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투여함으로써 상기 환자를 치료하는 방법에 관한 것이다.  본 발명은 또한 PDGF 길항제 및 VEGF 길항제를 함유하
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특허청구의 범위

청구항 1 

환자에서 습성 노인성 황반 변성을 치료하는데 유용한, 혈소판-유래 성장 인자(PDGF) 길항제 및 혈관 내피 성장

인자(VEGF) 길항제를 포함하는 제약 조합물로서,   

상기 혈소판-유래 성장 인자 길항제 및 혈관 내피 성장 인자 길항제는 동시에 또는 서로 90일 이내에 순차적으

로 투여되고; 

상기 혈소판-유래 성장 인자 길항제는, 위치 6, 20, 및 30에 2'-플루오로-2'-데옥시우리딘, 위치 8, 21, 28, 및

29에 2'-플루오로-2'-데옥시시티딘,  위치 9,  15,  17,  및 31에 2'-O-메틸-2'-데옥시구아노신,  위치 22에 2'-

O-메틸-2'-데옥시아데노신, 헥사에틸렌-글리콜 포스포르아미다이트로부터 유래한 위치 10 및 23 중의 "N", 및

위치 32에 역 방향 T(3'-3'-연결됨)를 갖고 서열 CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT 을 갖는 페길화되거나,

페길화되지 않은 앱타머이고;

상기 혈소판-유래 성장 인자 길항제는 혈소판-유래 성장 인자-B의 활성을 감소시키는 것이고; 

상기 혈관 내피 성장 인자 길항제는 혈관 내피 성장 인자-A의 활성을 감소시키는 항체 또는 결합 단편인

제약 조합물. 

청구항 2 

제1항에 있어서, 각각의 상기 혈소판-유래 성장 인자 길항제 및 상기 혈관 내피 성장 인자 길항제가 분리된 조

성물에 존재하는, 혈소판-유래 성장 인자 길항제 및 혈관 내피 성장 인자 길항제를 포함하는 제약 조합물. 

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 혈소판-유래 성장 인자 길항제 및 상기 혈관 내피 성장 인자 길항제가 서로

10일 이내에 투여되는, 혈소판-유래 성장 인자 길항제 및 혈관 내피 성장 인자 길항제를 포함하는 제약 조합물. 

청구항 4 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 혈소판-유래 성장 인자 길항제 및 상기 혈관 내피 성장 인자 길항제가 서로 5

일 이내에 투여되는, 혈소판-유래 성장 인자 길항제 및 혈관 내피 성장 인자 길항제를 포함하는 제약 조합물. 

청구항 5 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 혈소판-유래 성장 인자 길항제 및 상기 혈관 내피 성장 인자 길항제가 서로

24시간 이내에 투여되는, 혈소판-유래 성장 인자 길항제 및 혈관 내피 성장 인자 길항제를 포함하는 제약 조합

물. 

청구항 6 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 혈소판-유래 성장 인자 길항제 및 상기 혈관 내피 성장 인자 길항제가 동시에

투여되는, 혈소판-유래 성장 인자 길항제 및 혈관 내피 성장 인자 길항제를 포함하는 제약 조합물. 

청구항 7 

제6항에 있어서, 상기 혈소판-유래 성장 인자 길항제 및 상기 혈관 내피 성장 인자 길항제가 동일한 조성물 내

에 존재하는, 혈소판-유래 성장 인자 길항제 및 혈관 내피 성장 인자 길항제를 포함하는 제약 조합물. 

청구항 8 

삭제

청구항 9 

삭제
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청구항 10 

삭제

청구항 11 

삭제

청구항 12 

삭제

청구항 13 

삭제

청구항 14 

삭제

청구항 15 

삭제

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제

청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제
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청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

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 

삭제
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청구항 42 

삭제

청구항 43 

삭제

청구항 44 

삭제

청구항 45 

삭제

청구항 46 

삭제

청구항 47 

삭제

청구항 48 

삭제

명 세 서

본 출원은 2003년 8월 27일자로 출원된 미국 가출원 제60/498,407호 (대리인 관리 번호: EYE-013P) 및 2004년[0001]

3월 26일자로 출원된 미국 가출원 제60/556,837호 (대리인 관리 번호: EYE-013P2)를 우선권 주장하며, 이들 문

헌은 그의 전문이 둘 다 본원에 참고로 포함된다.

기 술 분 야

본 발명은 안과학 및 의학 분야에 관한 것이다.  더욱 구체적으로, 본 발명은 혈소판-유래 성장 인자 (PDGF) 및[0002]

혈관 내피 성장 인자 (VEGF) 둘 다를 억제하는 작용제들의 조합물을 이용한, 안구의 혈관신생성 장애의 치료에

관한 것이다.

배 경 기 술

혈관신생(neovascularization)이라 불리기도 하는 혈관형성(angiogenesis)은 기존 혈관으로부터 돌출부가 형성[0003]

되고 이들이 주변 조직으로 침윤하는 단계를 수반한다.  이와 연관이 있는 과정인 맥관형성(vasculogenesis)은,

조직 전체에 이미 존재하고 있는 내피 세포와 혈관모세포가 분화하고 이후에는 이들이 함께 연결되면서 혈관이

형성되는 단계를 수반한다.

