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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 9의 서열을 포함하는 융합 단백질로서, 호모이량체를 형성하는, 융합 단백질.

청구항 2 

제1항에 있어서, 융합 단백질이, 크기 배제 크로마토그래피로 측정된 바와 같이, 적어도 98% 순수한 것인, 융합

단백질.

청구항 3 

제1항에 있어서, 융합 단백질이 글리코실화된 것인, 융합 단백질.

청구항 4 

제3항에 있어서, 글리코실화 패턴이 포유동물 글리코실화 패턴인 것인, 융합 단백질.

청구항 5 

제4항에 있어서, 아스파라긴 83, 아스파라긴 178 및/또는 아스파라긴 337이 글리코실화된 것인, 융합 단백질.

청구항 6 

제4항에 있어서, 글리코실화 패턴이 챠이니즈 햄스터 난소(CHO) 세포주로부터 유래하는 것인, 융합 단백질.

청구항 7 

제1항에 있어서, 융합 단백질의 N-말단 아미노산이 글루타민인 것인, 융합 단백질. 

청구항 8 

제7항에 있어서, 융합 단백질의 N-말단 아미노산의 N-말단이 QCKILRCNAE(서열번호 10)인 것인, 융합 단백질.

청구항 9 

제1항에 있어서, 서열번호 9의 단편이 서열번호 9의 N-말단 150개 아미노산을 포함하는 것인, 융합 단백질.

청구항 10 

제1항에 있어서, 융합 단백질이 실질적으로 피로겐을 함유하지 않는 것인, 융합 단백질.

청구항 11 

제1항에 있어서, 융합 단백질의 혈청 반감기가 적어도 10시간인 것인, 융합 단백질.

청구항 12 

제1항에 있어서, 융합 단백질이 적어도 10
-7  

M의 KD로 골 형성 단백질-6(BMP-6)에 결합하고, BMP-6 신호전달을

억제하는 것인, 융합 단백질.

청구항 13 

제1항에  있어서,  융합  단백질이,  투여되는  경우,  대상체에서  헤모글로빈  및/또는  헤마토크릿을  증가시키는

것인, 융합 단백질.

청구항 14 
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제1항에 있어서, 융합 단백질이, 빈혈 대상체에게 1개월 이상 동안 투여되는 경우, 빈혈 대상체에서 헤모글로빈

및/또는 헤마토크릿을 적어도 정상 수준까지 증가시키는 것인, 융합 단백질.

청구항 15 

삭제

청구항 16 

제1항에 있어서, 호모이량체가 Fc 힌지 영역에서 형성되는 것인, 융합 단백질.

청구항 17 

제16항에 있어서, 호모이량체가 디설파이드 결합에 의해 Fc 힌지 영역에서 시스테인들 사이에 형성되는 것인,

융합 단백질.

청구항 18 

제1항의 융합 단백질을 코딩하는 핵산 분자.

청구항 19 

제18항에 있어서, 핵산 분자가 서열번호 11의 서열과 95% 동일한 서열을 포함하는 것인 핵산 분자.

청구항 20 

제19항의 핵산 서열을 포함하는 포유동물 세포.

청구항 21 

제20항에 있어서, 세포가 CHO 세포인 것인 포유동물 세포.

청구항 22 

제1항 내지 제8항, 제10항 내지 제14항, 제16항, 및 제17항 중 어느 한 항에 따른 융합 단백질의 치료학적 유효

량을 포함하는, 철 항상성 질환을 치료 또는 개선하기 위한 조성물.

청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제
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청구항 30 

삭제

청구항 31 

삭제

청구항 32 

삭제

청구항 33 

삭제

청구항 34 

삭제

청구항 35 

삭제

청구항 36 

삭제

청구항 37 

삭제

청구항 38 

삭제

청구항 39 

삭제

청구항 40 

삭제

청구항 41 

제1항 내지 제8항, 제10항 내지 제14항, 제16항, 및 제17항 중 어느 한 항에 따른 융합 단백질의 치료학적 유효

량을 포함하는, 암 질환을 치료하기 위한 조성물.

청구항 42 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원[0001]

본원은 2011년 1월 19일자로 출원되고, 이의 전문이 본원에 참조로 인용된 미국 가출원 제61/434,405호로부터[0002]

우선권을 주장한다.
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본 발명은 일반적으로 특히 빈혈 관리에 관하여 철 항상성 질환의 치료, 예방 및 개선에 관한 것이다. 본 발명[0003]

은 보다 구체적으로 헤모주벨린-면역글로불린 Fc 도메인 융합 단백질 및 이로부터 유도된 변이체, 유도체 및 펩

티드 모방체(mimetics), 및 인간에게서 혈청 철, 혈청 헤모글로빈 및/또는 헤마토크릿 수준을 변경하기 위해 이

들 조성물을 사용하는 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

철은 거의 모든 유기체의 성장 및 생존에 요구되는 필수 요소이다. 적혈구(RBC)는 폐로부터 산소를 신체의 정상[0004]

적인 활동에 필요한 에너지를 공급하기 위해 반응하는 신체의 근육 및 기관 모두에 운반하는 적(赤) 철-풍부 단

백질인 헤모글로빈(Hb)을 함유한다. 이들이 함유하는 적혈구의 수 또는 헤모글로빈의 양이 정상치 이하로 떨어

질 경우, 신체는 보다 적은 산소를 수용하고, 적절히 기능하는 데 필요한 것보다 더 적은 에너지를 생성한다.

이 상태는 일반적으로 빈혈이라고 지칭된다. 유아 및 어린이 사이에서 빈혈의 일반적인 원인은 철분 결핍이다.

미국  어린이의  20%  및  개발도상국  어린이의  80%는  18세까지의  몇몇  시점에서  빈혈성으로  될  것이다[참조:

Martin, P. L., et al. The Anemias, Principles and Practices of Pediatrics, 1657 (2d ed., Lippincott

1994)]. 

포유동물에서, 철 균형은 주로 식이 철분의 십이지장 흡수 수준에서 조절된다. 인간에서, 유전성 색소침착증[0005]

(HH)은 혈장 및 특히 췌장, 간 및 피부를  포함하는 다수 기관에서 철분 과부하를 유도하고 철 침전물에 기인하

여 이들 기관 및 조직을 손상시키는 식이 철분의 과흡수에 의해 유발되는 일반적인 상염색체 퇴행성 유전 질환

이다. 

청소년 색소침착증은 주요 철 조절 호르몬 헵시딘(HAMP) 및 헤모주벨린(HFE2)을 코딩하는 유전자의 돌연변이에[0006]

의해 유발되는 철분 과부하 질환이다[참조: Roetto, A., et al . 2003. Nut. Genet. 33:21-22; Papanikolaou,

G., et al. 2004. Nut. Genet. 36:77-82.]. 헤모주벨린은 골 혈성 단백질(BMP) 공동-수용체이고, 헤모주벨린

매개 BMP 신호는 헵시딘 발현 및 철분 대사를 조절한다는 것이 밝혀졌다[참조: Babitt, J.L., et al. 2006.

Nat. Genet. 38:531-539; Babitt, J.L., et al.. 2007. J Clin Invest. 117: 1933-1939.]. 그러나, 생체내에

서 헵시딘의 내인성 BMP 조절제(들)는 공지되지 않았다.

헤모주벨린(또한, RGMc로서 공지됨)은 50-60% 아미노산 동일성을 공유하는, RGMa 및 DRAGON(RGMb)을 포함하는[0007]

단백질의 반발 유도 분자 부류의 일원이다[참조: Samad, T.A., et al. 2004. J. Neurosci. 24:2027-2036.].

발명의 내용

해결하려는 과제

헵시딘 발현 및 철분 대사를 조절하기 위한 비용 효과적이고 효율적인 방법이 필요하다.[0008]

과제의 해결 수단

본 발명은 헤모주벨린("HJV")-면역글로불린 Fc 도메인 융합 단백질을 제공한다. 본 발명은 또한 철 항상성 질환[0009]

을 치료하기 위한 이들 단백질의 사용 방법을 제공한다. HJV는 포유동물 HJV일 수 있다. 보다 구체적으로, HJV

는 마우스 또는 인간 HJV일 수 있다. 

본 발명은 서열번호 9의 서열과 95% 동일한 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체 또는 펩티드 모[0010]

방체를 포함하는 조성물을 제공한다. 하나의 실시양태에서, 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체

또는 펩티드 모방체는 크기 배제 크로마토그래피로 측정된 바와 같이 적어도 98% 순수하다. 또 다른 실시양태에

서, 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체 또는 펩티드 모방체는 글리코실화되어 있다. 특정한 실

시양태에서, 서열번호 1 및 서열번호 9의 아스파라긴 83, 아스파라긴 178 및 아스파라긴 337은 N-글리코실화 부

위이다. 이 실시양태의 한 국면에서, 글리코실화 패턴은 포유동물 글리코실화 패턴이다. 구체적으로, 글리코실

화 패턴은 챠이니즈 햄스터 난소(CHO) 세포주로부터 유래한다. 

또 다른 실시양태에서, 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체 또는 펩티드 모방체의 N-말단 아미노[0011]
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산은 글루타민이다. 이 실시양태의 하나의 국면에서, 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체 또는

펩티드 모방체의 N-말단은 QCKILRCNAE(서열번호 10)이다. 또 다른 실시양태에서, N-말단 단편은 서열번호 1 또

는 9의 최초 150개 아미노산으로부터의 임의의 단편일 수 있다.

또 다른 실시양태에서, 본 조성물은 실질적으로 피로겐을 함유하지 않는다. 또 다른 실시양태에서, 융합 단백질[0012]

또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체 또는 펩티드 모방체의 혈청 반감기는 적어도 10시간이다. 또 다른 실시양

태에서, 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체 또는 펩티드 모방체는 KD가 적어도 10
-7
M인 골 형성

단백질-6("BMP-6")에 결합하고, BMP-6 신호전달을 억제한다. 또 다른 실시양태에서, 본 조성물은, 투여될 경우,

대상체의 헤마토크릿을 증가시킨다. 또 다른 실시양태에서, 본 조성물은, 빈혈 대상체에게 1개월 이상 동안 투

여될 경우, 빈혈 대상체에서 헤마토크릿을 적어도 정상 수준까지 증가시킨다.

또 다른 실시양태에서, 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체 또는 펩티드 모방체는 호모이량체를[0013]

형성한다. 이 실시양태의 한 국면에서, 호모이량체는 Fc 힌지 영역에서 형성된다. 보다 구체적으로, 호모이량체

는 서열번호 9에서 시스테인 373, 380 및/또는 383 사이의 화학적 상호작용을 통해 형성된다. 구체적으로, 화학

적 상호작용은 디설파이드 결합이다.

본 발명은 또한 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 또는 펩티드 모방체를 코딩하는 핵산[0014]

분자를 제공한다.  하나의 실시양태에서, 핵산 분자는 서열번호 11의 서열과 95% 동일한 서열을 포함한다.

본 발명은 또한 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 또는 펩티드 모방체를 코딩하는 핵산[0015]

서열을 포함하는 포유동물 세포를 제공한다. 하나의 실시양태에서, 세포는 CHO 세포이다. 

본 발명은 또한 치료학적 유효량의 상기한 조성물을 대상체에게 투여하고, 이에 의해 철 항상성 질환을 치료하[0016]

고 빈혈을 개선시킴으로써 이를 필요로 하는 대상체에서 생성되는 빈혈과 함께 철 항상성 질환을 치료하는 방법

을 제공한다.

본 발명은 또한 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 또는 펩티드 모방체를 포함하는 조성[0017]

물을 제공하고, 여기서 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 또는 펩티드 모방체는 N-말단

폴리펩티드 및 C-말단 폴리펩티드를 포함하고, 상기 N-말단 폴리펩티드는 서열번호 1의 서열과 95% 동일한 서열

을 포함하고, 상기 C-말단 펩티드는 서열번호 3, 4, 5, 6 및 7로 이루어진 그룹으로부터 선택된 서열과 95% 동

일한 서열을 포함한다. 하나의 실시양태에서, 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 또는 펩

티드 모방체는, 크기 배제 크로마토그래피로 측정하여, 적어도 98% 순수하다.  

또 다른 실시양태에서, 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 또는 펩티드 모방체는 글리코[0018]

실화되어 있다. 이 실시양태의 한 국면에서, 글리코실화 패턴은 포유동물 글리코실화 패턴이다. 구체적으로, 글

리코실화 패턴은 챠이니즈 햄스터 난소(CHO) 세포주로부터 유래한다. 

또 다른 실시양태에서, 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 또는 펩티드 모방체의 N-말단[0019]

아미노산은 글루타민이다. 이 실시양태의 하나의 국면에서, 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체,

단편 또는 펩티드 모방체의 N-말단은 QCKILRCNAE(서열번호 10)이다.

또 다른 실시양태에서, 본 조성물은 실질적으로 피로겐을 함유하지 않는다. 또 다른 실시양태에서, 융합 단백질[0020]

또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체 또는 펩티드 모방체의 혈청 반감기는 적어도 10시간이다. 또 다른 실시양

태에서, 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체 또는 펩티드 모방체는 KD가 적어도 10
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단백질-6("BMP-6")에 결합하고, BMP-6 신호전달을 억제한다. 또 다른 실시양태에서, 본 조성물은, 투여될 경우,

대상체의 헤마토크릿을 증가시킨다. 또 다른 실시양태에서, 본 조성물은, 빈혈 대상체에게 1개월 이상 동안 투

여될 경우, 빈혈 대상체에서 헤마토크릿을 적어도 정상 수준까지 증가시킨다.

본 발명은 또한 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 또는 펩티드 모방체를 코딩하는 핵산[0021]

분자를 제공한다. 하나의 실시양태에서, 핵산 서열은 서열번호 11을 포함한다.

본 발명은 또한 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 또는 펩티드 모방체를 코딩하는 핵산[0022]

서열을 포함하는 포유동물 세포를 제공한다. 하나의 실시양태에서, 본 세포는 CHO 세포이다.

본 발명은 또한 치료학적 유효량의 상기한 조성물을 대상체에게 투여하고, 이에 의해 철 항상성 질환을 치료하[0023]

고/하거나 빈혈을 개선시킴으로써 이를 필요로 하는 대상체에서 철 항상성 질환을 치료하고/하거나 빈혈을 개선
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시키는 방법을 제공한다.

본 발명은 또한 치료학적 유효량의 상기한 조성물을 대상체에게 투여하고, 이에 의해 암을 치료함으로써 이를[0024]

필요로 하는 대상체에서 암을 치료하는 방법을 제공한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 서열번호 3 내지 7의 아미노산 서열의 정렬을 도시한다.[0025]

도 2는 HJV.Fc 이량체의 개략도를 도시한다.

도 3은 대조군 랫트와 비교하여 20mg/kg의 HJV.Fc 투여된 빈혈 랫트의 혈청 헤모글로빈 수준을 나타내는 선 그

래프이다.

도 4는 대조군 랫트와 비교하여 2 또는 20mg/kg의 HJV.Fc 투여된 빈혈 랫트의 혈청 헤모글로빈 수준을 나타내는

선 그래프이다. 

도 5는 대조군 랫트와 비교하여 20mg/kg의 HJV.Fc 투여된 빈혈 랫트의 헤마토크릿 수준을 나타내는 막대 그래프

이다.

도 6은 대조군 랫트와 비교하여 20mg/kg의 HJV.Fc 투여된 빈혈 랫트의 혈청 철을 나타내는 막대 그래프이다.

도 7a는 비아코어(Biacore) 결합 분석으로부터의 데이터를 사용하는 BMP6에 대한 HJV.His (호모이량체) 친화도

를 나타내는 그래프이다.

도 7b는 비아코어 결합 분석으로부터의 데이터를 사용하는 BMP6에 대한 HJV.Fc (호모이량체) 친화도를 나타내는

그래프이다.

도 8은 HJV.Fc가 세포계 생체억제 분석에서 BMP6 활성을 억제하는데 효과적임을 나타낸다.

도 9는 HPLC 분석에 의해 호모이량체성 HJV.Fc의 >95% 순도 단량체의 제조를 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

상세한 설명[0026]

본 발명자들은 빈혈을 치료하기 위한 신규 치료 조성물을 발견했다. 이들 조성물은 헤모주벨린("HJV") 및 IgG[0027]

Fc 영역을 포함하는 융합 단백질 및 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 및 펩티드 모방체이다. 본 발명은

IgG Fc 영역에 융합된 HJV의 아미노산 서열의 적어도 일부를 포함하는 펩티드를 포함하는 융합 단백질 또는 이

의 유도체를 제공한다. 특정한 실시양태에서, 융합 단백질의 HJV 부분은 융합 단백질의 N-말단 부분이고, 융합

단백질의 IgG Fc 부분은 C-말단 부분이다. 기타 실시양태에서, 융합 단백질의 HJV 부분은 융합 단백질의 C-말단

부분이고, 융합 단백질의 IgG Fc 부분은 N-말단 부분이다.

특정한 실시양태에서, 융합 단백질의 N-말단 및 C-말단 부분은 링커와 결합된다.  특정한 실시양태에서, 링커는[0028]

1 내지 50개 아미노산 길이의 폴리펩티드이다.  보다 특정한 실시양태에서, 링커는 2 내지 25개 아미노산 길이

이다. 보다 특정한 실시양태에서, 링커는 3 내지 15개 아미노산 길이이다. 보다 특정한 실시양태에서, 링커는

4, 5, 6, 7, 8 또는 9개 아미노산 길이이다. 하나의 바람직한 실시양태에서, 링커는 5개 아미노산 길이이다. 특

정한 실시양태에서, 링커는 글리신 및 프롤린 잔기가 풍부할 수 있고, 예를 들면, 트레오닌/세린 및 글리신의

단일 서열 또는 트레오닌/세린 및 글리신(예: TG)의 반복 서열을 함유할 수 있다. 특정한 실시양태에서, 돌연변

이는 링커(존재하는 경우) 및/또는 Fc 단백질에서 이루어져 단백질의 반감기를 변경시킬 수 있다.

