PLB의 인산화 레벨 증가에 효과가 없었다(도 1d).   따

라서 상기 결과는 ASTIE(서열목록 제9서열)가 필요한 최소한의 아미노산 서열이고, Ser 잔기를 Glu 또는 Asp로
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대체하는 경우 PP1에 대하여 효과적인 데코이 펩타이드를 제조할 수 있음을 보여주었다.

 [0127]

ψPLB-SE는 심근 세포 수축성을 증가시킨다.[0128]

본 발명자들은 다음으로 ψPLB-SE가 심근 세포 수축성에 영향을 미치는지 여부를 시험하였다.   분리한 성체 심[0129]

근 세포를 펩타이드로 전처리하고 PMA로 처리하였다.   피크 단축을 포함하는 수축성 파라미터의 감소 및 수축

과 이완 속도로 나타내어지는 바와 같이, PMA는 수축성을 상당히 감소시켰다.   ψPLB-wt 및 ψPLB-TE가 수축성

에 있어 없거나 미미한 효과를 나타내는 반면, ψPLB-SE는 수축성의 PMA-유도된 감소를 완벽하게 방지하였다(도

2a).   PMA는 또한 Ca
2+ 

일과성 증폭의 현저한 감소 및 Ca
2+ 
일과성 감소의 시간 상수(τ)의 현저한 증가를 유발

하였다.   ψPLB-wt  및 ψPLB-TE의 세포 내 Ca
2+  

조절에 대한 효과가 무시해도 될 정도 또는 미미한 정도인

반면, ψPLB-SE 전처리는 상기 PMA-유도된 결함을 완전히 전환시켰다(도 2b).   이러한 데이터는 ψPLB-SE의 전

처리에 의하여 내인성 PLB의 복원된 인산화 레벨이 수축성을 정상화시킴을 나타낸다.   ψPLB-SD 및 ψPLB-6-

mer는 모두 수축성 유지 및 칼슘이온 조절에 ψPLB-SE와 마찬가지로 효과적이었다(도 2c 및 2d).

 [0130]

ψPLB-SE는 엑스 비보에서 허혈/재관류 후의 기능적 회복을 향상시킨다.[0131]

본 발명자들은 나아가 엑스 비보에서 허혈/재관류(I/R: ischemia/reperfusion) 동안의 ψPLB-SE의 이점을 실험[0132]

하였다.   랫트 심장을 란젠도르프-관류하고, 전반적 허혈 유도를 위하여 20분 동안 과류를 중지한 후, 30분 동

안 재관류하였다.   I/R은 좌심실의 이완기 압력을 현저하게 낮추었다(37-44 mmHg vs. 허혈 전 80-100 mmHg).

 재관류 시점에서,  ψPLB-SE  또는 대조군 펩타이드 TAT를 재관류 용액에 첨가했다.    TAT는 효과가 없었던

반면, ψPLB-SE는 이완기 압력을 현저하게 증가시켰다(73-78 mmHg)(도 3a).   실험의 종료 시점에서, 심장 파쇄

물을  제조하여  웨스턴  블롯팅을  실시하였다.    I/R은  Ser
16

 및  Thr
17  

모두에서  PLB의  인산화를  상당히

감소시켰고, ψPLB-SE는 Ser
16
에서의 인산화를 현저하게 회복시켰다.   또한, I/R은 세포 사멸-연관된 카스파아

제 3을 활성화시켰고, ψPLB-SE는 이러한 결과를 완벽하게 역행시켰다(도 3b).   총괄적으로, 이러한 데이터는

ψPLB-SE가 Ser
16
에서 PLB의 인산화 레벨을 증가시킴에 의하여 최소한 부분적으로라도 I/R 이후 기능적 회복을

향상시킴을 보여준다.

 [0133]

고찰[0134]

SERCA2a은 심근 세포에서 세포 내 Ca
2+
 조절의 결정적인 조절자이고, 심부전 및 I/R 손상에서의 상기 SERCA2a의[0135]

역할은 잘 확립되어 있다[6].   따라서 SERCA2a 레벨 및/또는 활성의 정상화 양상은 중요한 치료적 잠재요소가

될 수 있다.   부전성 심장에서 억제된 SERCA2a 레벨의 유전자 이동-매개 회복이 하나의 접근이 될 수 있다.