혈관형성은 발생 동안에 광범위하게 이루어지며, 또한 건강한 신체에서도 손상이나 상해 후에 조직으로의 혈류[0004]

복구를 위한 창상 치유 동안에 이루어진다.  그러나, 혈관형성은 암 및 종양 형성과도 연관이 있다.  사실, 종

양 조직 중 혈관의 양은 유방암 [Weidner et al., (1992) J. Natl. Cancer Inst. 84: 1875-1887], 전립선암

[Weidner et al., (1993) Am. J. Pathol. 143: 401-409], 뇌종양 [Li et al., (1994) Lancet 344: 82-86] 및

흑색종 [Foss et al., (1996) Cancer Res. 56: 2900-2903]에서 강력한 음성 예후 지표이다.  최근에는, 혈관형

성이 류마티스학, 피부학, 심장학 및 안과학 등을 비롯한 많은 의학 분야에서의 다른 질환 상태에도 연관이 있

는 것으로 밝혀졌다.  특히, 바람직하지 못한 혈관형성 또는 병리 조직에 특이적인 혈관형성은 류마티스성 관절

염, 아테롬성경화증 및 건선 등을 비롯한 몇가지 특정한 질환 상태와 관련이 있었다 (예를 들어, 문헌 [Fan et

al., (1995) Trends Pharmacol. Sci. 16: 57] 및 [Folkman (1995) Nature Med. 1: 27] 참조).  추가로, 혈관

투과도의 변경은 정상적인 생리 과정과 병리적 생리 과정 둘 다에 있어서 소정의 역할을 수행한다고 여겨진다

([Cullinan-Bove  et  al.,  (1993)  Endocrinol.  133:  829],  [Senger  et  al.,  (1993)  Cancer  and  Metastasis
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Reviews 12: 303]).  이들 질환 각각에서의 혈관형성 과정은 발생시의 혈관형성 및 종양에서의 혈관형성과 많은

특징을 공유한다고 여겨지지만, 각각이 주변 세포의 영향으로 인한 독특한 측면을 갖고 있을 수도 있다.

각종 안구 장애는 혈관형성에서의 변경을 수반한다.  예를 들어, 성인 실명의 제3 원인 (미국에서 실명 원인의[0005]

거의 7％에 상응함)인 당뇨병성 망막병증은 과도한 혈관형성 사건과 관련이 있다.  비증식성 망막병증은 망막

내 혈관주위세포의 선택적 소실을 수반하고, 이러한 소실로 인해 관련 모세관이 확장되어 혈류가 증가한다.  확

장된 모세관에서는 내피 세포가 증식하고 낭상돌출을 형성하여 미세동맥류가 되고 인접 모세관이 차단되어 이들

미세동맥류 주변의 망막 영역에서 관류가 일어나지 않는다.  실제로, 미세동맥류의 인접 영역 사이에서는 단락

혈관이 나타나고, 초기 당뇨병성 망막병증의 임상적 상은 미세동맥류 및 관류되지 않는 망막 영역이 있는 것으

로 나타난다.   미세동맥류에서 누출이 일어나고 모세 혈관이 터지는 수가 있어서 삼출과 출혈을 일으킬 수

있다.  배경이 되는 당뇨병성 망막병증의 초기 단계가 일단 수립되면, 상기한 상태가 수년의 기간에 걸쳐 진행

되어 약 5％의 증례에서 증식성 당뇨병성 망막병증 및 실명으로 진행된다.  증식성 당뇨병성 망막병증은, 망막

의 일부 영역이 계속 모세 혈관을 소실하고 관류되지 않는 상태가 되어 디스크 및 망막상의 다른 영역에서 새로

운 혈관이 나타나게 될 때 발생한다.  이러한 새로운 혈관은 유리질 및 출혈 부위로 쉽게 성장하여 망막앞 출혈

을 일으킨다.  증식성 당뇨병성 망막병증이 진전되면, 과도한 유리질 출혈이 유리질강의 대부분을 채우는 수가

있다.  또한, 새로운 혈관은 견인성 망막 박리를 일으킬 수 있는 섬유상 조직 증식을 수반한다.

당뇨병성 망막병증은 1차적으로 진성 당뇨병의 기간과 관련이 있다.  따라서, 해당 집단이 노화하고 당뇨병 환[0006]

자가 더 오래 살수록, 당뇨병성 망막병증의 유병률은 증가할 것이다.  최근에는, 비증식성과 증식성 당뇨병성

망막병증 둘 다에 레이저 치료법이 이용된다.  황반부 주변의 누출 미세동맥류에 국소 레이저 처치를 행하면,

임상적으로  유의한  황반  부종이  있는  환자의  50％에서  시력  상실이  줄어든다.   증식성  당뇨병성

망막병증에서는, 범망막 광응고로 인해 (황반부를 보존하며) 망막 전체에 수천개의 작은 화상이 생긴다.  이러

한 처치는 실명률을 60％ 감소시킨다.  황반 부종 및 증식성 당뇨병성 망막병증의 조기 치료는 95％의 환자에서

5년 동안 실명을 예방하지만, 치료가 늦어지면 단지 50％의 환자에서만 실명이 예방된다.  따라서, 조기 진단

및 조기 치료가 필수적이다.