본 발명의 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 및 펩티드 모방체의 투여는 헵시딘 발현을[0029]

감소시킨다. 본원에서 기술된 조성물은 철 대사 질환을 치료하고 혈청 헤모글로빈 및 헤마토크릿을 증가시키는

데 사용될 수 있다.

HJV 부분[0030]

본원에서 기재된 융합 단백질의 인간 헤모주벨린("HJV") 부분은 철의 이동을 증가시키고/시키거나 철 대사 질환[0031]
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과 관련된 적어도 하나의 증상을 치료하거나 완화시킬 수 있는 HJV의 가용성 부분을 포함한다. 일부 실시양태에

서, 본 발명의 융합 단백질의 HJV 부분은 서열번호 1의 부분과 적어도 75%(예: 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도

90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99%) 동일하다.

HJV의 아미노산 서열은 하기 표 1에 제시된다:[0032]

[표 1][0033]

[0034]

특정한 실시양태에서, 본원에 기재된 융합 단백질의 HJV 부분은 수용액에 용해되고, 철을 이동시키고/시키거나[0035]

철 대사 질환과 관련된 적어도 하나의 증상을 치료하거나 완화시킬 수 있는 서열번호 1의 임의의 단편이다. 본

발명의 융합 단백질의 HJV 부분을 구성하는 서열번호 1의 단편은 서열번호 1의 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,

80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280,

290, 300, 310, 320, 330, 340, 350 또는 360개 아미노산의 단편을 포함한다. 이러한 단편들은 서열번호 1의

임의 범위의 아미노산을 포함할 수 있다. 일부 특정한 실시양태에서, 단편은 서열번호 1의 아미노산 1 내지 150

중 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140 또는 150개 아미노산을 포함한다. 특정한

실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질의 HJV 부분은 서열번호 1의 단편과 80, 85, 90, 95, 97, 98 또는 99% 초

과의 동일성을 갖고, 여기서 단편은 서열번호 1의 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130,

140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330,

340, 350 또는 360개 아미노산을 포함한다.

본 발명의 융합 단백질의 HJV 부분을 구성하는 서열번호 1의 단편은 서열번호 1의 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,[0036]

80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280,

290, 300, 310, 320, 330, 340, 350 또는 360개 연속 아미노산의 단편을 포함한다. 특정한 실시양태에서, 본

발명의 융합 단백질의 HJV 부분은 서열번호 1의 단편과 80, 85, 90, 95, 97, 98, 또는 99% 초과의 동일성을 갖

고, 여기서 단편은 서열번호 1의 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160,

170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350 또는 360

개 연속 아미노산을 포함한다.

특정한 실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질의 HJV 부분은 전체 길이 또는 단편이고, 서열번호 1과 75% 초과의[0037]

동일성을 갖는다. 기타 실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질의 HJV 부분은 전체 길이 또는 단편이고, 서열번호

1과 80, 85, 90, 95, 97, 98 또는 99% 초과의 동일성을 갖는다. 특별한 특정의 실시양태에서, 서열번호 1과 본

발명의 융합 단백질의 HJV 부분의 차이는 하기 기재된 바와 같이 보존적 아미노산 변화이다. 
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IgG Fc 부분[0038]

본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분은, 본 발명의 융합 단백질의 HJV 부분과 융합될 경우, 철을 이동시키고/[0039]

시키거나 철 대사 질환과 관련된 적어도 하나의 증상을 치료하거나 완화시킬 수 있는 면역글로불린 또는 이의

유도체의 Fc  영역의 적어도 일부를 포함한다.  본 발명의 융합 단백질의 IgG  Fc  부분은,  대상체에게 투여될

경우, 융합 단백질을 안정화시킨다. 특정한 실시양태에서, IgG Fc 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편

또는 펩티드 모방체의 부착은 혈청 단백질의 혈청 반감기를 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,

15, 15, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 36, 48, 60, 72, 84 또는 96시간보다 크게 한다. 본 발명의 융합 단

백질과 상용성인 몇몇 서열이 존재한다.

특정한 실시양태에서, IgG Fc 도메인은 CH2 및 CH3 도메인 및 힌지 영역을 포함한다. 기타 실시양태에서, IgG[0040]

Fc는 또한 CH1 영역의 적어도 일부를 함유한다. 특정한 실시양태에서, 융합 단백질의 HJV 부분은 힌지 영역에

직접 결합된다. 기타 실시양태에서, Fc 도메인은 융합 단백질의 HJV 부분에 결합된 이의 CH1 도메인으로부터 힌

지 영역에 서열 N-말단을 함유한다. 기타 실시양태에서, 링커는 힌지 영역에, 또는 Fc 도메인 상의 CH1 도메인

에 결합된다. 보다 특별한 실시양태에서, 힌지 영역은 컨센서스 서열 X1-P-X2-X3(서열번호 2)(여기서, X1은 시스

테인 또는 세린이고, X2는 류신 또는 프롤린이고, X3은 시스테인 또는 세린이다)을 갖는 4개 아미노산을 포함한

다. 순수한 면역글로불린의 힌지 영역은 효과적인 항원-항체 결합을 위한 충분한 유연성을 단백질에 제공한다.

본 발명의 특정한 실시양태에서, 힌지 영역은, 특히 융합 단백질이 이량체 형태로 존재할 경우, 본 발명의 융합

단백질의 IgG Fc 부분에 포함되어 이의 가요성을 유지시킨다.

특정한 실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질의 IgG  Fc  부분은 서열번호 3의 부분과 적어도 75%(예: 적어도[0041]

80%, 적어도 85%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99%) 동일하다. 

[표 2][0042]

[0043]

특정한 실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분은, 본 발명의 융합 단백질의 HJV 부분과 융합될 경[0044]

우, 수용액에 용해되고 철을 이동시키고/시키거나 철 대사 질환과 관련된 적어도 하나의 증상을 치료하거나 완

화시킬 수 있는 서열번호 3의 임의의 단편이다. 본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분을 구성하는 서열번호 3의

단편은 서열번호 3의 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180,

190, 200, 210, 220 또는 230개 아미노산의 단편을 포함한다. 특정한 실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질의

IgG Fc 부분은 서열번호 3의 단편과 80, 85, 90, 95, 97, 98, 또는 99% 초과의 동일성을 갖고, 여기서 단편은

서열번호 3의 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190,

200, 210, 220 또는 230개 아미노산을 포함한다.

본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분을 구성하는 서열번호 3의 단편은 서열번호 3의 10, 20, 30, 40, 50, 60,[0045]

70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220 또는 230개 연속 아미노산의

단편을 포함한다. 특정한 실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분은 서열번호 3의 단편과 80, 85,

90, 95, 97, 98 또는 99% 초과의 동일성을 갖고, 여기서 단편은 서열번호 3의 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
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80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220 또는 230개 연속 아미노산을 포함

한다. 

특정한 실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분은 전체 길이 또는 단편이고, 서열번호 3과 75% 초[0046]

과의 동일성을 갖는다. 기타 실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분은 전체 길이 또는 단편이고,

서열번호 3과 80, 85, 90, 95, 97, 98 또는 99% 초과의 동일성을 갖는다. 특별한 특정의 실시양태에서, 서열번

호 3과 본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분 사이의 차이는 하기 기재된 바와 같이 보존적 아미노산 변화이다.

이의 유도체의 기타 서열 또는 단편은 본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분으로서 사용하기에 적합하다. IgG[0047]

Fc 유도체(서열번호 3), 인간 IgG1 Fc(서열번호 4), 리제너론(Regeneron)에 의해 개발된 VEGFR-Fc 융합으로부

터의 Fc 영역(서열번호 5), 브리스톨 마이어스 스퀴브(Bristol Myers Squibb)에 의해 개발된 CTLA4-Fc 융합으

로부터의 Fc 영역(ORENCIA™ 또는 아바타셉트)(서열번호 6), 리제너론에 의해 개발된 IL1R-Fc 융합으로부터의

Fc 영역(ARCALYST™ 또는 릴로나셉트)(서열번호 7) 및 후미라(HUMIRA
®
)로부터의 Fc 영역(아달루미납)의 정렬. 

특정한 실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분은, 본 발명의 융합 단백질의 HJV 부분과 융합될 경[0048]

우, 수용액에 용해되고, 철을 이동시키고/시키거나 철 대사 질환과 관련된 적어도 하나의 증상을 치료하거나 완

화시킬 수 있는 서열번호 4, 5, 6 또는 7의 임의의 단편이다. 본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분을 구성하는

서열번호 4, 5, 6 또는 7의 단편은 서열번호 4, 5, 6 또는 7의 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,

110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220 또는 230개 아미노산의 단편을 포함한다. 특정

한 실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분은 서열번호 3의 단편과 80, 85, 90, 95, 97, 98 또는

99% 초과의 동일성을 갖고, 여기서 단편은 서열번호 4, 5, 6 또는 7의 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,

100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220 또는 230개 아미노산을 포함한다. 

본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분을 구성하는 서열번호 4, 5, 6 또는 7의 단편은 서열번호 4, 5, 6 또는 7[0049]

의 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220

또는 230개 연속 아미노산의 단편을 포함한다. 특정한 실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분은

서열번호 3과 80, 85, 90, 95, 97, 98 또는 99% 초과의 동일성을 갖고, 여기서 단편은 서열번호 4, 5, 6 또는

7의 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210,

220 또는 230개 연속 아미노산을 포함한다.

특정한 실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분은 전체 길이 또는 단편이고, 서열번호 4, 5, 6 또[0050]

는 7과 75% 초과의 동일성을 갖는다. 기타 실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분은 전체 길이 또

는 단편이고, 서열번호 4, 5, 6 또는 7과 80, 85, 90, 95, 97, 98 또는 99% 초과의 동일성을 갖는다. 특별한

특정의 실시양태에서, 서열번호 4, 5, 6 또는 7과 본 발명의 융합 단백질의 IgG Fc 부분의 차이는 하기 기재된

바와 같이 보존적 아미노산 변화이다.

링커[0051]

특정한 실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질은 융합 단백질의 HJV 부분과 IgG Fc 부분을 연결하는 링커를 포함[0052]

한다. 바람직한 실시양태에서, 링커는 펩티드이다. 대안의 실시양태에서, 펩티드는 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,

11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,

36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 및 50개 아미노산 길이일 수 있다. 특정한 실시양태

에서, 링커를 구성하는 아미노산은 각 위치에서 글리신 또는 세린이다. 하나의 바람직한 실시양태에서, 링커는

서열 GGGGG(서열번호 8)을 갖는다.

특정한 실시양태에서, 링커는 글리신 및 프롤린 잔기가 풍부할 수 있고, 예를 들면, 트레오닌/세린 및 글리신의[0053]

단일 서열 또는 트레오닌/세린 및 글리신(예: TG)의 반복 서열을 함유할 수 있다. 

특정한 실시양태에서, 돌연변이는 링커(존재하는 경우) 및/또는 Fc 단백질에서 이루어져 단백질의 반감기를 변[0054]

경시킬 수 있다.

이량체화 [0055]

특정한 실시양태에서, 융합 단백질은 두 개의 동일한 폴리펩티드 서브유닛을 포함하는 이량체 형태로 존재한다.[0056]
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도 2에 개략적으로 도시된 실시양태에서, N-말단으로부터 C-말단으로 각 폴리펩티드 서브유닛은 하기 제시된 서

열번호 9의 폴리펩티드 서열을 포함한다.

[표 3][0057]

[0058]

두  폴리펩티드  서브유닛은  각  힌지  영역  사이의  디설파이드  결합에  의해  함께  결합하여  이량체  구조를[0059]

형성한다. 호모이량체는 Fc 힌지 영역에서 형성될 수 있다. 보다 구체적으로, 호모이량체는 서열번호 9에서 시

스테인 373, 380 및/또는 383 사이의 화학적 상호작용을 통해 형성될 수 있다.

서열번호 9의 아미노산 서열을 갖는 단백질을 발현시키는데 사용된 벡터의 핵산 서열은 하기 제시된다.[0060]
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[표 4][0061]

[0062]
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[0063]
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[0064]

서열번호  11의  핵산  14  내지  250은  SV40  폴리아데노신을  형성한다.  핵산  643  내지  1297은  복제  기원을[0065]

형성한다. 핵산 1438 내지 2413은 β-락카타마제를 코딩한다. 핵산 2932 내지 3706은 CMV 프로모터를 형성한다.

핵산 3722 내지 3826은 HJV 리더를 코딩한다. 핵산 3827 내지 4918은 사람 HJV를 코딩한다. 핵산 4919 내지

4933은 글리신 스페이서를 코딩한다. 핵산 4934 내지 5629는 IgG Fc를 코딩한다. 서열번호 11은 도면에서 개략

적으로 도시된다.

특정 실시양태에 따르면, 본 발명의 융합 단백질은 이량체를 형성해야 한다. 특정한 실시양태에서, 융합 단백질[0066]

은 이량체를 형성하지만, 4량체, 6량체, 8량체 등과 같은 보다 고차수 응집물을 형성하지 않는다. 이러한 고차

수 응집물은 융합 단백질의 용해도 및 이의 치료 효과에 영향을 미칠 수 있다.

정의 [0067]

달리 정의되지 않는 한, 본 발명과 관련하여 사용된 과학적 및 기술적 용어는 본 기술분야의 통상의 기술자에[0068]

의해 통상적으로 이해되는 의미를 가질 것이다. 추가로, 문맥에 의해 달리 요구되지 않는 한, 단수 표현은 복수

를 포함해야 하고, 복수 표현은 단수를 포함해야 한다. 일반적으로, 본원에 기재된 세포 및 조직 배양, 분자 생

물학, 및 단백질 및 올리고- 또는 폴리뉴클레오티드 화학 및 하이브리드화와 관련하여 사용된 명명법 및 이들

기술은 본 분야에 잘 알려지고 통상적으로 사용되는 것들이다. 표준 기술은 재조합 DNA, 올리고뉴클레오티드 합

성 및 조직 배양 및 형질전환(예: 전기천공, 리포펙션)을 위해 사용된다. 효소 반응 및 정제 기술은 제조업자의

지침에 따라서 또는 본 기술분야에서 통상 달성된 바와 같이 또는 본원에 기재된 바와 같이 수행된다. 본원에

기재된 조성물 및 방법의 실시는, 반대로 구체적으로 기재되지 않는 한, 본 기술분야의 기술 내의 바이러스학,

면역학, 미생물학, 분자 생물학 및 재조합 DNA 기술의 통상적인 방법을 사용하고, 이중 다수는 예시 목적으로

하기에 기재된다.  이러한 기술은 문헌에서 완전히 설명된다[참조:  Sambrook,  et  al.  Molecular  Cloning:  A

Laboratory Manual (2nd Edition, 1989); Maniatis et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1982);

DNA Cloning: A Practical Approach, vol. I & II (D. Glover, ed.); Oligonucleotide Synthesis (N. Gait,

ed.,  1984);  Nucleic  Acid  Hybridization  (B.  Hames  &  S.  Higgins,  eds.,  1985);  Transcription  and

Translation (B. Hames & S. Higgins, eds., 1984); Animal Cell Culture (R. Freshney, ed., 1986); Perbal,

A Practical Guide to Molecular Cloning (1984)].

본원에 기재된 분석 화학, 합성 유기 화학 및 의학적 및 약제학적 화학과 관련하여 사용된 명명법 및 이의 실험[0069]

실 절차 및 기술은 본 기술분야에 잘 알려지고 통상 사용되는 것들이다.  표준 기술은 화학적 합성,  화학적

분석, 약제학적 제제, 제형 및 전달, 및 환자의 치료를 위해 사용된다.
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다음 정의가 본 명세서를 이해하는데 유용하다:[0070]

감염을 치료할 목적의 "포유동물"은 인간, 가축 및 농장 동물, 및 동물원, 스포츠 또는 애완 동물, 예를 들면,[0071]

개, 고양이, 소, 말, 양, 돼지, 염소, 토끼 등을 포함하는 임의의 포유동물을 지칭한다.  바람직하게는, 포유동

물은 인간이다.

"치료하는" 또는 "치료" 또는 "완화"는 치료학적 치료 및 예방적 또는 재발방지 수단 둘 다를 지칭하고, 목적은[0072]

표적화된 병리학적 상태 또는 질환을 예방하거나 늦추는(경감시키는) 것이다. 치료를 필요로 하는 것들은 이미

질환을 가질 뿐만 아니라 질환을 갖기 쉬운 것들 또는 질환이 예방되어야 할 것들을 포함한다. 대상체 또는 포

유동물은 본 발명의 방법에 따라 항체의 치료량을 수용한 후, 환자가 다음 중의 하나 이상에서 관찰가능하고/하

거나 측정가능한 감소 또는 부재를 나타낼 경우에 감염을 성공적으로 "치료했다": 감염 세포 수의 감소 또는 감

염 세포의 부재; 감염된 총 세포 비율의 감소; 및 특정 감염과 관련된 하나 이상의 증상을 어느 정도 경감; 감

소된 질병률 및 사망률, 및 삶 문제의 품질 개선. 질환에서 성공적인 치료 및 개선을 평가하기 위한 상기 파라

미터는 의사에게 친숙한 통상적인 절차로 용이하게 측정가능하다.

용어 "치료학적 유효량"은 대상체 또는 포유동물에서 질환 또는 질병을 "치료하기에" 효과적인 조성물의 양을[0073]

지칭한다. "치료하는"의 선행 정의를 참조한다.