이러한 접근은 심부전 동물모델에서의 효과적이고[13-16], 최근 말기 인간 심부전 환자에서 안전하고 효과적임

이 밝혀졌다[17, 18].

PLB는 SERCA2a의 내인성 억제제이고, 따라서 PLB는 SERCA2a 활성화 조절을 위한 잠재적 표적이다.   안티센스[0136]

RNA[35] 또는 siRNA(small interfering RNA)[36]에 의한 PLB의 하향-조절은 SERCA2a 활성화 및 심근 세포 수축

성을 부분적으로 회복시켰다.   내인성 PLB의 구조를 붕괴하기 위하여 설계된 PLB의 우성 음성 형태인 K3E/R14E

는 신생아 및 성체 심근 세포에서 SERCA2a 활성을 향상시켰다[35].

본 발명에서, 본 발명자들은 ψPLB-SE가 PP1에 대한 유인체 펩타이드로 작용함에 의하여 PLB의 탈인산화를 방지[0137]

함을 보였다.   흥미롭게도, 본 발명자들은 ψPLB-TE가 ψPLB-SE만큼 효과적이지 않음을 발견하였다(도 1c).

비록 구조상 인식이 현재 불가하지만, Ser
16
에 인산화된 PLB가 Thr

17
에 인산화된 PLB보다 PP1에 대하여 더 좋은

기질임을 파악할 수 있다.   Thr
17 
위치의 인산화는 β-아드레너직 자극 동안 오직 Ser

16
에 인산화에 뒤이어 일어

남에 주목할만하다[36].   따라서 Thr
17
에만 인산화된 PLB는 인 비보에서 존재하지 않을 것이다.   결론적으로,

본 발명자들은 SERCA2a 활성 회복에 의하여 ψPLB-SE가 심장-보호 효과를 나타내는지를 보였다.   짧은 펩타이

드처럼, ψPLB-SE는 siRNA 또는 돌연변이 PLB 단백질 보다 여러 치료적 이점을 갖는다.   앞으로의 실험은 ψ

PLB-SE가 심부전의 다양한 수술적 및 유전적 모델들에 효과적인지 여부를 결정하게 될 것이다.
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이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0138]

구체적인 기술은 단지 바람직한 구현 예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.

 따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SEQ ID NO:1

<400>    1

Arg Ala Glu Thr Ile Glu Met Pro Gln

  1               5                

<210>    2

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SEQ ID NO:2

<400>    2

Arg Ala Ser Glu Ile Glu Met Pro Gln

  1               5                

<210>    3

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SEQ ID NO:3

<400>    3

Arg Ala Asp Thr Ile Glu Met Pro Gln

  1               5                

<210>    4

<211>    8

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SEQ ID NO:4

<400>    4

Ala Glu Thr Ile Glu Met Pro Gln

  1               5            

<210>    5

<211>    7
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SEQ ID NO:5

<400>    5

Arg Ala Glu Thr Ile Glu Met

  1               5        

<210>    6

<211>    6

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SEQ ID NO:6

<400>    6

Arg Ala Glu Thr Ile Glu

  1               5    

<210>    7

<211>    5

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SEQ ID NO:7

<400>    7

Arg Ala Glu Thr Ile

  1               5

<210>    8

<211>    9

<212>    PRT

<213

>    Artificial Sequence

<220><223>    SEQ ID NO:8

<400>    8

Arg Ala Ser Thr Ile Glu Met Pro Gln

  1               5                

<210>    9

<211>    5

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    SEQ ID NO:9

<400>    9

Ala Ser Thr Ile Glu

  1               5

<210>    10

<211>    52

<212>    PRT

<213>    SEQ ID NO:10(Homo sapiens PLB)

<400>    10

Met Glu Lys Val Gln Tyr Leu Thr Arg Ser Ala Ile Arg Arg Ala Ser

  1               5                  10                  15 

Thr Ile Glu Met Pro Gln Gln Ala Arg Gln Lys Leu Gln Asn Leu Phe

             20                  25                  30 

Ile Asn Phe Cys Leu Ile Leu Ile Cys Leu Leu Leu Ile Cys Ile Ile

         35                  40                  45 

Val Met Leu Leu

     50        

<210>    11

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SEQ ID NO:11

<400>    11

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg

  1               5                  10    
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