혈관신생을 수반하는 또다른 안구 장애는, 65세를 넘는 미국인 10명 중 대략 1명 꼴로 발병하는 질환인 노인성[0007]

황반 변성 (AMD)이다.  AMD는 망막의 중앙 영역인 황반에서 일어나는 일련의 병리 변화를 특징으로 하며, 특히

중심부 시력에 영향을 미치는 시력 문제를 수반한다.  AMD는 감각성 망막 바로 아래에 존재하는, 망막 색소 상

피라 불리는 단일층 세포들과 관련이 있다.  이들 세포는 망막에서 이들과 접촉하는 부분, 즉 시각 색소를 함유

하는 광수용체 세포를 지지하면서 이 세포에 영양분을 공급한다.  망막 색소 상피는, AMD에서 두꺼워지고 경화

되는 기저막 복합체인 브루크막 상에 존재한다.  새로운 혈관은 풍부한 혈관 층을 함유하는 아래쪽 맥락막으로

부터 브루크막을 지나면서 생성될 수 있다.  이어서, 이들 혈관은 망막 색소 상피 아래쪽 뿐만이 아니라 망막

색소 상피와 감각성 망막 사이에서 유액을 누출시키거나 출혈을 일으킬 수 있다.  이후의 섬유상 반흔형성은 광

수용체 세포로의 영양분 공급을 차단하여 이들 세포를 사멸시켜서 중심부 시력의 상실을 초래한다.  이러한 유

형의 노인성 황반병증은 누출 혈관 및 망막하 부종 또는 혈액 때문에 "습성(wet type)"이라 불린다.  습성은 노

인성 황반병증 증례의 단지 10％에 불과하지만, 노인에서 황반 변성으로 인한 법적 실명 사건의 90％를 초래한

다.  "건성(dry type)" 노인성 황반병증은 망막 색소 상피가 그 위에 존재하는 광수용체 세포의 소실과 더불어

붕괴되는 것을 수반한다.  이러한 건성은 시력을 저하시키지만 통상적으로는 단지 20/50 내지 20/100의 수준으

로만 저하시킨다.

AMD는 중심부 시력의 뒤틀림을 수반하여, 사물이 더 크거나 더 작게 보이거나 또는 직선이 뒤틀리거나 휘어지거[0008]

나 가운데 부분이 없는 것으로 보인다.  습성 AMD에서는 황반부에서 감각성 망막이 약간 박리될 수 있지만, 망

막하 신생혈관막의 명확한 진단에는 플루오레신 혈관조영술이 필요하다.  건성 AMD에서는 초자소구병(drusen)이

황반부에서 색소침착 양상을 변화시킬 수 있다.  초자소구병은 망막 색소 상피의 기저막 돌출로서, 세포 쪽으로

돌출되어 전방으로 불거지게 한다.  노인성 황반병증에서 위험 인자로서의 이들의 역할은 명확하지 않다.  현재

로는 건성 노인성 황반병증을 위한 치료법이 전혀 없다.  레이저 처치는 습성 노인성 황반병증에서 이용되며,

초기에 신생혈관막을 제거하고 제18개월에는 약 50％의 환자에서 시력 상실을 추가로 예방한다.  그러나, 제60

개월에는 단지 20％에만 실질적으로 유익하다.

염기성 및 산성 섬유아세포 성장 인자 (aFGF, bFGF), 형질전이 성장 인자 알파 및 베타 (TGFα, TGFβ), 혈소판[0009]

-유래 성장 인자 (PDGF), 안지오제닌, 혈소판-유래 내피 세포 성장 인자 (PD-ECGF), 인터루킨-8 (IL-8) 및 혈관

내피 성장 인자 (VEGF) 등을 비롯하여, 혈관형성의 여러가지 분자 매개자가 확인되었다.  혈관형성에 관여하는

다른 자극자로는 안지오포이에틴-1, Del-1, 폴리스타틴, 과립구 콜로니-자극 인자 (G-CSF), 간세포 성장 인자
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(HGF), 렙틴, 미드킨, 태반 성장 인자, 플레이오트로핀 (PTN), 프로그라눌린, 프롤리페린 및 종양 괴사 인자-알

파 (TNF-알파) 등이 있다.  또한, 혈관형성의 제어는 안지오어레스틴, 안지오스타틴 (플라스미노겐 단편), 항-

혈관형성성 안티트롬빈 III, 연골-유래 억제제 (CDI), CD59 보체 단편, 엔도스타틴 (콜라겐 XVIII 단편), 피브

로넥틴 단편, gro-베타, 헤파리나제, 헤파린 헥사사카라이드 단편, 인간 융모막 고나도트로핀 (hCG), 인터페론

알파/베타/감마, 인터페론-유도가능한 단백질 (IP-10), 인터루킨-12, 크링글 5 (플라스미노겐 단편), 메탈로프

로테이나제 억제제 (TIMP), 2-메톡시에스트라디올, 태반 리보뉴클레아제 억제제, 플라스미노겐 활성자 억제제,

혈소판 인자-4 (PF4), 프롤락틴 16 kD 단편, 프롤리페린-관련 단백질 (PRP), 레티노이드, 테트라히드로코르티졸

-S, 트롬보스폰딘-1 (TSP-1), 바스큘로스타틴 및 바소스타틴 (칼레티쿨린 단편) 등을 비롯하여 신체에서 생성되

는 수많은 혈관형성 음성 조절자에 의해 추가로 매개된다. 