"만성" 투여는 연장된 기간 동안 초기 치료학적 효과(활성)를 유지시키기 위해, 급성 방식과 대조적인 연속 방[0074]

식으로 제제(들)를 투여함을 지칭한다. "간헐적" 투여는 중단 없이 연속적으로 수행되지 않고 오히려 특성상 주

기적인 치료이다.

본원에 사용된 "담체"는 사용된 용량 및 농도에서 이에 노출된 세포 또는 포유동물에 무독성인 약제학적으로 허[0075]

용되는 담체, 부형제 또는 안정화제를 포함한다. 흔히, 생리학적으로 허용되는 담체는 수성 pH 완충 용액이다.

생리학적으로 허용되는 담체의 예는 완충제, 예를 들면, 포스페이트, 시트레이트 및 기타 유기 산; 아스코르브

산을 포함하는 산화방지제; 저분자량(약 10개 미만의 잔기) 폴리펩티드; 단백질, 예를 들면, 혈청 알부민, 젤라

틴,  또는  면역글로불린;  친수성  중합체,  예를  들면,  폴리비닐피롤리돈;  아미노산,  예를  들면,  글리신,

글루타민, 아스파라긴, 아르기닌 또는 리신; 모노사카라이드, 디사카라이드, 및 글루코즈, 만노즈 또는 덱스트

린을 포함하는 기타 탄수화물; 킬레이트화제, 예를 들면, EDTA; 당 알콜, 예를 들면, 만니톨 또는 솔비톨; 염

형성 카운터이온(counterion), 예를 들면, 나트륨; 및/또는 비이온성 계면활성제, 예를 들면, TWEEN™ 폴리에틸

렌 글리콜(PEG), 및 PLURONICS™을 포함한다. 

용어 "핵산" 및 "폴리뉴클레오티드"는 본원에서 일본쇄 또는 이본쇄 RNA, DNA, PNA, 또는 혼합 중합체를 지칭하[0076]

기 위해 상호교환적으로 사용된다. 폴리뉴클레오티드는 게놈 서열, 게놈외 및 플라스미드 서열, 및 폴리펩티드

를 발현시키거나 발현시키도록 적응될 수 있는 보다 작은 조작된 유전자 세그먼트를 포함할 수 있다.

"분리된 핵산"은 실질적으로 기타 게놈 DNA 서열 뿐만 아니라 단백질 또는 복합체, 예를 들면, 자연적으로 천연[0077]

서열을 동반하는 리보솜 및 폴리머라제로부터 분리된 핵산이다. 본 용어는 이의 천연 발생 환경으로부터 제거된

핵산 서열을 포함하고, 재조합 또는 클로닝 DNA 분리물 및 화학적으로 합성된 동족체 또는 이종 시스템에 의해

생물학적으로 합성된 동족체를 포함한다. 실질적으로 순수한 핵산은 핵산의 분리된 형태를 포함한다. 물론, 이

는 원래 분리된 핵산을 지칭하고, 나중에 인간의 손으로 분리된 핵산에 부가된 유전자 또는 서열을 제외하지 않

는다.

용어 "폴리펩티드"는 이의 통상적인 의미, 즉 아미노산의 서열로서 사용된다. 폴리펩티드는 생성물의 특정 길이[0078]

로 제한되지 않는다. 펩티드, 올리고펩티드 및 단백질은 폴리펩티드의 정의 내에 포함되고, 이러한 용어는, 구

체적으로 달리 기재되지 않는 한, 본원에서 상호교환적으로 사용될 수 있다. 이 용어는 또한 폴리펩티드의 발현

후 변형, 예를 들면, 글리코실화. 아세틸화, 포스포릴화 등 뿐만 아니라 자연 발생적이고 비자연 발생적이기도

한 본 기술분야에 공지된 기타 변형을 지칭하지 않거나 배제하지 않는다. 폴리펩티드는 전체 단백질, 또는 이의

서브서열일 수 있다. 본 명세서의 문맥상 목적하는 특별한 폴리펩티드는 CDR을 포함하고 항원 또는 인플루엔자

A-감염 세포를 결합할 수 있는 아미노산 서열이다.

"분리된 폴리펩티드"는 이의 자연 환경의 성분으로부터 동정되고, 분리되고/되거나 회수된 것이다. 바람직한 실[0079]

시양태에서, 분리된 폴리펩티드는 (1) 로리법(Lowry method)으로 측정된 바와 같이 95중량% 초과의 폴리펩티드

로, 가장 바람직하게는 99중량% 이상으로, (2) 회전 컵 서열분석기를 사용하여 N-말단 또는 내부 아미노산 서열

의 적어도 15개 잔기를 수득하기에 충분한 정도로, 또는 (3) 코마시에 블루(Coomassie blue) 또는, 바람직하게

는 은 염색을 사용하여 환원 또는 비환원 조건하에 SDS-PAGE에 의해 균일성으로 정제시킬 수 있다. 분리된 폴리
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펩티드는 재조합 세포 내에서 동일반응계 폴리펩티드를 포함하는데, 이는 폴리펩티드의 자연 환경의 적어도 하

나의 성분이 존재하지 않기 때문이다. 그러나, 통상적으로, 분리된 폴리펩티드는 적어도 하나의 정제 단계로 제

조된다.

"천연 서열" 폴리뉴클레오티드는 자연으로부터 유도된 폴리뉴클레오티드와 동일한 뉴클레오티드 서열을 갖는 것[0080]

이다. "천연 서열" 폴리펩티드는 자연으로부터(예: 임의의 종으로부터) 유래된 폴리펩티드(예: 항체)와 동일한

아미노산 서열을 갖는 것이다. 이러한 천연 서열 폴리뉴클레오티드 및 폴리펩티드는 자연으로부터 분리될 수 있

거나 재조합 또는 합성 수단에 의해 생성될 수 있다.

폴리뉴클레오티드 "변이체"는, 용어가 본원에서 사용될 때, 통상적으로 하나 이상의 치환, 결실, 부가 및/또는[0081]

삽입으로 본원에서 구체적으로 기재된 폴리뉴클레오티드로부터 상이한 폴리뉴클레오티드이다. 이러한 변이체는

자연  발생적일  수  있거나,  합성적으로,  예를  들면,  본  발명의  하나  이상의  폴리뉴클레오티드  서열을

변형시키고, 본원에서 기재된 코딩 폴리펩티드의 하나 이상의 생물학적 활성을 평가하고/하거나 본 기술분야에

익히 공지된 다수의 기술 중의 임의의 기술을 사용하여 생성될 수 있다.

폴리펩티드 "변이체"는, 용어가 본원에 사용될 때, 통상적으로 하나 이상의 치환, 결실, 부가 및/또는 삽입으로[0082]

본원에서 구체적으로 기재된 폴리펩티드로부터 상이한 폴리펩티드이다. 이러한 변이체는 자연 발생적일 수 있거

나, 합성적으로, 예를 들면, 본 발명의 하나 이상의 상기 폴리펩티드 서열을 변형시키고, 본원에서 기재된 폴리

펩티드의 하나 이상의 생물학적 활성을 평가하고/하거나 본 기술분야에 익히 공지된 다수의 기술 중의 임의의

기술을 사용하여 생성될 수 있다.

본 발명의 폴리뉴클레오티드 및 폴리펩티드의 구조에서 변형이 이루어질 수 있고, 바람직한 특성을 갖는 변이체[0083]

또는 유도체 폴리펩티드를 코딩하는 작용성 분자를 수득한다. 폴리펩티드의 아미노산 서열을 변경시켜 본 발명

의 폴리펩티드의 등가의 또는 심지어 향상된 변이체 또는 부분을 생성하는 것이 바람직할 경우, 본 기술분야의

숙련가는 통상적으로 코딩 DNA 서열의 코돈 중의 하나 이상을 변화시킨다.

예를 들면, 특정 아미노산은 기타 폴리펩티드(예: 항원) 또는 세포를 결합시키는 이의 능력의 상당한 손실 없이[0084]

단백질 구조에서 기타 아미노산을 치환할 수 있다. 그것이 본 단백질의 생물학적 작용성 활성을 규정하는 단백

질의 결합 성능 및 특성이기 때문에, 특정 아미노산 서열 치환이 단백질 서열 및, 물론 이의 주요 DNA 코딩 서

열에서 수행될 수 있고, 그럼에도 불구하고 유사 특성을 갖는 단백질을 수득할 수 있다. 각종 변화가 기재된 조

성물의 펩티드 서열, 또는 이들의 생물학적 유용성 또는 활성의 상당한 손실 없이 상기 펩티드를 코딩하는 상응

하는 DNA 서열에서 수행될 수 있다.

많은 경우에, 폴리펩티드 변이체는 하나 이상의 보존적 치환을 함유한다.  "보존적 치환"은 아미노산이 유사한[0085]

특성을 갖는 또 다른 아미노산을 치환하여 펩티드 화학 기술분야의 숙련가가 폴리펩티드의 2차 구조 및 실질적

으로 변화되지 않는 폴리펩티드의 수치요법 특성을 기대할 수 있도록 하는 것이다.

특정 아미노산이 유사한 수치요법 지수 또는 점수를 갖는 기타 아미노산으로 치환될 수 있고 유사한 생물학적[0086]

활성을 갖는 단백질을 제공할 수 있고, 즉 생물학적 작용성 등가 단백질을 수득할 수 있다는 것이 본 기술분야

에 공지되어 있다.  이러한 변화를 제공하는데 있어서, 수치요법 지수가 ±2 이내인 아미노산의 치환이 바람직

하고, ±1 이내인 것들이 특히 바람직하고, ±0.5 이내인 것들이 훨씬 더 특히 바람직하다.  유사한 아미노산의

치환은 친수성에 기초하여 효과적으로 수행될 수 있다는 것이 또한 본 기술분야에서 이해된다. 미국 특허 제

4,554,101호는  인접하는 아미노산의 친수성에 의해 통제되는 단백질의 최대 국소 평균 친수성이 단백질의 생물

학적 특성과 관련이 있다고 기재한다.

상기 서술한 바와 같이, 아미노산 치환은 일반적으로 아미노산 측쇄 치환의 상대적인 유사성, 예를 들면, 이들[0087]

의 소수성, 친수성, 전하, 크기 등에 기초한다.  상기한 특성 중의 하나 이상을 고려하는 예시적인 치환은 본

기술분야의 기술자에게 익히 공지되어 있고, 아르기닌 및 리신; 글루타메이트 및 아스파르테이트; 세린 및 트레

오닌; 글루타민 및 아스파라긴; 및 발린, 류신 및 이소류신을 포함한다.

아미노산 치환은 잔기의 극성, 전하, 용해도, 소수성, 친수성 및/또는 양쪽성 특성에서의 유사성에 기초하여 추[0088]

가로 이루어질 수 있다.  예를 들면, 음으로 하전된 아미노산은 아스파르트산 및 글루탐산을 포함하고, 양으로

하전된 아미노산은 리신 및 아르기닌을 포함하고, 유사한 친수성 값을 갖는 하전되지 않은 극성 헤드 그룹을 갖

는 아미노산은 류신, 이소류신 및 발린, 글리신 및 알라닌, 아스파라긴 및 글루타민; 및 세린, 트레오닌, 페닐

알라닌 및 티로신을 포함한다.  보존적 변화를 나타낼 수 있는 아미노산의 기타 그룹은 (1) ala, pro, gly,

glu, asp, gln, asn, ser, thr; (2) cys, ser, tyr, thr; (3) val, ile, leu, met, ala, phe; (4) lys, arg,
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his; 및 (5) phe, tyr, trp, his를 포함한다.  변이체는 또한, 또는 대안적으로 비보존적 변화를 함유할 수 있

다.  바람직한 실시양태에서, 변이체 폴리펩티드는 5개 아미노산 또는 보다 소수의 치환, 결실 또는 부가로 천

연 서열과 상이하다.  변이체는 또한 (또는 대안적으로), 예를 들면, 폴리펩티드의 면역원성, 2차 구조 및 수치

요법 특성에 최소 영향을 갖는 아미노산의 결실 또는 부가로 변형될 수 있다.

폴리펩티드는 단백질의 N-말단에 신호(또는 리더) 서열을 포함할 수 있고, 이는 단백질의 전이를 해독과 동시에[0089]

또는 해독 후에 유도한다.  또한, 폴리펩티드는 본 폴리펩티드(예: poly-His)의 합성, 정제 또는 동정을 용이하

게 하기 위해 또는 고체 지지체에 대한 폴리펩티드의 결합을 향상시키기 위해 링커 또는 기타 서열과 접합될 수

있다.  예를 들면, 폴리펩티드는 면역글로불린 Fc 영역과 접합될 수 있다.

비교용의 최적 서열 정렬은, 디펄트 파라미터를 사용하여, 생물정보 소프트웨어(DNASTAR, Inc., Madison, WI)의[0090]

레이저진(lasergene) 세트에서 메그얼라인(Megalign) 프로그램을 사용하여 수행할 수 있다.  이 프로그램은 하

기 참조문헌에 기재된 몇몇 정렬 도식을 구현한다: Dayhoff, M.O. (1978) A model of evolutionary change in

proteins  -  Matrices  for  detecting  distant  relationships.  In  Dayhoff,  M.O.  (ed.)  Atlas  of  Protein

Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, Washington DC Vol. 5, Suppl. 3, pp.

345-358; Hein J. (1990) Unified Approach to Alignment and Phylogenes pp. 626-645 Methods in Enzymology

vol. 183, Academic Press, Inc., San Diego, CA; Higgins, D.G. and Sharp, P.M. (1989) CABIOS5:151-153;

Myers, E.W. and Muller W. (1988) CABIOS 4:11-17; Robinson, E.D. (1971) Comb. Theor11:105; Santou, N.

Nes, M. (1987) Mol. Biol. Evol. 4:406-425; Sneath, P.H.A. and Sokal, R.R. (1973) Numerical Taxonomy -

the Principles and Practice of Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, CA; Wilbur, W.J. and

Lipman, D.J. (1983) Proc. Natl. Acad., Sci. USA 80:726-730.

또는, 비교용의 최적 서열 정렬은 문헌[참조: Smith and Waterman (1981) Add. APL. Math 2:482]의 국소 동일[0091]

성 알고리즘, 문헌[참조: Needleman and Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443]의 동일성 알고리즘, 문헌[참조:

Pearson and Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444]의 유사성 방법에 대한 검색, 이들 알고리즘

의  컴퓨터  실행(GAP,  BESTFIT,  BLAST,  FASTA,  and  TFASTA  in  the  Wisconsin  Genetics  Software  Package,

Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, WI) 또는 검사에 의해 수행할 수 있다.

서열 동일성 및 서열 유사성 비율을 측정하는데 적합한 알고리즘의 한 가지 바람직한 예는 BLAST 및 BLAST 2.0[0092]

알고리즘이고, 이는 문헌[참조: Altschul et al. (1977) Nucl. Acids Res. 25:3389-3402 and Altschul et al.

(1990) J. Mol. Biol. 215:403-410]에 각각 기재되어 있다.  BLAST 및 BLAST 2.0은, 예를 들면, 본원에 기재된

파라미터와 함께 사용되어, 본 발명의 폴리뉴클레오티드 및 폴리펩티드에 대한 서열 동일성 비율을 결정할 수

있다.  BLAST 분석을 수행하기 위한 소프트웨어는 생물기술 정보에 대한 국립 센터(the National Center for

Biotechnology Information)를 통해 공개적으로 이용가능하다.

"상동성"은, 필요한 경우, 최대 상동성 비율을 달성하기 위해 서열 정렬 및 갭 도입 후에 비-변이체 서열과 동[0093]

일한 폴리뉴클레오티드 또는 폴리펩티드 서열 중의 잔기 비율을 지칭한다.  특정한 실시양태에서, 폴리뉴클레오

티드 및 폴리펩티드 변이체는 본원에 기재된 폴리뉴클레오티드 또는 폴리펩티드와 적어도 70%, 적어도 75%, 적

어도 80%, 적어도 90%, 적어도 95%, 적어도 98% 또는 적어도 99%의 폴리뉴클레오티드 또는 폴리펩티드 상동성을

갖는다.

"벡터"는 셔틀 및 발현 벡터를 포함한다.  전형적으로, 플라스미드 작제물은 또한 박테리아에서 각각 플라스미[0094]

드의 복제 및 선별을 위한 복제 기원(예: Co1E1 복제 기원) 및 선별 마커(예: 앰피실린 또는 테트라사이클린 내

성)를 포함할 것이다.  "발현 벡터"는 박테리아 또는 진핵 세포에서 본 발명의 항체 단편을 포함하는 항체의 발

현을 위해 필수 조절 서열 또는 조절 요소를 함유하는 벡터를 지칭한다.  적합한 벡터는 하기에 기재되어 있다.

용어 "변이체"는, 단백질 또는 펩티드의 아미노산 서열과 비교하여 하나 이상의 아미노산 치환, 결실 및/또는[0095]

삽입체가 존재하고 단백질 또는 펩티드의 자연 발생 대립인자 변이체 또는 대체 스플라이싱 변이체를 포함하는

단백질 또는 폴리펩티드를 지칭한다. 용어 "변이체"는 펩티드 서열 중의 하나 이상의 아미노산을 유사 또는 동

일한 아미노산(들) 또는 상이한 아미노산(들)으로 치환하는 것을 포함한다. 바람직한 변이체는 하나 이상의 아

미노산 위치에서 알라닌 치환을 포함한다. 다른 바람직한 치환은 단백질의 전체 전하, 극성 또는 소수성에 대해

거의 또는 전혀 효과가 없는 보존적 치환을 포함한다. 보존적 치환은 상기 기재되어 있다.

기타 변이체는 덜 보존적 아미노산 치환으로 구성될 수 있고, 예를 들면, 선별 잔기는 (a) 예를 들면, 시트[0096]

(sheet) 또는 나선형 구조로서 치환 부위에서 폴리펩티드 골격의 구조, (b) 표적 부위에서 분자의 전하 또는 소
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수성 또는 (c) 측쇄의 벌크에 대한 이들의 효과가 더욱 현저히 상이하다. 기능에 대해 보다 현저한 효과를 가질

것으로 일반적으로 예상되는 치환은 (a) 글리신 및/또는 프롤린이 또 다른 아미노산으로 치환되거나 결실 또는

삽입되고; (b) 친수성 잔기, 예를 들면, 세릴 또는 트레오닐이 소수성 잔기, 예를 들면, 류실, 이소류실, 페닐

알라닐, 발릴 또는 알라닐로 (또는 이들에 의해) 치환되고; (c) 시스테인 잔기가 임의의 다른 잔기로 (또는 이

들에 의해) 치환되고; (d) 양성 측쇄를 갖는 잔기, 예를 들면, 리실, 아르기닐 또는 히스티딜이 음성 전하를 갖

는 잔기, 예를 들면, 글루타밀 또는 아스파르틸로 (또는 이들에 의해) 치환되고; 또는 (e) 벌크 측쇄를 갖는 잔

기, 예를 들면, 페닐알라닌이 이러한 측쇄를 갖지 않는 것, 예를 들면, 글리신으로 (또는 이들에 의해) 치환되

는 것들이다.  다른 변이체는 신규한 글리코실화 및/또는 포스포릴화 부위(들)를 생성하도록 설계된 것들, 또는

기존의 글리코실화 및/또는 포스포릴화 부위(들)를 결실하도록 설계된 것들을 포함한다. 변이체는 글리코실화

부위, 단백질분해 절단 부위 및/또는 시스테인 잔기에서 적어도 하나의 아미노산 치환을 포함한다.  변이체는

또한 링커 펩티드 상의 단백질 또는 펩티드 아미노산 서열 전후에 추가의 아미노산 잔기를 갖는 단백질 및 펩티

드를 포함한다. 용어 "변이체"는 또한, 아미노산 서열의 3' 또는 5' 말단 또는 이들 둘 다를 플랭킹하는 적어도

하나 및 25개 이하(예: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20개)의 추가 아미노산과 함께 본 발명의 단백질/

펩티드의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩티드를 포함한다.

용어 "변이체"는 또한, 2개 폴리펩티드의 아미노산 위치에서 유사성을 비교하기 위해 통상 사용되는 표준 방법[0097]

으로 측정할 때, 본 발명의 단백질의 아미노산 서열에서 적어도 60 내지 99% 동일한 단백질(예: 60, 65, 70,

75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 또는 100%)을 지칭한다. 2개 단백질 사이의 유사성 또는 동일성 정도는 공지된 방

법으로 용이하게 계산할 수 있다. 동일성을 측정하는 바람직한 방법은 시험된 서열 사이의 최대 매칭을 제공하

도록 설계된다. 동일성 및 유사성을 측정하는 방법은 공개적으로 이용가능한 컴퓨터 프로그램으로 분류된다. 변

이체는, 비교 단백질 또는 펩티드와 비교하여, 통상 하나 이상(예: 2, 3, 4, 5 등)의 아미노산 치환체, 결실체

및/또는 삽입체를 가질 것이다. 

본원에 기재된 "성숙" 형태의 융합 단백질은 자연 발생 폴리펩티드 또는 전구체 형태 또는 프로단백질의 생성물[0098]

이다. 자연 발생 폴리펩티드, 전구체 또는 프로단백질은, 비제한적으로 예를 들면, 상응한 유전자에 의해 코딩

된 전장 유전자 생성물을 포함한다. 또는, 이는 본원에 기재된 개방 판독 프레임에 의해 코딩된 폴리펩티드, 전

구체 또는 프로단백질로서 정의될 수도 있다. 생성물 "성숙" 형태는, 비제학적으로 예를 들면, 유전자 생성물이

발생하는 세포(예: 숙주 세포) 내에서 발생할 수 있는 하나 이상의 자연 발생 처리 단계의 결과로서 발생한다.

"성숙" 형태의 폴리펩티드 또는 단백질을 유도하는 이러한 처리 단계의 예는 ORF의 개시 코돈에 의해 코딩된 N

말단 메티오닌 잔기의 절단, 또는 신호 펩티드 또는 리더 서열의 단백질분해 절단을 포함한다.  추가로, 본원에

사용된 바와 같이, "성숙" 형태의 폴리펩티드 또는 단백질은 단백질분해 절단의 경우 이외의 해독후 변형 단계

로부터 발생할 수도 있다.  이러한 추가의 처리는, 비제한적으로 예를 들면, 글리코실화, 미리스틸화 또는 포스

포릴화를 포함한다.  일반적으로, 성숙 폴리펩티드 또는 단백질은 이들 처리 중의 단지 하나의 작동 또는 이들

의 임의의 조합의 작동으로부터 발생할 수 있다.

용어 "유도체"는 화학적으로 변형된 단백질 또는 폴리펩티드를 지칭하고, 이는 처리 및 기타 해독후 변형 등의[0099]

자연 처리에 의해, 또한 화학적 변형 기술, 예를 들면, 하나 이상의 폴리에틸렌 글리콜 분자, 당, 포스페이트

및/또는 기타 이러한 분자의 부가에 의해 화학적으로 변형된 것이며, 여기서 당해 분자 또는 분자들은 야생형

단백질에 자연적으로 부착되지 않는다. 유도체는 염을 포함한다. 이러한 화학적 변형은 기본 문헌 및 보다 상세

한 논문 뿐만 아니라 다수의 연구 문헌에 잘 기재되어 있고,  이들은 당해 기술분야의 기술자에게 공지되어

있다. 동일한 유형의 변형은 소정 단백질 또는 폴리펩티드 중의 몇몇 부위에서 동일하거나 상이한 정도로 존재

할 수 있음이 인식될 것이다. 또한, 소정 단백질 또는 폴리펩티드는 다수 형태의 변형을 함유할 수 있다.  변형

은, 펩티드 골격, 아미노산 측쇄 및 아미노 또는 카복실 말단을 포함하여 단백질 또는 폴리펩티드에서 어디든지

발생할 수 있다.  변형은, 예를 들면, 아세틸화, 아실화, ADP-리보실화, 아미드화, 플라빈의 공유 결합, 헴 잔

기의 공유 결합, 뉴클레오티드 또는 뉴클레오티드 유도체의 공유 결합, 지질 또는 지질 유도체의 공유 결합, 포

스포티딜이노시톨의 공유 결합, 가교-결합, 폐환, 디설파이드 결합 형성, 탈메틸화, 공유 가교-결합의 형성, 시

스테인의  형성,  피로글루타메이트의  형성,  포르밀화,  감마-카복실화,  글리코실화,  GPI  앵커  형성,

하이드록실화, 요오드화, 메틸화, 미리스토일화, 산화, 단백질분해 처리, 포스포릴화, 프레닐화, 라세미화, 글

리코실화,  지질  결합,  설페이트화,  글루탐산  잔기의  감마-카복실화,  하이드록실화  및  ADP-리보실화,

셀레노일화, 설페이트화, 단백질에 대한 아미노산의 전사-RNA 매개된 부가, 예를 들면, 아르기닐화 및 우비퀴틴

화를 포함한다.

용어 "유도체"는, 분지화와 함께 또는 분지화 없이, 당해 단백질 또는 폴리펩티드를 분지화 또는 사이클릭 상태[0100]
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로 되게 하는 화학적 변형을 포함한다. 사이클릭, 분지화 및 분지화 환상 단백질 또는 폴리펩티드는 해독후 자

연 처리로부터 발생할 수 있고, 또한 완전히 합성 방법에 의해 제조될 수 있다. 이러한 유도체의 예는 (i) 아미

노 말단 또는 또 다른 유리 아미노 그룹의 N-아실 유도체(여기서, 아실 그룹은 알카노일 그룹(예: 아세틸, 헥사

노일, 옥타노일), 아로일 그룹(예: 벤조일) 또는 차단 그룹, 예를 들면, F-moc(플루오레닐메틸-O--CO--); (ii)

카복시 말단 또는 또 다른 유리 카복시 또는 하이드록실 그룹의 에스테르; (iii) 암모니아 또는 적합한 아민과

의 반응에 의해 생성된 카복시 말단 또는 또 다른 유리 카복실 그룹의 아미드; (iv) 포스포릴화 유도체; (v) 항

체 또는 다른 생물학적 리간드에 접합된 유도체 및 기타 유형의 유도체를 포함한다.

용어 "유도체"는, 분지화와 함께 또는 분지화 없이, 당해 단백질 또는 폴리펩티드를 분지화 또는 사이클릭 상태[0101]

로 되게 하는 화학적 변형을 포함한다. 사이클릭, 분지화 및 분지화 환상 단백질 또는 폴리펩티드는 해독후 자

연 처리로부터 발생할 수 있고, 또한 완전히 합성 방법에 의해 제조될 수 있다. 분자내 디설파이드 결합을 함유

하는 사이클릭 유도체는, 아미노 및 카복시 말단과 같이 폐환을 위해 선택된 위치에서 적합한 S-보호된 시스테

인 또는 호모시스테인 잔기를 도입함으로써, 통상의 고체 상 합성에 의해 제조될 수 있다. 쇄 어셈블리의 완성

후, 폐환은 (1) S--S 결합을 형성하기 위해, 상응하는 2개의 유리 SH-관능기의 후속적 지지체상 산화와 함께 S-

보호 그룹의 선택적 제거, 이어서 지지체로부터 생성물의 통상의 제거 및 적절한 정제 공정에 의해; 또는 (2)

완전한 측쇄 탈보호와 함께 지지체로부터 펩티드의 제거, 이어서 고도 희석 수용액에서 유리 SH-관능기의 산화

에 의해 수행할 수 있다.

분자내 아미드 결합을 함유하는 사이클릭 유도체는, 폐환을 위해 선택된 위치에서 적합한 아미노 및 카복실 측[0102]

쇄 보호된 아미노산 유도체를 도입함으로써, 통상의 고체 상 합성에 의해 제조할 수 있다. 분자내 --S-- 알킬

결합을 함유하는 사이클릭 유도체는, 폐환을 위해 선택된 위치에서 적합한 아미노 보호된 측쇄 및 적합한 S-보

호된 시스테인 또는 호모시스테인 잔기와 함께 아미노산 잔기를 도입함으로써 통상의 고체 상에 의해 제조할 수

있다.

컨센서스  서열의  하나  이상의  아미노산을  동일한  유형의  D-아미노산으로  계획적  치환(예:  L-리신  대신에[0103]

D-리신)은 보다 안정한 펩티드를 생성하기 위해 사용할 수 있다.  따라서, 본 발명의 펩티드 유도체 또는 펩티

드 모방체는 모든 L, 모든 D 또는 혼합된 D, L 펩티드일 수 있다. 바람직한 실시양태에서, 당해 펩티드는 모든

D-아미노산으로 구성된다. N-말단 또는 C-말단 D-아미노산의 존재는, 펩티다제가 기질로서 D-아미노산을 사용할

수 없기 때문에, 펩티드의 생체내 안정성을 증가시킨다.

펩티드의 서브서열에서 자연 아미노산 대신에 비자연 아미노산의 치환은 또한 단백질분해에 대한 내성을 제공할[0104]

수 있다. 이러한 치환은, 예를 들면, N-말단 상에서 작용하는 엑소펩티다제에 의한 단백질분해에 대해 내성을

제공할 수 있다. 이러한 치환은 기재되어 있고, 이들 치환은 생물학적 활성에 영향을 미치지 않는다. 비-자연

발생 아미노산의 예는 α,α-이치환된 아미노산, N-알킬 아미노산, 락트산, C-α-메틸 아미노산 및 β-메틸 아

미노산을 포함한다. 본 발명에 유용한 아미노산 동족체는, 이로써 한정되는 것은 아니지만, β-알라닌, 노르발

린, 노르류신, 4-아미노부티르산, 오리틴, 하이드록시프롤린, 사르코신, 시트룰린, 시스테인산, 사이클로헥실알

라닌, 2-아미노이소부티르산, 6-아미노헥산산, t-부틸글리신, 페닐글리신, o-포스포세린, N-아세틸 세린, N-포

르밀메티오닌, 3-메틸히스티딘 및 기타 비통상적 아미노산을 포함할 수 있다. 추가로, 비자연 아미노산을 사용

한 펩티드의 합성은 일상적이고 당해 기술분야에 공지되어 있다.

펩티드의 N-말단 또는 C-말단 잔기 상에서 작용하는 펩티다제에 대한 내성을 제공하는 다른 한 가지 효과적인[0105]

방법은 펩티드 말단에서 화학적 그룹을 부가하여 변형된 펩티드가 더이상 펩티다제에 대한 기질이 아니도록 하

는 것이다. 이러한 한 가지 화학적 변형은 어느 하나 또는 양 말단에서 펩티드의 글리코실화이다. 특정한 화학

적 변형, 특히 N-말단 글리코실화는 인간 혈청에서 펩티드의 안정성을 증가시키는 것으로 밝혀졌다.  혈청 안정

성을 증강시키는 다른 화학적 변형은, 이로써 한정되는 것은 아니지만, 탄소수 1 내지 20의 저급 알킬, 예를 들

면, 아세틸 그룹으로 이루어진 N-말단 알킬 그룹의 부가 및/또는 C-말단 아미드 또는 치환된 아미드 그룹의 부

가를 포함한다. 특히, 본 발명은 N-말단 아세틸 그룹 및/또는 C-말단 아미드 그룹을 포함하는 펩티드로 이루어

진 변형된 펩티드를 포함한다.

용어 "펩티드 모방체" 또는 "모방체"는, 펩티드 또는 단백질의 생물학적 활성을 의태하지만 화학적 성질이 더[0106]

이상 펩티드성이 아닌, 즉 어떠한 펩티드 결합(즉, 아미노산 사이의 아미드 결합)을 더 이상 함유하지 않는 생

물학적 활성 화합물을 지칭한다. 여기서, 용어 펩티드 모방체는 유사-펩티드, 세미-펩티드 및 펩토이드 등과 같

이 성질상 더 이상 완전히 펩티드성이 아닌 분자를 포함하도록 광범위한 의미로 사용된다. 이러한 광범위한 의

미에서 펩티드 모방체의 예(여기서, 펩티드 부분은 펩티드 결합을 결여하는 구조로 대체된다)는 하기에 기재되
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어 있다. 완전히 또는 부분적으로 비-펩티드이든지, 당해 실시양태에 따르는 펩티드 모방체는, 펩티드 모방체가

기본으로 하는 펩티드에서 활성 그룹의 3차원 배열을 밀접하게 닮은 반응성 화학 잔기의 공간 배열을 제공한다.

이러한 유사한 활성-부위 기하(geometry)의 결과로서, 펩티드 모방체는 당해 펩티드의 생물학적 활성과 유사한

생물학적 시스템에 대한 효과를 갖는다.

펩티드 모방체는 L-아미노산을 함유하는 펩티드에 대하여 역 서열로 정렬된 D-아미노산을 함유하는 역-D 펩티드[0107]

를 포함한다. 예를 들면, L-아미노산 펩티드의 C-말단 잔기는 D-아미노산 펩티드에 대한 N-말단 등으로 된다.

역 D-펩티드는 바람직하게는 L-아미노산 펩티드와 동일한 3차 구조 및 따라서 동일한 활성을 보유하지만, 바람

직하게는 시험관내 및 생체내에서 효소적 분해에 더욱 안정하고, 따라서 본래 펩티드보다 더욱 큰 치료 효능을

가질  수  있다[참조:  Brady  and  Dodson,  Nature  368:692-693,  1994;  and  Jameson  and  McDonnel,  Nature

368:744-746, 1994].  펩티드 모방체는 또한 모 펩티드에 대하여 역 서열로 정렬된 L-아미노산을 함유하는 역-L

펩티드를 포함한다.  모 펩티드의 C-말단 잔기는 역-L 펩티드에 대한 N-말단 등으로 된다.

당해 실시양태의 펩티드 모방체는 바람직하게는 3차원 형상 및 생물학적 활성에 있어서 본원에 기재된 펩티드와[0108]

실질적으로 유사하다. 펩티드 모방체를 생성하기 위해 당해 기술분야에 공지된 펩티드를 구조적으로 변형시키는

방법의 예는, 특히 N-말단에서 부작용 활성 없이 단백질분해 퇴화에 대한 향상된 안정성을 유도할 수 있는 D-아

미노산 잔기 구조를 유도하는 골격 키랄 중심의 역위를 포함한다.   두번째 방법은 안정성을 위한 사이클릭

구조, 예를 들면, N 내지 C 쇄간 이미드 및 락탐의 변경이다.  이들의 예는, 이의 전체 내용이 본원에서 참조로

도입되는 미국 특허 제4,457,489호에 기재된 것들과 같은 구조적으로 제한된 티모펜틴 유사 화합물에서 제공된

다.  세번째 방법은 단백질분해에 대해 내성을 제공하는 슈도펩티드 결합으로 펩티드 중의 펩티드 결합을 치환

하는 것이다.