이러한 혈관형성 조절자 중에서, VEGF는 종양 성장에 수반되는 비정상적인 혈관형성의 양성 조절자로서 핵심적[0010]

인 역할을 수행한다고 여겨진다 (문헌 [Brown et al., (1996) Control of Angiogenesis (Goldberg and Rosen,

eds.)], [Birkhauser, Basel, and Thomas (1996) J. Biol. Chem. 271: 603-606]에서 검토됨).  추가로, 최근에

는 신호전달 분자의 PDGF 족에 속하는 PDGF-B 구성원의 역할이 연구되고 있는데, 이들이 때로는 벽재성 세포,

예를 들어 혈관 평활근, 혈관사이세포 및 혈관주위세포라고 지칭되기도 하는 혈관주위 세포의 형성, 증식 및 적

당한 기능수행에 있어서 소정의 역할을 수행한다고 여겨지기 때문이다.

발생, 창상 치유 및 종양 형성에 수반되는 혈관형성 또는 혈관신생에 대하여 많은 사실들이 알려져 있지만, 이[0011]

러한 형태의 혈관형성과 안구 혈관형성 사이에 차이가 있는지 여부에 대해서는 아직 결정되지 않았다.  유의하

게, 심장에서 측부 혈관 형성 등을 수반하는 혈관형성은 유기체에 유익하고 적응성일 수 있지만, 예를 들어 AMD

등에 수반되는 병리적 안구 혈관신생에는 유익한 점이 알려진 바 없으며 종종 실명을 초래한다 (검토를 위해서

는 문헌 [Campochiaro (2000) J. Cell. Physiol. 184: 301-10] 참조).  따라서, 혈관신생을 수반하는 분자 사

건들에 대한 이해에 진전이 있긴 하지만, 이러한 이해를 이용하여 안구의 혈관신생성 질환 및 장애, 예를 들어

AMD 및 당뇨병성 망막병증에서 발생하는 맥락막 혈관신생 등을 비롯한 혈관신생성 질환 및 장애를 치료하는 추

가의 방법을 개발할 필요가 있다.

발명의 요약[0012]

본 발명에 이르러, 항-VEGF 및 항-PDGF 작용제의 조합이 놀랍게도 안구의 혈관신생성 질환 치료에 상승작용적[0013]

치료 효과를 제공하는 것으로 밝혀졌다.

따라서, 본 발명은 혈관신생성 장애를 앓는 것으로 진단되거나 혈관신생성 장애의 발병 위험이 있는 환자를 치[0014]

료하는 방법을 특징으로 한다.  상기 방법은, 상기 환자에게 1차 치료제 또는 보조 치료제로서 항-VEGF 작용제

및 항-PDGF 작용제를 투여하는 단계를 포함한다.

한 측면에서, 본 발명은 혈관신생성 장애의 억제가 필요한 환자에게 PDGF 길항제 및 VEGF 길항제를 상기 환자에[0015]

서 혈관신생성 장애를 억제하기에 충분한 양으로 동시에 또는 서로 약 90일 이내에 투여함으로써 상기 환자에서

혈관신생성 장애를 억제하는 방법을 제공한다.

또다른 측면에서, 본 발명은 혈관신생성 장애를 앓는 것으로 진단되거나 혈관신생성 장애의 발병 위험이 있어서[0016]

혈관신생성 장애의 치료가 필요한 환자에게 PDGF 길항제 및 VEGF 길항제를 상기 환자를 치료하기에 충분한 양으

로 동시에 또는 서로 90일 이내에 투여함으로써 상기 환자의 혈관신생성 장애를 치료하는 방법을 제공한다.

이러한 측면의 특별한 실시양태에서, 본 발명의 방법은 PDGF 길항제 및 VEGF 길항제를 서로 약 10일 이내에 투[0017]

여하는 것을 포함한다.  본 발명의 방법의 또다른 실시양태에서, PDGF 길항제 및 VEGF 길항제는 서로 5일 이내

에 투여된다.  본 발명의 방법의 또다른 실시양태에서, PDGF 길항제 및 VEGF 길항제는 서로 약 24시간 이내에

투여된다.  본 발명의 방법의 특별한 실시양태에서, PDGF 길항제 및 VEGF 길항제는 동시에 투여된다.

또다른 실시양태에서, 본 발명의 방법은 PDGF-B 길항제인 PDGF 길항제의 투여를 포함한다.  또다른 실시양태에[0018]

서, 본 발명의 방법은 VEGF-A 길항제인 VEGF 길항제의 투여를 포함한다.

특정 실시양태에서, 본 발명의 방법은 핵산 분자, 앱타머, 안티센스 RNA 분자, 리보자임, RNAi 분자, 단백질,[0019]

펩티드, 시클릭 펩티드, 항체, 항체 단편의 결합 단편, 당, 중합체 또는 소형 유기 화합물인 PDGF 길항제의 투

여를 포함한다.  또다른 실시양태에서, 본 발명의 방법은 핵산 분자, 앱타머, 안티센스 RNA 분자, 리보자임,

RNAi 분자, 단백질, 펩티드, 시클릭 펩티드, 항체, 항체 단편의 결합 단편, 당, 중합체, 또는 소형 유기 화합물

인 VEGF 길항제의 투여를 포함한다. 
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특별한 실시양태에서, 본 발명의 방법은 앱타머, 예를 들어 EYE001 앱타머인 VEGF 길항제의 투여를 포함한다.[0020]

또다른 실시양태에서, 본 발명의 방법은 항체 또는 그의 결합 단편인 VEGF 길항제의 투여를 포함한다.  