펩티드 모방체는 모방체의 한쪽 또는 양 말단에 보호 그룹을 포함할 수 있고, 하나 이상의 펩티드 결합의 비-펩[0109]

티드 결합으로의 치환은 펩티드 자체보다 단백질분해 절단에 대해 덜 감수성이다. 예를 들면, 하나 이상의 펩티

드 결합은 또 다른 형태의 공유 결합(예: 탄소-탄소 결합 또는 아실 결합)으로 대체될 수 있다.  펩티드 모방체

는 또한 아미노-말단 또는 카복실 말단 차단 그룹, 예를 들면, t-부틸옥시카보닐, 아세틸, 알킬, 석시닐, 메톡

시석시닐, 부제릴, 아디필, 아젤라일, 단실, 벤질옥시카보닐, 플루오레닐메톡시카보닐, 메톡시아젤라일, 메톡시

아디필, 메톡시수베릴 및 2,4-디니트로페닐을 도입할 수 있고, 이에 의해 모방체를 단백질분해에 대해 덜 감수

성으로 되게 한다.  비-펩티드 결합 및 카복실- 또는 아미노-말단 차단 그룹은 단독으로 또는 조합하여 사용되

어, 모방체를 상응하는 펩티드보다 단백질분해에 대해 덜 감수성으로 되게 할 수 있다. 추가로, 정상 L-입체이

성체 대신에 D-아미노산의 치환은, 예를 들면, 분자의 반감기를 증가시키도록 작용할 수 있다. 따라서, 펩티드

모방체는 하나 이상의 하기 변형을 갖는 펩티드를 포함한다: 하나 이상의 펩티딜[--C(O)NR--] 결합(결합들)이

비-펩티딜 결합, 예를 들면, --CH2- 카바메이트 결합[--CH2--OC(O)NR--]로 대체되어 있는 펩티드; 포스포네이트

결합; --CH2-설폰아미드[--CH2--S(O)2 NR--] 결합; 우레아[--NHC(O)NH--] 결합; --CH2-2급 아민 결합; 또는 알킬

화 펩티딜 결합[--C(O)NR
6
--(여기서, R

6
은 저급 알킬이다)];  N-말단이 --NRR

1
 그룹으로, --NRC(O)R  그룹으로,

--NRC(O)OR 그룹으로, --NRS(O)2R 그룹으로, --NHC(O)NHR 그룹으로(여기서, R  및 R
1
은 수소 또는 저급 알킬이

고, 단, R 및 R
1
은 둘 다 수소가 아니다.), 석신이미드 그룹으로, 벤질옥시카보닐-NH--(CBZ--CH--) 그룹으로,

또는 저급 알킬, 저급 알콕시, 클로로 및 브로모로 이루어진 그룹으로부터 선택된 페닐 환 상에 1 내지 3개의

치환체를 갖는 벤질옥시카보닐-NE-- 그룹으로 유도체화되어 있는 펩티드; 또는 C 말단이 --C(O)R
2
(여기서, R

2
는

저급 알콕시로 이루어진 그룹으로부터 선택된다.) 및 --NR
3
R
4
(여기서, R

3
 및 R

4
는 수소 및 저급 알킬로 이루어진

그룹으로부터 독립적으로 선택된다.)로 유도체화되어 있는 펩티드.

바람직한  모방체는  --CR2OC(O)NR--  결합;  포스포네이트  결합;  --CH2S(O)2NR-  결합;  --CH2NR--  결합  및  --[0110]

C(O)NR
6
-- 결합, 및 --NHC(O)NH-- 결합(여기서, R은 수소 또는 저급 알킬이고, R

6
은 저급 알킬이다.)로 이루어

진 그룹으로부터 선택된 결합에 의해 치환된 펩티드의 0 내지 모든 --C(O)NH-- 결합을 갖고, 여기서 당해 모방

체의 N-말단은 --NRR
1
 그룹; --NRC(O)R 그룹; --NRC(O)OR 그룹; NRS(O)2R 그룹; -NHC(O)NHR 그룹; 석신이미드

그룹; 벤질옥시카보닐-NH-- 그룹; 및 저급 알킬, 저급 알콕시, 클로로 및 브로모로 이루어진 그룹으로부터 선택

된 페닐 환 상에 1 내지 3개의 치환체를 갖는 벤질옥시카보닐-NH-- 그룹(여기서, R 및 R
1
은 수소 및 저급 알킬

로 이루어진 그룹으로부터 독립적으로 선택된다.)으로 이루어진 그룹으로부터 선택되고, 또한 당해 모방체의 C-

등록특허 10-2035357

- 21 -



말단은 화학식 --C(O)R
2
[여기서, R

2
는 하이드록시, 저급 알콕시 및 --NR

3
R
4
(여기서, R

3
 및 R

4
는 수소 및 저급 알

킬로 이루어진 그룹으로부터 독립적으로 선택되고, --NR
3
R
4
 그룹의 질소 원자는 사이클릭 펩티드 및 이의 생리학

적으로 허용되는 염을 형성하도록 임의로 펩티드의 N-말단의 아민 그룹일 수 있다.)로 이루어진 그룹으로부터

선택된다.]을 갖는다.

용어 "단편" 또는 "서브서열"은, 단백질 또는 펩티드의 아미노산 서열의 연속 서브서열로 이루어져 있고, 자연[0111]

발생 생체내 프로테아제 활성으로부터 발생하는 스플라이싱 변이체 및 단편 등의 자연 발생 단편을 포함하는 단

백질 또는 폴리펩티드를 지칭한다. 이러한 단편은 아미노 말단, 카복시 말단 및/또는 내부적(자연 스플라이싱에

의한 것과 같이)으로 절단될 수 있다. 이러한 단편은 아미노 말단 메티오닌의 존재 또는 부재하에 제조될 수 있

다. 용어 "단편"은, 동일하든지 또는 상이하든지, 직접 또는 링커를 통해 함께 결합된 연속 아미노산 서열을 공

통으로 갖는 동일한 단백질 또는 펩티드로부터의 단편을 포함한다. 이러한 단편은 본 발명의 아미노산 서열과

동일한 적어도 3개의 연속 아미노산을 포함할 수 있다.

문구 "약제학적으로 허용되는" 또는 "치료학적으로 허용되는"은, 인간에게 투여되는 경우, 생리학적으로 허용될[0112]

수 있고 위궤양, 현기증 등과 같은 알러지 등의 부적절한 반응을 통상 생성하지 않는 분자 속성을 지칭한다. 바

람직하게는, 본원에 사용된 바와 같이, 용어 "약제학적으로 허용되는"은 동물 및 보다 특히는 인간에게 사용하

기 위해 연방 또는 주 정부의 관리 기관에 의해 승인되거나 U.S. 약전 또는 기타 일반적으로 인지되는 약전(예:

Remington's Pharmaceutical Sciences)에 수록된 것을 의미한다.

특허청구범위 및/또는 명세서에서 용어 "포함하는"과 관련하여 사용되는 경우, 단어 "a" 또는 "an"의 사용은 "[0113]

하나"를 의미할 수 있지만, 또한 "하나 이상", "적어도 하나" 및 "하나 또는 그 이상"의 의미와 일치한다.

본 명세서 전반에 걸쳐, 용어 "약"은 소정 값이 당해 값을 측정하는데 사용되는 장치 또는 방법에 대해 에러의[0114]

표준 편차를 포함하는 것을 나타내기 위해 사용된다.

철 대사 질환[0115]

본 발명의 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 또는 펩티드 모방체를 사용하여 치료 및/또[0116]

는 예방될 수 있는 상태는 철 대사의 변동과 관련된 임의의 질환, 장애 또는 증상을 포함한다. 철 대사의 변동

은 하나 이상의 철 흡착, 철 흡수, 철 수송, 철 저장, 철 처리, 철 이동 또는 철 이용의 장애와 관련될 수

있다. 일반적으로, 철 대사의 변동은 철 과부하, 철 부적절배치 또는 철 결핍을 일으킨다.

철 과부하와 관련된 상태는 1차 및 2차 철 과부하 질환, 증상 또는 장애를 포함하고, 이로써 한정되는 것은 아[0117]

니지만, 유전성 색소침착증, 만발성 피부 포르피린증, 유전성 구상적혈구증, 적색소성 빈혈, 초적혈구조혈성 빈

혈(CDAI), 안면성기 형성장애(FGDY), 아르스코그 증후군(Aarskog syndrome), 무트랜스페린혈증, 철아구성 빈혈

(SA), 피리독신 반응성 철아구성 빈혈 및 이상혈색소증, 예를 들면, 지중해빈혈 및 겸상적혈구를 포함한다. 몇

몇 연구는 철 대사 질환(예: 지중해빈혈 및 색소침착증) 사이의 관련성, 및 다수의 질환 상태, 예를 들면, 유형

II(비-인슐린 의존성) 진성당뇨병 및 아테롬성 동맥경화증을 제안했다[참조: A. J. Matthews et al., J. Surg.

Res., 1997, 73: 3540; T. P. Tuomainen et al., Diabetes Care, 1997, 20: 426-428].

철 결핍 및/또는 철 부적절배치와 관련된 질환은, 이로써 한정되는 것은 아니지만, 만성 질환 빈혈, 염증 빈혈,[0118]

철 결핍 빈혈, 기능성 철 결핍 및 소구성 빈혈을 포함한다. 용어 "만성 질환 빈혈" 또는 "염증 빈혈"은, 예를

들면, 광범위한 감염, 염증, 종양 질환 등의 결과로서 발달하는 임의의 빈혈을 지칭한다. 발달하는 빈혈은 종종

단축된 적혈구 세포 수명 및 마크로파지에서 철의 분획화를 특징으로 하고, 이는 새로운 적혈구를 제조하는데

이용가능한 철의 양을 감소시킨다. 만성 질환 빈혈 또는 염증 빈혈과 관련된 상태는, 이로써 한정되는 것은 아

니지만, 만성 신장 질환, 말기 신장 질환, 종양 질환, 만성 박테리아 심장내막염, 골수염, 류마티즘 열 및 궤양

성 결장염을 포함한다. 추가의 상태는 감염, 염증 및 종양과 관련된 기타 질환 및 질병을 포함하고, 예를 들면,

염증성 감염(예: 폐 농양, 결핵 등), 염증성 비감염성 질병(예: 류마티스성 관절염, 전신 홍반성 낭창, 크론병,

간염, 염증성 장 질환 등) 및 다양한 암, 종양 및 악성종양(예: 암종, 육종, 림프종 등)을 포함한다. 철 결핍

빈혈은 임신, 월경, 유아 및 소아, 상해에 기인하는 혈액 감소 등의 상태로부터 발생할 수 있다.

또한, 철 대사는 심혈관 질환(예: 울혈성 심부전), 알츠하이머병, 파킨슨씨병 및 특정 유형의 결장직장암을 포[0119]

함하는 다수의 기타 질환 상태에서 중요한 역할을 하는 것으로 제안되어 왔다[참조:  P.  Tuomainen  et  al.,

Circulation, 1997, 97: 1461-1466; J. M. McCord, Circulation, 1991, 83: 1112-1114; J. L. Sullivan, J.
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Clin. Epidemiol., 1996, 49: 1345-1352; M. A. Smith et al., Proc. Nat. Acad. Sci., 1997, 94: 9866-9868;

P. Riederer et al., J. Neurochem., 1989, 512: 515-520; P. Knekt et al., Int. J. Cancer, 1994, 56: 379-

382].

암[0120]

800명 초과 여성의 유방암에서 유전자 발현 프로파일은 감소된 페로포르틴 유전자 발현이 기타 유방암 위험 인[0121]

자와 독립적인 전이-유리 및 질환-특이적 생존률에서의 현저한 감소와 관련되는 것을 나타내는 것으로 밝혀졌다

[참조: Pinnix et al. Science Translational Medicine 2(43):1-10 (August 2010)]. 높은 페로포르틴 및 낮은

헵시딘 유전자 발현은 10년 생존률이 90%를 초과하는 유방암 환자의 극히 양호한 코호트를 증명했다. 따라서,

HJV.Fc를 투여하여 BMP 신호전달 및 따라서 헵시딘 유전자 발현을 저하시키고 암 환자(이로써 한정되는 것은 아

니지만, 유방암 환자 포함)에서 페로포르틴 수준을 상승시키는 것은 전이-유리 및 질환-특이적 생존률의 현저한

감소를 달성해야 한다.

약제학적 조성물[0122]

본 발명은 철 항상성 질환의 치료, 예방 및 완화 방법에 관한 것이다. 본 발명의 융합 단백질 및 이로부터 유도[0123]

된 변이체, 유도체, 단편 및 펩티드 모방체는 철 항상성과 관련된 상태 또는 질환의 치료에 유용하다.

따라서, 본 발명의 방법은, 치료학적 유효량의 하나 이상의 본 발명의 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이[0124]

체, 유도체, 단편 및 펩티드 모방체를 이를 필요로 하거나 이를 필요로 하는 위험에 있는 대상체에게 투여하거

나, 본 발명의 하나 이상의 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 및 펩티드 모방체를 포함

하는 조성물을 대상체에게 투여하여, 철을 이동시키고 혈청 헤모글로빈 및/또는 헤마토크릿 수준을 증가시킴을

포함한다. 한 가지 실시양태에서, 본 발명의 하나 이상의 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체,

단편 및 펩티드 모방체 및 적합한 약제학적 담체를 포함하는 유효량의 치료학적 조성물은 대상체에게 투여되어,

철을 이동시키고 혈청 헤모글로빈 및/또는 헤마토크릿 수준을 증가시킴으로써 철 항상성과 관련된 증상을 예방

또는 완화시키거나 이와 관련된 질병, 질환 또는 상태를 치료한다. 한 가지 실시양태에서, 대상체는 동물이다.

또 다른 실시양태에서, 대상체는 포유동물, 및 바람직하게는 인간이다.

본 발명의 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 및 펩티드 모방체는 철의 이동 및 혈청 헤[0125]

모글로빈 및/또는 헤마토크릿 수준의 증가가 유리할 수 있는 임의의 질환 상태 또는 질병에서 증상의 치료, 예

방 또는 완화에 사용된다.

본 발명의 범위 내의 조성물은 활성제(예: 본 발명의 하나 이상의 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체,[0126]

유도체, 단편 및 펩티드 모방체)를 목적하는 치료 효과를 달성하고 부작용을 회피하는데 효과적인 양으로 함유

해야 한다. 활성제의 약제학적으로 허용되는 제제 및 염은 본 발명의 범위 내에 포함되고, 당해 기술분야에 공

지되어 있다. 폴리펩티드 길항제 등의 투여를 위해, 투여된 양은 부작용을 회피하도록 선택되어야 한다. 특정

질환, 질병 또는 상태의 치료에 효과적인 치료학적 또는 약제학적 조성물의 양은 질환의 성질 및 중증도, 표적

작용 부위, 환자의 체중, 환자가 따라가는 특정 식이, 사용되는 공동 투약, 투여 경로 및 당해 기술분야의 숙련

가에 의해 인지될 수 있는 기타 인자에 의존할 것이다. 용량은 질환 정도 및 환자마다의 상이한 파라미터 등의

통상의 인자에 따라 주치의에 의해 적용될 것이다. 통상적으로, 0.001 내지 100 mg/kg이 1주 2회 대상체에게 투

여된다. 바람직하게는, 10 내지 30 mg/kg이 1주 2회 대상체에게 투여된다. 한 가지 특정한 실시양태에서, 20

mg/kg이 1주 2회 대상체에게 투여된다. 유효 용량은 시험관내 또는 동물 모델 시험 시스템으로부터 유도된 용량

반응 곡선으로부터 외삽될 수 있다. 예를 들면, 랫트 연구로부터 생성된 데이터에 기반하여 인간에 대한 유효

mg/kg 용량을 수득하기 위해, 랫트에서의 유효 mg/kg 용량은 6으로 나눈다.

다양한 전달 시스템은 공지되어 있고, 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 및 펩티드 모방[0127]

체, 또는 본 발명의 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체, 유도체, 단편 및 펩티드 모방체를 함유하는 약

제학적 조성물을 투여하기 위해 사용될 수 있다. 본 발명의 약제학적 조성물은, 정맥내 또는 근육내, 뇌실내 또

는 척추강내 주사(중추신경계 투여를 위해), 경구, 국소, 피하, 결막하, 또는 비내, 피내, 설하, 질내, 직장 또

는 경막 경로를 포함하는 임의의 적합한 경로에 의해 투여될 수 있다.

당해 기술분야에 공지된 다른 전달 시스템, 예를 들면, 수용액, 미립자 중의 캡슐화 또는 마이크로캡슐이 본 발[0128]
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명의 약제학적 조성물의 전달에 사용될 수 있다. 

 또 다른 실시양태에서, 본 발명의 약제학적 조성물은 조절된 방출 시스템으로 전달될 수 있다. 한 가지 실시양[0129]

태에서, 중합체성 물질이 사용될 수 있고, 또 다른 실시양태에서, 펌프가 사용될 수 있다.

상술한 바와 같이, 본 발명의 약제학적 조성물은, 약제학적으로 허용되는 담체와 조합된, 본 발명의 하나 이상[0130]

의  융합  단백질  또는  이로부터  유도된  변이체,  유도체,  단편  및  펩티드  모방체를  포함한다.  용어  담체는

희석제,  애주번트  및/또는  부형제,  예를  들면,  충전제,  결합제,  붕해제,  윤활제,  실리카  유동  조절제,

안정화제, 또는 펩티드, 펩티드 유도체 또는 펩티드 모방체가 함께 투여되는 비히클을 지칭한다. 이러한 약제학

적 담체는 멸균 액체(예를 들면, 물), 및 무기유, 식물유(예: 땅콩유, 대두유, 참깨씨유 및 캐놀라유), 동물유

또는 합성 기원 오일을 포함하는 오일을 포함한다. 염수 용액 뿐만 아니라 수성 글리세롤 및 덱스트로스 용액이

본 발명의 약제학적 조성물의 액체 담체로서 또한 사용될 수 있다. 물론, 담체의 선택은 펩티드, 펩티드 유도체

또는 펩티드 모방체의 성질, 이의 용해도 및 기타 생리학적 특성 뿐만 아니라 표적 전달 및 전달 부위에 의존한

다. 적합한 약제학적 담체의 예는 문헌[참조: Remington: The Science and Practice of Pharmacy by Alfonso

R. Gennaro, 2003, 21st edition, Mack Publishing Company]에 기재되어 있다. 

본 발명의 약제학적 제제에 도입될 수 있는 추가의 약제학적으로 적합한 물질은 흡수 강화제, pH 조절제 및 완[0131]

충제, 오스몰농도 조절제, 보존제, 안정화제, 산화방지제, 계면활성제, 증점제, 연화제, 분산제, 향미제, 착색

제 및 습윤제를 포함한다.

적합한 약제학적 부형제의 예는 물, 글루코즈, 슈크로즈, 락토즈, 글리콜, 에탄올, 글리세롤 모노스테아레이트,[0132]

젤라틴, 라이스, 전분, 밀가루, 백악, 나트륨 스테아레이트, 맥아, 염화나트륨 등을 포함한다. 본 발명의 약제

학적 조성물은 용액, 캡슐제, 정제, 크림제, 겔제, 산제, 지속 방출 제형 등의 형태를 취할 수 있다. 당해 조성

물은 통상의 결합제 및 담체(예: 트리글리세라이드)와 함께 좌제로서 제형화될 수 있다[참조: Remington: The

Science  and  Practice  of  Pharmacy  by  Alfonso  R.  Gennaro,  2003,  21.sup.th  edition,  Mack  Publishing

Company]. 이러한 조성물은 대상체에게 적절한 투여 형태를 제공하기 위해 적합한 양의 담체와 함께 치료학적

유효량의 치료학적 조성물을 함유한다. 당해 제형은 투여 방식 및 표적 작용 부위(예: 특정 기관 또는 세포 유

형)에 적합하도록 설계된다.

본 발명의 약제학적 조성물은 중성 또는 염 형태로서 제형화될 수 있다. 약제학적으로 허용되는 염은 유리 아미[0133]

노 그룹으로 형성되는 것들 및 유리 카복실 그룹과 반응하는 것들을 포함한다. 약제 산업에서 통상 사용되는 무

독성 알칼리 금속, 알칼리토 금속 및 암모늄 염은 나트륨, 칼륨, 리튬, 칼슘, 마그네슘, 바륨, 암모늄 및 프로

타민 아연 염을 포함하고, 이들은 당해 기술분야에 공지된 방법으로 제조된다. 당해 용어는 또한, 본 발명의 화

합물을 적합한 유기 또는 무기 산과 반응시킴으로써 일반적으로 제조되는 무독성 산 부가 염을 포함한다. 대표

적인 염은 브롬화수소, 염화수소, 발레레이트, 옥살레이트, 올레에이트, 라우레에이트, 보레이트, 벤조에이트,

설페이트, 비설페이트, 아세테이트, 포스페이트, 티솔레이트, 시트레이트, 말레에이트, 푸마레이트, 타르트레이

트, 석시네이트, 납실레이트 염 등을 포함한다.

본 발명에 따라 사용될 수 있는 충전제 또는 결합제의 예는 아카시아, 알긴산, 인산칼슘(이염기성), 카복시메틸[0134]

셀룰로즈,  카복시메틸셀룰로즈 나트륨,  하이드록시에틸셀룰로즈,  하이드록시프로필셀룰로즈,  하이드록시프로필

메틸셀룰로즈, 덱스트린, 덱스트레이트, 슈크로즈, 타일로즈, 예비젤라틴화 전분, 황산칼슘, 아밀로즈, 글리신,

벤토나이트, 말토즈, 솔비톨, 에틸셀룰로즈, 인산수소이나트륨, 인산이나트륨, 이나트륨 피로설파이트, 폴리비

닐 알콜, 젤라틴, 글루코즈, 구아 검, 액체 글루코즈, 압축가능한 당, 규산알루미늄마그네슘, 말토덱스트린, 폴

리에틸렌 옥사이드, 폴리메타크릴레이트, 포비돈, 나트륨 알기네이트, 트라가칸트, 미정질 셀룰로즈, 전분 및

제인을 포함한다. 또 다른 가장 바람직한 충전제 또는 결합제는 미정질 셀룰로즈로 이루어진다.

사용될 수 있는 붕해제의 예는 알긴산, 카복시메틸셀룰로즈, 카복시메틸셀룰로즈 나트륨, 하이드록시프로필셀룰[0135]

로즈(저 치환됨), 미정질 셀룰로즈, 분말화 셀룰로즈, 콜로이드성 이산화규소, 나트륨 크로스카멜로즈, 크로스

포비돈, 메틸셀룰로즈, 폴라크릴린 칼륨, 포비돈, 나트륨 알기네이트, 나트륨 전분 글리콜레이트, 전분, 이나트

륨 디설파이트, 이나트륨 에다타밀, 이나트륨 에데테이트, 이나트륨 에틸렌디아민테트라아세테이트(EDTA) 가교

결합된 폴리비닐피롤리딘, 예비젤라틴화 전분, 카복시메틸 전분, 나트륨 카복시메틸 전분 및 미정질 셀룰로즈를

포함한다.

윤활제의 예는 칼슘 스테아레이트, 캐놀라 오일, 글리세릴 팔미토스테아레이트, 수소화 식물유(유형 I), 산화마[0136]

그네슘, 마그네슘 스테아레이트, 무기유, 폴록사머, 폴리에틸렌 글리콜, 나트륨 라우릴 설페이트, 나트륨 스테
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아레이트 푸마레이트, 스테아르산, 탈크, 아연 스테아레이트, 글리세릴 베하페이트, 마그네슘 라우릴 설페이트,

붕산, 나트륨 벤조에이트, 나트륨 아세테이트, 나트륨 벤조에이트/나트륨 아세테이트(조합) 및 DL 류신을 포함

한다.

실리카 유동 조절제의 예는 콜로이드성 이산화규소, 규산알루미늄마그네슘 및 구아 검을 포함한다. 또 다른 가[0137]

장 바람직한 실리카 유동 조절제는 이산화규소로 이루어진다.

안정화제의 예는 아카시아, 알부민, 폴리비닐 알콜, 알긴산, 벤토나이트, 인산이칼슘, 카복시메틸셀룰로즈, 하[0138]

이드록시프로필셀룰로즈, 콜로이드성 이산화규소, 사이클로덱스트린, 글리세릴 모노스테아레이트, 하이드록시프

로필 메틸셀룰로즈, 마그네슘 트리실리케이트, 규산알루미늄마그네슘, 프로필렌 글리콜, 프로필렌 글리콜 알기

네이트, 나트륨 알기네이트, 카나우바 왁스, 크산탄 검, 전분, 스테아레이트(들), 스테아르산, 스테아르산 모노

글리세라이드 및 스테아릴 알콜을 포함한다.

본 발명은 또한, 이들이 대상체에 투여되면 더욱 안정화되도록(즉, 투여되면, 비변형된 형태와 비교하여, 보다[0139]

긴 반감기 또는 보다 긴 기간의 효과를 갖는다) 펩티드 또는 펩티드 유도체의 변형물을 제공한다. 이러한 변형

물은  본  발명이  관련되는  당해  기술분야의  숙련가에게  공지되어  있다(예:  폴리에틸렌  글리콜  유도체화,

PEGylation로도 알려짐, 미세캡슐화 등). 

 [0140]

스크리닝 방법[0141]

본 발명은 포유동물 대상체에서 혈청 철, 혈청 헤모글로빈 및/또는 헤마토크릿을 변경하는 화합물(예: HJV-IgG[0142]

융합 단백질 및 이로부터 유도된 변이체, 유도체 및 펩티드 모방체)을 스크리닝하는 방법을 제공한다. 일부 실

시양태에 따라, 포유동물 대상체에서 철 및 혈청 헤모글로빈 및/또는 헤마토크릿을 이동(예: 증가 또는 감소

됨)시키는 화합물을 스크리닝하는 방법이 제공된다.

또 다른 실시양태에서, 본 발명은 화합물을 스크리닝하는 방법을 제공하고, 여기서 화합물은 BMP-6에 특이적으[0143]

로 결합하는 이들의 능력에 대해 스크리닝된다. 특정한 실시양태에서, 본 발명의 조성물은 적어도 10
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의 KD를 갖는 BMP-6에 결합하는 이들의 능력에 대해 스크리닝된다.  또 다

른 실시양태에서, 본 발명은 화합물을 스크리닝하는 방법을 제공하고, 여기서 화합물은 BMP-6 신호전달을 억제

하는 이들의 능력에 대해 스크리닝된다. 특정한 실시양태에서, 본 발명의 조성물은 BMP-6  신호전달을 적어도

10,  20,  30,  40,  50,  60,  70,  80,  90,  95,  97,  99  또는  100%까지  억제시키는  이들의  능력에  대해

스크리닝된다.

재조합 발현 벡터 및 숙주 세포[0144]

본 발명의 또 다른 국면은 본 발명의 융합 단백질 및 이로부터 유도된 변이체, 유도체 및 펩티드 모방체를 코딩[0145]

하는 핵산을 함유하는 벡터, 바람직하게는 발현 벡터에 관한 것이다. 본원에 사용된 바와 같이, 용어 "벡터"는

결합되어  있는  또  다른  핵산을  수송할  수  있는  핵산  분자를  지칭한다.  한  가지  유형의  벡터는

"플라스미드"이고, 이는 추가의 DNA 세그먼트가 결찰될 수 있는 선형 또는 환상 이본쇄 DNA 루프를 지칭한다.

또 다른 유형의 벡터는 바이러스 벡터이고, 여기서 추가의 DNA 세그먼트는 바이러스 게놈 내로 결찰될 수 있다.

특정한 벡터는 이들이 도입된 숙주 세포에서 자가 복제할 수 있다(예를 들면, 박테리아 복제 기원을 갖는 박테

리아 벡터 및 에피좀 포유동물 벡터). 기타 벡터(예: 비에피좀 포유동물 벡터)는 숙주 세포로의 도입시에 숙주

세포의 게놈 내로 통합되고, 이에 의해 숙주 게놈과 함께 복제된다. 더욱이, 특정 벡터는 이들이 작동적으로 연

결되어 있는 유전자의 발현을 유도할 수 있다. 이러한 벡터는 "발현 벡터"로서 본원에서 지칭된다. 일반적으로,

재조합 DNA 기술에서 발현 벡터의 사용은 종종 플라스미드의 형태로 존재한다. 본 명세서에서, "플라스미드" 및

"벡터"는, 플라스미드가 가장 통상적으로 사용되는 형태의 벡터이기 때문에, 상호교대로 사용될 수 있다. 그러

나, 본 발명은 동등한 작용을 사용하는 바이러스 벡터(예: 복제 결함 레트로바이러스, 아데노바이러스 및 아데

노 결합 바이러스) 등과 같은 다른 형태의 발현 벡터를 포함하는 것으로 의도된다.

본 발명의 재조합 발현 벡터는 숙주 세포에서 핵산의 발현에 적합한 형태로 본 발명의 핵산을 포함하고, 이는[0146]

재조합 발현 벡터가 발현에 사용되는 숙주 세포를 기준으로 하여 선택된, 즉 발현되는 핵산 서열에 작동적으로

연결된 하나 이상의 조절 서열을 포함하는 것을 의미한다. 재조합 발현 벡터 내에서, "작동적으로 연결된"은 목
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적하는 뉴클레오티드 서열이 당해 뉴클레오티드 서열을 발현시키는 방식(예를 들면, 시험관내 전사/해독 시스템

또는 벡터가 숙주 세포 내로 도입되는 경우에 숙주 세포에서)으로 조절 서열에 연결되어 있음을 의미하는 것으

로 의도된다. 용어 "조절 서열"은 프로모터, 인핸서 및 기타 발현 조절 요소(예: 폴리아데닐화 신호)를 포함하

는  것으로  의도된다.  이러한  조절  서열은,  예를  들면,  문헌[참조:  Goeddel;  GENE  EXPRESSION  TECHNOLOGY:

METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990)]에 기재되어 있다. 조절 서열은 다수

유형의 숙주 세포에서 뉴클레오티드 서열의 구조적 발현을 유도하는 것들 및 특정 숙주 세포(예: 조직 특이적

조절 서열)에서만 뉴클레오티드 서열의 발현을 유도하는 것들을 포함한다. 발현 벡터의 설계는 형질전환되는 숙

주 세포의 선택, 목적하는 단백질의 발현 수준 등과 같은 인자에 의존할 수 있음이 당해 기술분야의 숙련가에게

인지될 것이다. 본 발명의 발현 벡터는 숙주 세포에 도입되어, 본원에 기재된 핵산에 의해 코딩된, 본 발명의

융합 단백질 및 이로부터 유도된 변이체, 유도체 및 펩티드 모방체를 생성할 수 있다.

본 발명의 재조합 발현 벡터는 원핵 또는 진핵 세포에서 본 발명의 융합 단백질 및 이로부터 유도된 변이체, 유[0147]

도체 및 펩티드 모방체의 발현을 위해 설계될 수 있다. 예를 들면, 본 발명의 융합 단백질 및 이로부터 유도된

변이체, 유도체 및 펩티드 모방체는 이. 콜라이(E.coli) 등의 박테리아 세포, 곤충 세포(바쿨로바이러스 발현

벡터  사용),  효모  세포  또는  포유동물  세포에서  발현될  수  있다.  적합한  숙주  세포는  추가로  문헌[참조:

Goeddel,  GENE  EXPRESSION  TECHNOLOGY:  METHODS  IN  ENZYMOLOGY  185,  Academic  Press,  San  Diego,  Calif.

(1990)]에 기재되어 있다.  또는, 재조합 발현 벡터는, 예를 들면, T7 프로모터 조절 서열 및 T7 폴리머라제를

사용하여 시험관 내에서 전사 및 해독될 수 있다.

원핵세포에서 단백질의 발현은 대부분 종종, 융합 또는 비융합 단백질의 발현을 유도하는 구조적 또는 유도성[0148]

프로모터를 함유하는 벡터로 이.콜라이에서 수행된다. 융합 벡터는 다수의 아미노산을 본원에서 코딩된 단백질,

통상적으로  재조합  단백질의  아미노  말단에  부가한다.  이러한  융합  벡터는  통상적으로  3가지  목적으로

사용된다: (1)  재조합 단백질의 발현을 증가시키기 위해; (2)  재조합 단백질의 용해도를 증가시키기 위해 및

(3) 친화성 정제에서 리간드로서 작용함으로서 재조합 단백질의 정제를 보조하기 위해. 종종, 융합 발현 벡터에

서, 단백질분해 절단 부위는 융합 잔기와 재조합 단백질의 접합부에 도입되어, 융합 단백질로부터 재조합 단백

질의 분리 및 이어서 융합 단백질의 정제를 가능하게 한다. 이러한 효소 및 이들의 동족 인지 서열은 인자 Xa,

트롬빈 및 엔테로키나제를 포함한다. 전형적인 융합 발현 벡터는 각각 글루타티온 S 트랜스퍼라제(GST), 말토즈

E  결합 단백질 또는 단백질 A를 표적 재조합 단백질과 융합시키는 pGEX(Pharmacia  Biotech  Inc;  Smith  and

Johnson  (1988)  Gene  67:31  40),  pMAL(New  England  Biolabs,  Beverly,  Mass.)  및  pRIT5(Pharmacia,

Piscataway, N.J.)을 포함한다.

적합한 유도성 비융합 이.콜라이 발현 벡터의 예는 pTrc(Amrann  et  al.,  (1988)  Gene  69:301  315)  및 pET[0149]

11d(Studier et al., GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego,

Calif. (1990) 60 89)을 포함한다.

이.콜라이에서 재조합 단백질 발현을 최대화시키는 한 가지 전략은 재조합 단백질을 단백질분해적으로 절단하는[0150]

능력이  손상된  숙주  박테리아에서  당해  단백질을  발현시키는  것이다[참조:  Gottesman,  GENE  EXPRESSION

TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990) 119 128].  또 다른 전

략은, 각 아미노산에 대한 개개 코돈이 이.콜라이에서 우선적으로 사용된 것들로 되도록, 발현 벡터 내로 삽입

되는 핵산의 핵산 서열을 변경하는 것이다[참조: Wada et al., (1992) Nucleic Acids Res. 20:211:1-7, 10-13,

19-34, 45-53, 58-85, 111-113, 120, 130, 132-134 and 13518]. 본 발명의 핵산 서열의 이러한 변경은 표준

DNA 합성 기술에 의해 수행될 수 있다.

또 다른 실시양태에서, 본 발명의 조성물에 사용된 발현 벡터는 효모 발현 벡터이다. 효모 에스. 세레비지애(S.[0151]

cerevisiae)에서  발현시키기  위한  벡터의  예는  pYepSec1(Baldari,  et  al.,  (1987)  EMBO  J  6:229  234),

pMFa(Kurjan and Herskowitz, (1982) Cell 30:933 943), pJRY88(Schultz et al., (1987) Gene 54:113 123),

pYES2(Invitrogen Corporation, San Diego, Calif.) 및 picZ(InVitrogen Corp, San Diego, Calif.)을 포함한

다.

또는, 본 발명의 조성물은 바쿨로바이러스 발현 벡터를 사용하여 곤충 세포에서 발현시킬 수 있다. 배양된 곤충[0152]

세포(예: SF9 세포)에서 단백질의 발현에 이용가능한 바쿨로바이러스 벡터는 pAc 시리즈(Smith et al. (1983)

Mol Cell Biol 3:2156 2165) 및 pVL 시리즈(Lucklow and Summers (1989) Virology 170:31 39)를 포함한다.