특별한 실시양태에서, 본 발명의 방법은 앱타머, 항체 또는 그의 결합 단편인 PDGF 길항제의 투여를 포함한다.[0021]

또다른  특별한  실시양태에서,  본  발명의  방법은  안티센스  올리고뉴클레오티드인  PDGF  길항제의  투여를

포함한다.

본 발명의 이러한 측면에 따른 또다른 실시양태에서, PDGF 길항제 및(또는) VEGF 길항제는 프로드럭이다. [0022]

한 실시양태에서, 본 발명의 방법은 안구의 혈관신생성 장애를 억제하거나 치료하는 수단을 제공한다.  몇몇 실[0023]

시양태에서, 본 발명의 방법으로 치료되거나 억제될 수 있는 안구 혈관신생성 장애로는 허혈성 망막병증, 홍채

혈관신생, 안내 혈관신생, 노인성 황반 변성, 각막 혈관신생, 망막 혈관신생, 맥락막 혈관신생, 당뇨병성 망막

허혈 또는 증식성 당뇨병성 망막병증 등이 있다.  또다른 실시양태에서, 본 발명의 방법은 건선 또는 류마티스

성 관절염의 억제 또는 치료가 필요한 환자 또는 그러한 장애를 앓는 것으로 진단되거나 그러한 장애의 발병 위

험이 있는 환자에서 건선 또는 류마티스성 관절염을 억제하거나 치료하기 위한 수단을 제공한다. 

또한, 본 발명은 PDGF 길항제와 VEGF 길항제 둘 다 및 제약상 허용가능한 담체를 포함하는 제약 조성물을 제공[0024]

한다.  이러한 측면에서, PDGF와 VEGF 길항제는 둘 다 환자에서 혈관신생성 장애를 억제하기에 충분한 양으로

존재한다.

이러한 측면의 한 실시양태에서, 제약 조성물은 PDGF-B 길항제인 PDGF 길항제를 포함한다.  또다른 실시양태에[0025]

서, 상기 제약 조성물은 VEGF-A 길항제인 VEGF 길항제를 포함한다.

특정 실시양태에서, 본 발명의 제약 조성물은 핵산 분자, 앱타머, 안티센스 RNA 분자, 리보자임, RNAi 분자, 단[0026]

백질, 펩티드, 시클릭 펩티드, 항체, 항체 단편의 결합 단편, 당, 중합체 또는 소형 유기 화합물인 PDGF 길항제

를 포함한다.  또다른 실시양태에서, 본 발명의 제약 조성물은 핵산 분자, 앱타머, 안티센스 RNA 분자, 리보자

임, RNAi 분자, 단백질, 펩티드, 시클릭 펩티드, 항체, 항체 단편의 결합 단편, 당, 중합체 또는 소형 유기 화

합물인 VEGF 길항제를 포함한다.

다른 특별한 실시양태에서, 본 발명의 제약 조성물은 앱타머, 예를 들어 EYE001 앱타머인 VEGF 길항제를 포함한[0027]

다.  한 실시양태에서, 본 발명의 제약 조성물은 항체 또는 그의 결합 단편인 VEGF 길항제를 포함한다.

특별한 실시양태에서, 본 발명의 제약 조성물은 항체 또는 그의 결합 단편인 PDGF 길항제를 포함한다.  또다른[0028]

특별한 실시양태에서, 본 발명의 제약 조성물은 안티센스 올리고뉴클레오티드인 PDGF 길항제를 포함한다.

본 발명의 제약 조성물은 미소구 또는 히드로겔 제제 등을 비롯한 제약상 허용가능한 담체를 포함할 수 있다.[0029]

또다른 실시양태에서, PDGF 길항제 및(또는) VEGF 길항제는 프로드럭이다.[0030]

또다른 실시양태에서, 본 발명의 제약 조성물은 안구의 혈관신생성 장애를 억제하거나 치료하기 위한 수단을 제[0031]

공한다.  몇몇 실시양태에서, 본 발명의 제약 조성물에 의해 치료 또는 억제될 수 있는 안구의 혈관신생성 장애

로는 허혈성 망막병증, 홍채 혈관신생, 안내 혈관신생, 노인성 황반 변성, 각막 혈관신생, 망막 혈관신생, 맥락

막 혈관신생, 당뇨병성 망막 허혈 또는 증식성 당뇨병성 망막병증 등이 있다.  다른 실시양태에서, 본 발명의

제약 조성물은 건선 또는 류마티스성 관절염의 억제 또는 치료가 필요한 환자 또는 그러한 장애를 앓는 것으로

진단되거나 그러한 장애의 발병 위험이 있는 환자에서 건선 또는 류마티스성 관절염을 억제하거나 치료하기 위

한 수단을 제공한다.