또 다른 실시양태에서, 본 발명의 핵산은 포유동물 발현 벡터를 사용하여 포유동물 세포에서 발현된다. 포유동[0153]

물 발현 벡터의 예는 pCDM8(Seed (1987) Nature 329:840) 및 pMT2PC(Kaufman et al. (1987) EMBO J 6: 187
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195)를 포함한다. 포유동물 세포에서 사용되는 경우, 발현 벡터의 조절 기능은 종종 바이러스 조절 요소에 의해

제공된다. 예를 들면, 통상 사용되는 프로모터는 폴리오마, 아데노바이러스 2, 사이토메갈로바이러스 및 시미안

바이러스 40으로부터 유도된다. 원핵 및 진핵 세포 둘 다에 적합한 기타 발현 시스템은 문헌[참조: Chapters 16

and  17  of  Sambrook  et  al.,   MOLECULAR  CLONING:  A  LABORATORY  MANUAL.  2nd  ed.,  Cold  Spring  Harbor

Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989]을 참조한다.

또 다른 실시양태에서, 재조합 포유동물 발현 벡터는 특정 세포 유형에서 핵산의 발현을 우선적으로 유도할 수[0154]

있다(예를 들면, 조직 특이적 조절 요소는 핵산의 발현에 사용된다). 조직 특이적 조절 요소는 당해 기술분야에

공지되어 있다. 적합한 조직 특이적 프로모터의 비제한적 예는 알부민 프로모터(간 특이적; Pinkert  et  al.

(1987) Genes Dev 1:268 277), 림프구 특이적 프로모터(Calame and Eaton (1988) Adv Immunol 43:235 275), 특

히 T 세포 수용체의 프로모터(Winoto and Baltimore (1989) EMBO J 8:729 733) 및 면역글로불린(Banerji et

al. (1983) Cell 33:729 740; Queen and Baltimore (1983) Cell 33:741 748), 뉴런 특이적 프로모터(예: 뉴로

필라멘트  프로모터;  Byrne  and  Ruddle  (1989)  PNAS  86:5473  5477),  췌장  특이적  프로모터(Edlund  et  al.

(1985) Science 230:912 916) 및 유선 특이적 프로모터(예: 우유 유청; U.S. Pat. No. 4,873,316 and European

Application  Publication  No.  264,166)를  포함한다.  발달상 조절된 프로모터,  예를 들면,  쥐 hox  프로모터

(Kessel  and  Gruss  (1990)  Science  249:374  379)  및  α-페토단백질 프로모터(Campes  and  Tilghman  (1989)

Genes Dev 3:537 546)가 또한 포함된다.

본 발명은 추가로 안티센스 배향으로 발현 벡터에 클로닝된 본 발명의 DNA 분자를 포함하는 재조합 발현 벡터를[0155]

제공한다.  즉,  DNA  분자는,  본 발명의 융합 단백질 mRNA에 안티센스인 RNA  분자의 발현(DNA  분자의 전사에

의해)을 허용하는 방식으로 조절 서열에 작동적으로 연결된다. 다양한 세포 유형, 예를 들면, 바이러스 프로모

터 및/또는 인핸서에서 안티센스 RNA 분자의 연속 발현을 유도하는, 안티센스 배향으로 클로닝된 핵산에 작동적

으로 연결된 조절 서열이 선택될 수 있거나, 안티센스 RNA의 구조적, 조직 특이적 또는 세포 유형 특이적 발현

을 유도하는 조절 서열이 선택될 수 있다. 안티센스 발현 벡터는 재조합 플라스미드, 파지미드 또는 약독화 바

이러스 형태로 존재할 수 있고, 여기서 안티센스 핵산은 고효능 조절 영역의 조절하에 생성되며, 이의 능력은

당해 벡터가 도입된 세포 유형에 의해 결정될 수 있다. 안티센스 유전자를 사용한 유전자 발현의 조절에 대한

언급은 문헌[참조: Weintraub et al., "Antisense RNA as a molecular tool for genetic analysis," Reviews:

Trends in Genetics, Vol. 1(1) 1986]을 참조한다.

본 발명의 또 다른 국면은 본 발명의 재조합 발현 벡터가 도입된 숙주 세포에 관한 것이다. 용어 "숙주 세포"[0156]

및 "재조합 숙주 세포"는 본원에서 상호교대로 사용된다. 이러한 용어는 특정 대상체 세포를 지칭할 뿐만 아니

라 이러한 세포의 자손 또는 잠재적 자손을 지칭하는 것으로 이해된다. 돌연변이 또는 환경의 영향에 기인하여

특정한 변형이 후대에서 발생할 수 있기 때문에, 이러한 자손은, 사실, 모 세포와 동일하지 않을 수 있지만, 본

원에 사용된 당해 용어의 범위에 포함된다.

숙주 세포는 임의의 원핵 또는 진핵 세포일 수 있다. 예를 들면, 본 발명의 융합 단백질 및 이로부터 유도된 변[0157]

이체, 유도체 및 펩티드 모방체는 이. 콜라이 등의 박테리아 세포, 곤충 세포, 효모 또는 포유동물 세포(예: 챠

이니즈 햄스터 난소 세포(CHO) 또는 COS 세포)에서 발현시킬 수 있다. 다른 적합한 숙주 세포는 당해 기술분야

의 숙련가에게 공지되어 있다. 바람직한 실시양태에서, 본 발명의 융합 단백질 또는 이로부터 유도된 변이체,

유도체 또는 펩티드 모방체는 CHO 세포에서 발현된다.

벡터 DNA는 통상의 형질전환 또는 형질감염 기술을 통해 원핵 또는 진핵 세포 내로 도입될 수 있다. 본원에 사[0158]

용된 바와 같이, 용어 "형질전환" 및 "형질감염"은, 인산칼슘 도는 염화칼슘 공침전, DEAE 덱스트란 매개된 형

질감염, 리포펙션 또는 전기천공을 포함하여, 숙주 세포 내로 외래 핵산(예: DNA)을 도입하기 위한 당해 기술분

야에서 인지된 다양한 기술을 지칭하는 것으로 의도된다. 숙주 세포를 형질전환 또는 형질감염시키는 적합한 방

법은 문헌[참조: Sambrook, et al. (MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL. 2nd ed., Cold Spring Harbor

Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989] 및 기타 실험 매뉴얼에

서 발견할 수 있다.

포유동물 세포의 안정한 형질감염을 위해, 사용된 발현 벡터 및 형질감염 기술에 따라, 소분획의 세포만이 외래[0159]

DNA를 이들의 게놈 내로 통합시킬 수 있음이 공지되어 있다. 이들 통합체를 동정 및 선별하기 위해, 선별가능한

마커(예: 항생제에 대해 내성)를 코딩하는 유전자가 목적하는 유전자와 함께 숙주 세포 내로 일반적으로 도입된

다.  다양한 선별가능한 마커는 G418, 하이그로마이신 및 메토트렉세이트 등과 같은 약물에 내성을 제공하는 것

들을 포함한다. 선별가능한 마커를 코딩하는 핵산은 본 발명의 조성물을 코딩하는 것과 동일한 벡터 상에서 숙
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주 세포 내로 도입될 수 있거나, 상이한 벡터 상이에 도입될 수 있다. 도입된 핵산으로 안정하게 형질감염된 세

포는 약물 선별에 의해 동정할 수 있다(예: 선별가능한 마커 유전자가 도입된 세포는 생존할 것이며, 다른 세포

는 사멸할 것이다).

본 발명의 숙주 세포, 예를 들면, 배양물 중의 원핵 또는 진핵 숙주 세포는 본 발명의 하나 이상의 융합 단백질[0160]

및 이로부터 유도된 변이체, 유도체 및 펩티드 모방체를 생성(즉, 발현)하기 위해 사용될 수 있다. 따라서, 본

발명은  추가로  본  발명의  숙주  세포를  사용하여  본  발명의  하나  이상의  융합  단백질  및  이로부터  유도된

변이체, 유도체 및 펩티드 모방체를 생성하는 방법을 제공한다. 한 가지 실시양태에서, 당해 방법은 본 발명의

숙주 세포(본 발명의 조성물을 코딩하는 재조합 발현 벡터가 도입되어 있음)를 본 발명의 조성물이 생성되는 배

양 배지에서 배양함을 포함한다. 또 다른 실시양태에서, 당해 방법은 본 발명의 조성물을 배지 또는 숙주 세포

로부터 분리함을 추가로 포함한다.

추가의 상세 없이도, 당해 기술분야의 기술자들은, 전술한 기재를 이용하여, 본 발명의 이의 최대 범위로 활용[0161]

할 수 있을 것으로 생각된다. 하기 실시예는 단지 본 발명을 설명하기 위한 것이고, 어떠한 방식으로도 본 발명

의 나머지를 한정하는 것은 아니다.

실시예[0162]

실시예 1. 헤모주벨린-Fc 융합 단백질로 처리한 빈혈성 랫트에서 헤마토크릿의 증가[0163]

랫트는 1회분의 람노즈를 15 mg/kg으로 주사했다. 28일 후, 관절 팽윤, 빈혈 및 현저한 백혈구증가가 발생한 랫[0164]

트를 3개 그룹 중의 하나로 무작위 할당했다. 그룹 1에서, 랫트는 4주 동안 1주 2회 2 mg/kg으로 HJV.Fc(서열번

호 9)의 정맥내 주사로 처리했다. 그룹 2에서, 랫트는 4주 동안 1주 2회 20 mg/kg으로 HJV.Fc의 정백내 주사로

처리했다.  그룹 3은 무처리했다.

매주 헤마토크릿 및 헤모글로빈 혈청 농도를 측정했다. 4주 말기에서 배뇨말기 출혈에서, 헤마토크릿, 헤모글로[0165]

빈, 혈청 철, 비장 페리틴 및 간 헵시딘 RNA를 측정했다.

도 3, 5 및 6에 제시된 바와 같이, 고용량의 HJV.Fc를 투여한 빈혈성 랫트는, HJV.Fc를 투여하지 않은 빈혈성[0166]

랫트보다 현저히 높은 혈청 헤마토크릿 및 혈청 헤모글로빈을 가졌다.  HJV.Fc를 투여한 빈혈성 랫트는 4주 처

리의 말기에서 비-빈혈성 랫트와 유사한 혈청 헤마토크릿 및 헤모글로빈을 가졌다. 저용량 HJV.Fc로부터의 데이

터를 고용량 데이터에 부가하는 경우, HJV.Fc를 투여한 랫트는 HJV.Fc를 투여하지 않은 빈혈성 랫트보다 현저히

높은 혈청 헤마토크릿 및 혈청 헤모글로빈을 가졌다(도 4).  또한, HJV.Fc를 투여한 빈혈성 랫트는 4주 처리의

말기에서 비-빈혈성 랫트와 유사한 혈청 헤마토크릿 및 헤모글로빈을 가졌다.

실시예 2. 단량체성 HJV.His는 BMP-6에 대해 낮은 친화도를 갖는다.[0167]

도 7a는 아민 결합 방법(Halbrooks 2007)에 의해 CM5 센서 칩 상에 고정된 인간 BMP6에 결합하는 HIS-태그를 갖[0168]

는 가용성 인간 헤모주벨린의 결합을 나타낸다.  1부위 일가 적합 모델을 사용하여, 대략 33 nM의 Kd가 수득된

다.  도 7b는, 가용성 HJV.Fc 단백질이 고정된 인간 BMP6에 결합할 수 있고, 2부위 이가 적합 모델(HJV.Fc의 디

설파이드 결합된 이량체성 성질을 설명하기 위해)이 단량체성 HJV.His 단백질과 비교하여 훨씬 높은 친화도인

13 pM의 예비 Kd를 제공함을 나타낸다. 따라서, 도 7a에 제시된 바와 같이, 단량체성 HJV.His는 BMP6에 대해 낮

은 친화도를 갖는다.  도 7b에서, 호모이량체성 HJV.Fc는 BMP6에 대해 현저히 높은 결합 친화도를 갖는다.

실시예 3. HJV.Fc는 용량 의존적 방식으로 BMP6 활성을 억제시킬 수 있다.[0169]

도 8에 제시된 바와 같이, 세포-기반 생물억제 루시퍼라제 분석을 사용하면, HJV.Fc는 용량 의존적 방식으로[0170]

BMP6 활성을 억제시킬 수 있다.  간암-유도된 HepG2 세포에서 헵시딘 프로모터 루시퍼라제 분석은 상기한 바와

같이 수행했다(Babitt 2007).  HJV.Fc 억제 분석을 위해, 헵시딘 프로모터 루시퍼라제 리포터(세포주 C33)로 안

정하게 형질감염시킨 HepG2 세포는 6시간 동안 혈청 고갈시킨 다음, 16시간 동안 단독으로 또는 0.5, 5 또는 10

㎍/ml의 HJV.Fc와 함께 100 ng/ml BMP-6 리간드로 배양했다. "BRX3" 및 "A6"는 HJV.Fc 단백질의 2가지 상이한

롯트이다.  더욱이, 도 9에 제시된 바와 같이, HJV.Fc는 HPLC 분석에 의해 입증된 바와 같이 호모이량체성 단백

질의 실질적으로 순수한 제제로 제조될 수 있다.  이러한 분석 방법은 100 mM 인산나트륨, 200 mM 염화나트륨
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(pH  6.0)의 작동 완충액으로 BioSep S3000 크로마토그래피 컬럼(Phenomenex) 상으로 HJV.Fc의 샘플의 주사를

수반했다.  유속은 1 ml/분이었고, 검출은 280 nm의 파장에서 수행되었다.

본 명세서에서 인용된 모든 공보 및 특허출원은 각각의 공보 또는 특허출원이 구체적 및 개별적으로 참조로서[0171]

도입되는 것을 나타내는 것처럼 본원에서 참조로서 도입된다.

전술한 기재는 명확한 이해를 목적으로 예시 및 실시예에 의거하여 약간 상세하게 기재되었지만, 이에 대한 특[0172]

정한 변경 및 변형이 첨부된 특허청구범위의 정신 또는 범위를 벗어나지 않고 이루어질 수 있음은 본 명세서의

교시에 비추어 당해 기술분야의 기술자에게 자명할 것이다.

도면

도면1
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도면2

도면3
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도면4

도면5

도면6
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도면7a

도면7b

도면8
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도면9

서 열 목 록

<110>    Ferrumax Pharmaceuticals, Inc.

         The General Hospital Corporation

<120>    COMPOSITIONS FOR REGULATING IRON HOMEOSTASIS AND METHODS OF USING

         SAME

<130>    IPA130722

<150>    US 61/434,405

<151>    2011-01-19

<160>    11

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    364

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    1

Gln Cys Lys Ile Leu Arg Cys Asn Ala Glu Tyr Val Ser Ser Thr Leu

  1               5                  10                  15 

Ser Leu Arg Gly Gly Gly Ser Ser Gly Ala Leu Arg Gly Gly Gly Gly

             20                  25                  30 

Gly Gly Arg Gly Gly Gly Val Gly Ser Gly Gly Leu Cys Arg Ala Leu

         35                  40                  45 

Arg Ser Tyr Ala Leu Cys Thr Arg Arg Thr Ala Arg Thr Cys Arg Gly

     50                  55                  60 
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Asp Leu Ala Phe His Ser Ala Val His Gly Ile Glu Asp Leu Met Ile

 65                  70                  75                  80 

Gln His Asn Cys Ser Arg Gln Gly Pro Thr Ala Pro Pro Pro Pro Arg

                 85                  90                  95 

Gly Pro Ala Leu Pro Gly Ala Gly Ser Gly Leu Pro Ala Pro Asp Pro

            100                 105                 110 

Cys Asp Tyr Glu Gly Arg Phe Ser Arg Leu His Gly Arg Pro Pro Gly

        115                 120                 125 

Phe Leu His Cys Ala Ser Phe Gly Asp Pro His Val Arg Ser Phe His

    130                 135                 140 

His His Phe His Thr Cys Arg Val Gln Gly Ala Trp Pro Leu Leu Asp

145                 150                 155                 160 

Asn Asp Phe Leu Phe Val Gln Ala Thr Ser Ser Pro Met Ala Leu Gly

                165                 170                 175 

Ala Asn Ala Thr Ala Thr Arg Lys Leu Thr Ile Ile Phe Lys Asn Met

            180                 185                 190 

Gln Glu Cys Ile Asp Gln Lys Val Tyr Gln Ala Glu Val Asp Asn Leu

        195                 200                 205 

Pro Val Ala Phe Glu Asp Gly Ser Ile Asn Gly Gly Asp Arg Pro Gly

    210                 215                 220 

Gly Ser Ser Leu Ser Ile Gln Thr Ala Asn Pro Gly Asn His Val Glu

225                 230                 235                 240 

Ile Gln Ala Ala Tyr Ile Gly Thr Thr Ile Ile Ile Arg Gln Thr Ala

                245                 250                 255 

Gly Gln Leu Ser Phe Ser Ile Lys Val Ala Glu Asp Val Ala Met Ala

            260                 265                 270 

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

        275                 280                 285 

Ser Gln Arg Leu Ser Arg Ser Glu Arg Asn Arg Arg Gly Ala Ile Thr

    290                 295                 300 

Ile Asp Thr Ala Arg Arg Leu Cys Lys Glu Gly Leu Pro Val Glu Asp
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305                 310                 315                 320 

Ala Tyr Phe His Ser Cys Val Phe Asp Val Leu Ile Ser Gly Asp Pro

                325                 330                 335 

Asn Phe Thr Val Ala Ala Gln Ala Ala Leu Glu Asp Ala Arg Ala Phe

            340                 345                 350 

Leu Pro Asp Leu Glu Lys Leu His Leu Phe Pro Ser

        355                 360                

<210>    2

<211>    4

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hinge region.