또한, 본 발명은 PDGF 길항제 및 VEGF 길항제를 둘 다 포함하는 제약 팩을 제공한다.  이러한 측면의 한 실시양[0032]

태에서, 상기 제약 팩은 PDGF-B 길항제인 PDGF 길항제를 포함한다.  이러한 측면의 또다른 실시양태에서, 상기

제약 팩은 VEGF-A 길항제인 VEGF 길항제를 포함한다. 

또다른  실시양태에서,  상기  제약  팩의  PDGF  길항제  및  VEGF  길항제는  개개의  투여량으로  개별적으로[0033]

제제화된다.  또다른 실시양태에서, 상기 제약 팩의 PDGF 길항제 및 VEGF 길항제는 함께 제제화된다.

몇몇 특별한 실시양태에서, 본 발명의 제약 팩은 앱타머, 예를 들어 EYE001 앱타머인 VEGF 길항제를 포함한다.[0034]

다른 실시양태에서, 본 발명의 제약 팩은 항체 또는 그의 결합 단편인 VEGF 길항제를 포함한다. 

몇몇 실시양태에서, 본 발명의 제약 팩은 항체 또는 그의 결합 단편인 PDGF길항제를 포함한다.  다른 특별한 실[0035]

시양태에서, 본 발명의 제약 팩은 안티센스 올리고뉴클레오티드인 PDGF 길항제를 포함한다.  이러한 측면의 또
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다른 실시양태에서, PDGF 길항제 및(또는) VEGF 길항제는 프로드럭이다.

발명의 상세한 설명

본 명세서에 언급된 모든 간행물, 특허문헌 및 특허 출원서는 본원에 참고로 포함된다.  [0069]

정의[0070]

본원에 사용된 바와 같이, 하기 용어 및 어구는 이하에 기재된 의미를 갖는다.  달리 정의하지 않는다면, 본원[0071]

에 사용된 모든 기술 및 과학 용어는 본 발명이 속하는 당업계의 숙련자가 통상적으로 이해하는 것과 동일한 의

미를 갖는다.  

"길항제"는 표적 분자의 활성 또는 생성을 부분적으로 또는 완전히 억제하는 작용제를 의미한다.  특히, 본원에[0072]

서 선택적으로 적용되는 용어 "길항제"는 PDGF, PDGFR, VEGF 또는 VEGFR 유전자 발현의 수준, mRNA 수준, 단백

질 수준 또는 단백질 활성을 감소시킬 수 있는 작용제를 의미한다.  길항제의 예시적인 형태로는 예를 들면 단

백질, 폴리펩티드, 펩티드 (예, 시클릭 펩티드), 항체 또는 항체 단편, 펩티드 모방체, 핵산 분자, 안티센스 분

자, 리보자임, 앱타머, RNAi 분자, 및 유기 소분자를 들 수 있다.  VEGF/VEGFR 및 PDGF/PDGFR 리간드/수용체

표적의 길항제 억제의 예시적인 비-제한적 메카니즘은 리간드 합성 및(또는) 안정성의 저해 (예, 리간드 유전자

/핵산을 표적화하는 안티센스, 리보자임 또는 RNAi 조성물 사용), 리간드와 그의 동족 수용체의 결합 차단 (예,

항-리간드 앱타머, 항체 또는 가용성 데코이 동족 수용체 사용), 수용체 합성 및(또는) 안정성의 저해 (예, 리

간드 수용체 유전자/핵산을 표적화하는 안티센스, 리보자임 또는 RNAi 조성물 사용), 수용체와 그의 동족 수용

체의 결합 차단 (예, 수용체 항체 사용) 및 동족 리간드에 의한 수용체 활성화의 차단 (예, 수용체 티로신 키나

제 억제제 사용)을 포함한다.  또한, 길항제는 표적 분자를 직접적으로 또는 간접적으로 억제할 수 있다. 

용어 "항체"는, 본원에 사용된 바와 같이, 예를 들어 임의의 이소형 (IgG, IgA, IgM, IgE 등)의 온전한 항체를[0073]

포함하는 의미이며, 척추동물 (예, 포유동물)의 단백질, 탄수화물 등을 인식하여 이들과 특이적으로 반응하기도

하는 항체 단편을 포함한다.  통상의 기술을 이용해서 항체를 단편화할 수 있으며, 상기에서 온전한 항체에 대

해 기술된 것과 동일한 방식으로 항체 단편을 유용성에 대해서 스크리닝한다.  따라서, 상기 용어는 특정 단백

질과 선택적으로 반응할 수 있는 항체 분자를 단백질분해에 의해 절단하거나 또는 재조합 방법으로 제조하여 얻

은 일부의 절편을 포함한다.  이러한 단백질분해 및(또는) 재조합 단편의 비-제한적 예는 Fab, F(ab')2, Fab',

Fv,  및 펩티드 링커에 의해 연결된 V[L]  및(또는) V[H]  도메인을 함유하는 단일 쇄 항체(scFv)를 포함한다.

scFv를 공유적으로 또는 비공유적으로 연결하여 2개 이상의 결합 부위를 갖는 항체를 형성시킬 수 있다.  본 발

명은 폴리클로날 항체, 모노클로날 항체, 또는 기타 정제된 항체 및 재조합 항체 제제를 포함한다.  

본원에서 용어 "핵산 리간드"와 서로 바꾸어 쓸 수 있는 용어 "앱타머"는 특정의 3차원 입체형태를 채택하는 능[0074]

력에 의해 표적과 결합하여 표적에 대해 길항 (즉, 억제) 효과를 갖는 핵산을 의미한다.  본 발명의 표적은

PDGF 또는 VEGF (또는 이들의 동족 수용체인 PDGFR 또는 VEGFR 중 하나)이며, 따라서 용어 PDGF 앱타머 또는 핵

산 리간드 또는 VEGF 앱타머 또는 핵산 리간드 (또는 PDGFR 앱타머 또는 핵산 리간드 또는 VEGFR 앱타머 또는

핵산 리간드)가 사용된다.  앱타머에 의한 표적의 억제는 표적의 결합에 의해, 표적을 촉매적으로 변화시키는

것에 의해, 표적 또는 표적의 기능적 활성을 변경/변화시키는 방식으로 표적과 반응하는 것에 의해, 자살 억제

제에서와 같이 표적에 공유적으로 부착하는 것에 의해, 표적과 다른 분자 사이의 반응을 촉진시키는 것에 의해

일어날 수 있다.  앱타머는 다수의 리보뉴클레오티드 단위, 데옥시리보뉴클레오티드 단위, 또는 두 가지 유형의

뉴클레오티드 잔기의 혼합물로 구성될 수 있다.  앱타머는 본원에 더 상세히 기술된 바와 같이 하나 이상의 변

형된 염기, 당 또는 포스페이트 주쇄 단위를 추가로 포함할 수 있다.  

"항체 길항제"는 표적 PDGF 또는 VEGF의 하나 이상의 활성을 차단하거나 또는 유의하게 감소시킬 수 있는, 본원[0075]

에 정의된 바와 같은 항체 분자를 의미한다.  예를 들면, VEGF 억제성 항체는 VEGF가 혈관형성을 자극하는 능력

을 억제하거나 또는 감소시킬 수 있다. 

뉴클레오티드 서열과 다른 뉴클레오티드 서열의 각 염기가 매치되는, 즉 왓슨 크릭(Watson Crick) 염기쌍을 형[0076]

성할 수 있는 경우에, 상기 두 서열을 "상보적"이라 한다.  용어 "상보적 가닥"은 본원에서 용어 "상보체"와 서

로 바꾸어 쓸 수 있다.  핵산 가닥의 상보체는 코딩 가닥의 상보체 또는 비-코딩 가닥의 상보체일 수 있다.  

어구 "보존된 잔기" 또는 "보존적 아미노산 치환"은 특정의 공통된 특성을 기초로 한 아미노산의 그룹화를 지칭[0077]

한다.  개별 아미노산들 사이의 공통의 특성을 정의하는 기능적 방식은 동종 유기체의 상응하는 단백질들 사이

에서 아미노산 변화의 정규화된 빈도를 분석하는 것이다.  이러한 분석에 따라, 그룹 내의 아미노산들이 서로
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우선적으로 교환되며, 따라서 전체 단백질 구조에 대한 이들의 충격에 있어서 서로 가장 유사한 경우, 아미노산

그룹들이 정의될 수 있다 [Schulz, G. E. and R. H. Schirmer, Principles of Protein Structure, Springer-

Verlag].  이러한 방식으로 정의된 아미노산 그룹의 예는 이하의 것들을 포함한다: 

(i) Glu 및 Asp, Lys, Arg 및 His로 이루어진 하전된 그룹, [0078]

(ii) Lys, Arg 및 His로 이루어진, 양으로 하전된 그룹, [0079]

(iii) Glu 및 Asp로 이루어진, 음으로 하전된 그룹, [0080]

(iv) Phe, Tyr 및 Trp로 이루어진 방향족 그룹, [0081]

(v) His 및 Trp로 이루어진 질소 환 그룹, [0082]

(vi) Val, Leu 및 Ile로 이루어진, 거대 지방족 비극성 그룹, [0083]

(vii) Met 및 Cys로 이루어진, 약간 극성인 그룹, [0084]

(viii) Ser, Thr, Asp, Asn, Gly, Ala, Glu, Gin 및 Pro로 이루어진, 소형-잔기 그룹, [0085]

(ix) Val, Leu, Ile, Met 및 Cys로 이루어진 지방족 그룹, 및[0086]

(x) Ser 및 Thr로 이루어진, 소형 히드록실 그룹. [0087]

상기 제시된 그룹들 이외에도, 각 아미노산 잔기가 그 자신의 그룹을 형성할 수 있으며, 개별 아미노산에 의해[0088]

형성된 그룹은 간단하게는 당업계에서 통상적으로 사용되는 아미노산에 대한 한 문자 및(또는) 세 문자 약어로

서 언급될 수 있다.  

용어 "상호작용하다"는 본원에 사용된 바와 같이 분자들 사이의 검출가능한 관계 또는 회합 (예, 생화학적 상호[0089]

작용), 예를 들어 본래 단백질-단백질, 단백질-핵산, 핵산-핵산, 및 단백질-소분자 또는 핵산-소분자 사이의 상

호작용을 포함하는 의미이다. 