<220><221>    VARIANT

<222>    (1)

<223>    Xaa is Cys or Ser.

<220><221>    VARIANT

<222>    (3)

<223>    Xaa is Leu or Pro.

<220><221>    VARIANT

<222>    (4)

<223>    Xaa is Cys or Ser.

<400>    2

Xaa Pro Xaa Xaa

  1            

<210>    3

<211>    232

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgG Fc derivative.

<400>    3

Asp Pro Lys Ser Cys Asp Lys Pro His Thr Cys Pro Leu Cys Pro Ala

  1               5                  10                  15 

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
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             20                  25                  30 

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val

         35                  40                  45 

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val

     50                  55                  60 

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln

 65                  70                  75                  80 

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln

                 85                  90                  95 

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala

            100                 105                 110 

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro

        115                 120                 125 

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr

    130                 135                 140 

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser

145                 150                 155                 160 

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr

                165                 170                 175 

Lys Ala Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr

            180                 185                 190 

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe

        195                 200                 205 

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

    210                 215                 220 

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

225                 230        

<210>    4

<211>    232

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    4

등록특허 10-2035357

- 36 -



Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala

  1               5                  10                  15 

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro

             20                  25                  30 

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val

         35                  40                  45 

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val

     50                  55                  60 

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln

 65                  70                  75                  80 

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln

                 85                  90                  95 

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala

            100                 105                 110 

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro

        115                 120                 125 

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr

    130                 135                 140 

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser

145                 150                 155                 160 

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr

                165                 170                 175 

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr

            180                 185                 190 

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe

        195                 200                 205 

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

    210                 215                 220 

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

225                 230        

<210>    5

<211>    226
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Fc region from VEGF-R Fc fusion.

<400>    5

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly

  1               5                  10                  15 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met

             20                  25                  30 

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

         35                  40                  45 

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val

     50                  55                  60 

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr

 65                  70                  75                  80 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly

                 85                  90                  95 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile

            100                 105                 110 

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met

        195                 200                 205 

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

    210                 215                 220 
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Pro Gly

225    

<210>    6

<211>    232

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Fc region from CTLA4 Fc fusion.

<400>    6

Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Ser Pro Ala

  1               5                  10                  15 

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro

             20                  25                  30 

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val

         35                  40                  45 

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val

     50                  55                  60 

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln

 65                  70                  75                  80 

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln

                 85                  90                  95 

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala

            100                 105                 110 

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro

        115                 120                 125 

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr

    130                 135                 140 

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser

145                 150                 155                 160 

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr

                165                 170                 175 

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr

            180                 185                 190 
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Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe

        195                 200                 205 

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

    210                 215                 220 

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

225                 230        

<210>    7

<211>    227

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Fc region from IL-1R Fc fusion.

<400>    7

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly

  1               5                  10                  15 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met

             20                  25                  30 

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

         35                  40                  45 

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val

     50                  55                  60 

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr

 65                  70                  75                  80 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly

                 85                  90                  95 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile

            100                 105                 110 

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val

        115                 120                 125 

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

    130                 135                 140 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu

145                 150                 155                 160 
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Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro

                165                 170                 175 

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

            180                 185                 190 

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met

        195                 200                 205 

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

    210                 215                 220 

Pro Gly Lys

225        

<210>    8

<211>    5

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Linker.

<400>    8

Gly Gly Gly Gly Gly

  1               5

<210>    9

<211>    596

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HJV.Fc fusion.

<400>    9

Gln Cys Lys Ile Leu Arg Cys Asn Ala Glu Tyr Val Ser Ser Thr Leu

  1               5                  10                  15 

Ser Leu Arg Gly Gly Gly Ser Ser Gly Ala Leu Arg Gly Gly Gly Gly

             20                  25                  30 

Gly Gly Arg Gly Gly Gly Val Gly Ser Gly Gly Leu Cys Arg Ala Leu

         35                  40                  45 

Arg Ser Tyr Ala Leu Cys Thr Arg Arg Thr Ala Arg Thr Cys Arg Gly

     50                  55                  60 
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Asp Leu Ala Phe His Ser Ala Val His Gly Ile Glu Asp Leu Met Ile

 65                  70                  75                  80 

Gln His Asn Cys Ser Arg Gln Gly Pro Thr Ala Pro Pro Pro Pro Arg

                 85                  90                  95 

Gly Pro Ala Leu Pro Gly Ala Gly Ser Gly Leu Pro Ala Pro Asp Pro

            100                 105                 110 

Cys Asp Tyr Glu Gly Arg Phe Ser Arg Leu His Gly Arg Pro Pro Gly

        115                 120                 125 

Phe Leu His Cys Ala Ser Phe Gly Asp Pro His Val Arg Ser Phe His

    130                 135                 140 

His His Phe His Thr Cys Arg Val Gln Gly Ala Trp Pro Leu Leu Asp

145                 150                 155                 160 

Asn Asp Phe Leu Phe Val Gln Ala Thr Ser Ser Pro Met Ala Leu Gly

                165                 170                 175 

Ala Asn Ala Thr Ala Thr Arg Lys Leu Thr Ile Ile Phe Lys Asn Met

            180                 185                 190 

Gln Glu Cys Ile Asp Gln Lys Val Tyr Gln Ala Glu Val Asp Asn Leu

        195                 200                 205 

Pro Val Ala Phe Glu Asp Gly Ser Ile Asn Gly Gly Asp Arg Pro Gly

    210                 215                 220 

Gly Ser Ser Leu Ser Ile Gln Thr Ala Asn Pro Gly Asn His Val Glu

225                 230                 235                 240 

Ile Gln Ala Ala Tyr Ile Gly Thr Thr Ile Ile Ile Arg Gln Thr Ala

                245                 250                 255 

Gly Gln Leu Ser Phe Ser Ile Lys Val Ala Glu Asp Val Ala Met Ala

            260                 265                 270 

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

        275                 280                 285 

Ser Gln Arg Leu Ser Arg Ser Glu Arg Asn Arg Arg Gly Ala Ile Thr

    290                 295                 300 

Ile Asp Thr Ala Arg Arg Leu Cys Lys Glu Gly Leu Pro Val Glu Asp

305                 310                 315                 320 
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Ala Tyr Phe His Ser Cys Val Phe Asp Val Leu Ile Ser Gly Asp Pro

                325                 330                 335 

Asn Phe Thr Val Ala Ala Gln Ala Ala Leu Glu Asp Ala Arg Ala Phe

            340                 345                 350 

Leu Pro Asp Leu Glu Lys Leu His Leu Phe Pro Ser Asp Pro Lys Ser

        355                 360                 365 

Cys Asp Lys Pro His Thr Cys Pro Leu Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu

    370                 375                 380 

Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu

385                 390                 395                 400 

Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser

                405                 410                 415 

His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu

            420                 425                 430 

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

        435                 440                 445 

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn

    450                 455                 460 

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro

465                 470                 475                 480 

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln

                485                 490                 495 

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

            500                 505                 510 

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val

        515                 520                 525 

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Ala Thr Pro

    530                 535                 540 

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr

545                 550                 555                 560 

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
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                565                 570                 575 

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu

            580                 585                 590 

Ser Pro Gly Lys

        595    

<210>    10

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    N-terminus of fusion protein.

<400>    10

Gln Cys Lys Ile Leu Arg Cys Asn Ala Glu

  1               5                  10

<210>    11

<211>    5638

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Encodes HJV.Fc fusion.

<400>    11

ttctagagaa tccagacatg ataagataca ttgatgagtt tggacaaacc acaactagaa         60

tgcagtgaaa aaaatgcttt atttgtgaaa tttgtgatgc tattgcttta tttgtaacca        120

ttataagctg caataaacaa gttaacaaca acaattgcat tcattttatg tttcaggttc        180

agggggaggt gtgggaggtt ttttaaagca agtaaaacct ctacaaatgt ggtatggctg        240

attatgatca atcgatgtcg accaattcgt aatcatgtca tagctgtttc ctgtgtgaaa        300

ttgttatccg ctcacaattc cacacaacat acgagccgga agcataaagt gtaaagcctg        360

gggtgcctaa tgagtgagct aactcacatt aattgcgttg cgctcactgc ccgctttcca        420

gtcgggaaac ctgtcgtgcc agctgcatta atgaatcggc caacgcgcgg ggagaggcgg        480

tttgcgtatt gggcgctctt ccgcttcctc gctcactgac tcgctgcgct cggtcgttcg        540

gctgcggcga gcggtatcag ctcactcaaa ggcggtaata cggttatcca cagaatcagg        600

ggataacgca ggaaagaaca tgtgagcaaa aggccagcaa aaggccagga accgtaaaaa        660

ggccgcgttg ctggcgtttt tccataggct ccgcccccct gacgagcatc acaaaaatcg        720

acgctcaagt cagaggtggc gaaacccgac aggactataa agataccagg cgtttccccc        780
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tggaagctcc ctcgtgcgct ctcctgttcc gaccctgccg cttaccggat acctgtccgc        840

ctttctccct tcgggaagcg tggcgctttc tcatagctca cgctgtaggt atctcagttc        900

ggtgtaggtc gttcgctcca agctgggctg tgagcacgaa ccccccgttc agcccgaccg        960

ctgcgcctta tccggtaact atcgtcttga gtccaacccg gtaagacacg acttatcgcc       1020

actggcagca gccactggta acaggattag cagagcgagg tatgtaggcg gtgctacaga       1080

gttcttgaag tggtggccta actacggcta cactagaaga acagtatttg gtatctgcgc       1140

tctgctgaag ccagttacct tcggaaaaag agttggtagc tcttgatccg gcaaacaaac       1200

caccgctggt agcggtggtt tttttgtttg caagcagcag attacgcgca gaaaaaaagg       1260

atctcaagaa gatcctttga tcttttctac ggggtctgac gctcagtgga acgaaaactc       1320

acgttaaggg attttggtca tgagattatc aaaaaggatc ttcacctaga tccttttaaa       1380

ttaaaaatga agttttaaat caatctaaag tatatatgag taaacttggt ctgacagtta       1440

ccaatgctta atcagtgagg cacctatctc agcgatctgt ctatttcgtt catccatagt       1500

tgcctgactc cccgtcgtgt agataactac gatacgggag ggcttaccat ctggccccag       1560

tgctgcaatg ataccgcgag acccacgctc accggctcca gatttatcag caataaacca       1620

gccagccgga agggccgagc gcagaagtgg tcctgcaact ttatccgcct ccatccagtc       1680

tattaattgt tgccgggaag ctagagtaag tagttcgcca gttaatagtt tgcgcaacgt       1740

tgttgccatt gctacaggca tcgtggtgtc acgctcgtcg tttggtatgg cttcattcag       1800

ctccggttcc caacgatcaa ggcgagttac atgatccccc atgttgtgca aaaaagcggt       1860

tagctccttc ggtcctccga tcgttgtcag aagtaagttg gccgcagtgt tatcactcat       1920

ggttatggca gcactgcata attctcttac tgtcatgcca tccgtaagat gcttttctgt       1980

gactggtgag tactcaacca agtcattctg agaatagtgt atgcggcgac cgagttgctc       2040

ttgcccggcg tcaatacggg ataataccgc gccacatagc agaactttaa aagtgctcat       2100

cattggaaaa cgttcttcgg ggcgaaaact ctcaaggatc ttaccgctgt tgagatccag       2160

ttcgatgtaa cccactcgcg cacccaactg atcttcagca tcttttactt tcaccagcgt       2220

ttctgggtga gcaaaaacag gaaggcaaaa tgccgcaaaa aagggaataa gggcgacacg       2280

gaaatgttga atactcatac tcttcctttt tcaatattat tgaagcattt atcagggtta       2340

ttgtctcatg agcggataca tatttgaatg tatttagaaa aataaacaaa taggggttcc       2400

gcgcacattt ccccgaaaag tgccacctga cgtctaagaa accattatta tcatgacatt       2460

aacctataaa aataggcgta tcacgaggcc ctttcgtctc gcgcgtttcg gtgatgacgg       2520

tgaaaacctc tgacacatgc agctcccgga gacggtcaca gcttgtctgt aagcggatgc       2580

cgggagcaga caagcccgtc agggcgcgtc agcgggtgtt ggcgggtgtc ggggctggct       2640
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taactatgcg gcatcagagc agattgtact gagagcgcac catatgcggt gtgaaatacc       2700

gcacagatgc gtaaggagaa aataccgcat caggcgccat tcgccattca ggctgcgcaa       2760

ctgttgggaa gggcgatcgg tgcgggcctc ttcgctatta cgccagctgg cgaaaggggg       2820

atgtgctgca aggcgattaa gttgggtaac gccagggttt tcccagtcac gacgttgtaa       2880

aacgacggcc agtgccaagc tagcggccgc cacgagtcta gctagagtac gaattcgagc       2940

tcggaacccc tatacattga atcaatattg gcaattagcc atattagtca ttggttatat       3000

agcataaatc aatattggct attggccatt gcatacgttg tatctatatc ataatatgta       3060

catttatatt ggctcatgtc caatatgacc gccatgttga cattgattat tgactagtta       3120

ttaatagtaa tcaattacgg ggtcattagt tcatagccca tatatggagt tccgcgttac       3180

ataacttacg gtaaatggcc cgcctggctg accgcccaac gacccccgcc cattgacgtc       3240

aataatgacg tatgttccca tagtaacgcc aatagggact ttccattgac gtcaatgggt       3300

ggagtattta cggtaaactg cccacttggc agtacatcaa gtgtatcata tgccaagtcc       3360

gccccctatt gacgtcaatg acggtaaatg gcccgcctgg cattatgccc agtacatgac       3420

cttacgggac tttcctactt ggcagtacat ctacgtatta gtcatcgcta ttaccatggt       3480

gatgcggttt tggcagtaca ccaatgggcg tggatagcgg tttgactcac ggggatttcc       3540

aagtctccac cccattgacg tcaatgggag tttgttttgg caccaaaatc aacgggactt       3600

tccaaaatgt cgtaataacc ccgccccgtt gacgcaaatg ggcggtaggc gtgtacggtg       3660

ggaggtctat ataagcagag ctcgtttagt gaaccgtcag atcggggatc cgatatccac       3720

catgggggag ccaggccagt cccctagtcc caggtcctcc catggcagtc ccccaactct       3780

aagcactctc actctcctgc tgctcctctg tggacatgct cattctcaat gcaagatcct       3840

ccgctgcaat gctgagtacg tatcgtccac tctgagcctt agaggtgggg gttcatcagg       3900

agcacttcga ggaggaggag gaggaggccg gggtggaggg gtgggctctg gcggcctctg       3960

tcgagccctc cgctcctatg cgctctgcac tcggcgcacc gcccgcacct gccgcgggga       4020

cctcgccttc cattcggcgg tacatggcat cgaagacctg atgatccagc acaactgctc       4080

ccgccagggc cctacagccc ctcccccgcc ccggggcccc gcccttccag gcgcgggctc       4140

cggcctccct gccccggacc cttgtgacta tgaaggccgg ttttcccggc tgcatggtcg       4200

tcccccgggg ttcttgcatt gcgcttcctt cggggacccc catgtgcgca gcttccacca       4260

tcactttcac acatgccgtg tccaaggagc ttggcctcta ctggataatg acttcctctt       4320

tgtccaagcc accagctccc ccatggcgtt gggggccaac gctaccgcca cccggaagct       4380
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caccatcata tttaagaaca tgcaggaatg cattgatcag aaggtgtatc aggctgaggt       4440

ggataatctt cctgtagcct ttgaagatgg ttctatcaat ggaggtgacc gacctggggg       4500

atccagtttg tcgattcaaa ctgctaaccc tgggaaccat gtggagatcc aagctgccta       4560

cattggcaca actataatca ttcggcagac agctgggcag ctctccttct ccatcaaggt       4620

agcagaggat gtggccatgg ccttctcagc tgaacaggac ctgcagctct gtgttggggg       4680

gtgccctcca agtcagcgac tctctcgatc agagcgcaat cgtcggggag ctataaccat       4740

tgatactgcc agacggctgt gcaaggaagg gcttccagtg gaagatgctt acttccattc       4800

ctgtgtcttt gatgttttaa tttctggtga tcccaacttt accgtggcag ctcaggcagc       4860

actggaggat gcccgagcct tcctgccaga cttagagaag ctgcatctct tcccctcagg       4920

tggtggtggt ggtgatccca aatcttgtga caaacctcac acatgcccac tgtgcccagc       4980

acctgaactc ctggggggac cgtcagtctt cctcttcccc ccaaaaccca aggacaccct       5040

catgatctcc cggacccctg aggtcacatg cgtggtggtg gacgtgagcc acgaagaccc       5100

tgaggtcaag ttcaactggt acgtggacgg cgtggaggtg cataatgcca agacaaagcc       5160

gcgggaggag cagtacaaca gcacgtaccg tgtggtcagc gtcctcaccg tcctgcacca       5220

ggactggctg aatggcaagg agtacaagtg caaggtctcc aacaaagccc tcccagcccc       5280

catcgagaaa accatctcca aagccaaagg gcagccccga gaaccacagg tgtacaccct       5340

gcccccatcc cgggatgagc tgaccaagaa ccaggtcagc ctgacctgcc tagtcaaagg       5400

cttctatccc agcgacatcg ccgtggagtg ggagagcaat gggcagccgg agaacaacta       5460

caaggccacg cctcccgtgc tggactccga cggctccttc ttcctctaca gcaagctcac       5520

cgtggacaag agcaggtggc agcaggggaa cgtcttctca tgctccgtga tgcatgaggc       5580

tctgcacaac cactacacgc agaagagcct ctccctgtct ccgggtaaat gagctgat         5638
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