용어 "상호작용성 단백질"은 대상 단백질, 예를 들면 PDGF 또는 VEGF 단백질, 또는 이들의 상응하는 동족 수용[0090]

체와 상호작용, 결합, 및(또는) 회합할 수 있는 단백질을 지칭한다.  

용어 "단리된"은 바와 같이, 각각 거대 분자의 천연 공급원에 존재하는 다른 DNA 또는 RNA로부터 분리된 분자와[0091]

관련된다.  유사하게, 용어 "단리된"은 폴리펩티드에 대해 본원에 사용된 바와 같이 폴리펩티드 공급원에 존재

하는 다른 단백질로부터 분리된 단백질 분자와 관련된다.  또한, 용어 "단리된"은 본원에 사용된 바와 같이 세

포 물질, 바이러스 물질, 또는 재조합 DNA 기술에 의해 제조되는 경우에는 배양 배지, 또는 화학적으로 합성되

는 경우에는 화학물질 전구체 또는 기타 화학물질이 실질적으로 없는 핵산 또는 펩티드와 관련된다.  

"단리된 핵산"은 단편으로서 자연 발생적이지 않으며 천연 상태에서 존재하지 않는 핵산 단편을 포함하는 의미[0092]

이다.  또한, 용어 "단리된"은 본원에서 다른 세포 단백질로부터 단리된 폴리펩티드와 관련하여 사용되며, 정제

된 폴리펩티드 및 재조합 폴리펩티드를 둘 다 포함하는 의미이다. 

본원에 사용된 바와 같이,  용어  "표지"  및  "검출가능한 표지"는 방사성 동위원소,  형광단,  화학발광 부분,[0093]

효소, 효소 기질, 효소 보조인자, 효소 억제제, 염료, 금속 이온, 및 리간드 (예, 비오틴 또는 합텐) 등을 포함

하지만 이에 한정되지 않는 검출가능한 분자를 지칭한다.  용어 "형광물질"은 검출가능한 범위에서 형광을 나타

낼 수 있는 물질 또는 그의 부분을 지칭한다.  본 발명에서 사용될 수 있는 표지의 특정 예로는 플루오레신, 로

다민, 단실, 움벨리페론, 텍사스(Texas) 레드, 루미놀, NADPH, 알파-베타-갈락토시다제 및 홀스래디쉬 퍼옥시다

제를 들 수 있다. 

"세포  내  유전자  발현  수준"은  세포  내  유전자에  의해  코딩되는  mRNA,  및  mRNA  이전의  초기(nascent)[0094]

전사체(들), 전사체 프로세싱 중간체, 성숙 mRNA(들) 및 분해 생성물의 수준, 및 해당 유전자로부터 번역된 단

백질의 수준을 지칭한다. 

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "핵산"은 폴리뉴클레오티드, 예를 들어 데옥시리보핵산 (DNA), 및 경우에 따라[0095]

리보핵산 (RNA)을 지칭한다.  또한, 이 용어는 등가물로서 뉴클레오티드 동족체로부터 만들어진 RNA 또는 DNA의

동족체를 포함하는 것으로 이해되어야 하며, 기재된 실시양태에 대해 적용가능한 것으로서는 단일 (센스 또는

안티센스) 및 이중-가닥 폴리뉴클레오티드, EST, 염색체, cDNA, mRNA, 및 rRNA가 핵산으로서 지칭될 수 있는 분

자의 대표적인 예이다. 
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용어 "올리고뉴클레오티드"는 자연 발생적인 염기, 당 및 당간(intersugar) (주쇄) 연결로 이루어진 뉴클레오티[0096]

드 또는 뉴클레오시드 단량체의 올리고머 또는 중합체를 지칭한다.  또한, 이 용어는 유사하게 기능하는 비-자

연 발생적인 단량체 또는 그의 부분을 포함하는 변형된 또는 치환된 올리고머를 포함한다.  치환된 올리고머의

혼입은 세포 흡수 증대 또는 뉴클레아제 내성 증가를 비롯한 인자에 기초하며, 당업계에 공지된 바와 같이 선택

된다.  전체 올리고뉴클레오티드 또는 그의 일부분이 치환된 올리고머를 함유할 수 있다. 

용어 "동일성(％)"은 2개의 아미노산 서열들 사이 또는 2개의 뉴클레오티드 서열들 사이의 서열 동일성을 지칭[0097]

한다.  동일성은 각각 비교 목적으로 정렬될 수 있는 각 서열의 위치를 비교함으로써 결정될 수 있다.  비교되

는 서열에서 등가의 위치를 동일한 염기 또는 아미노산이 차지하는 경우, 분자들은 이 위치에서 동일하며; 등가

의 부위를 동일 또는 유사한 아미노산 잔기 (예, 입체 및(또는) 전자적 특징이 유사한 잔기)가 차지하는 경우,

분자들은 이 위치에서 상동성인 (유사한) 것으로서 언급될 수 있다.  상동성, 유사성 또는 동일성의 백분율

(％)로서의 발현은 비교되는 서열에 의해 공유되는 위치에서 동일 또는 유사한 아미노산의 수의 함수로서 지칭

된다.   히든  마코브  모델(Hidden  Markov  Model;  HMM),  FASTA  및  BLAST를  비롯한  다양한  정렬  알고리즘

및(또는)  프로그램이  사용될  수  있다.   HNiM,  FASTA  및  BLAST가  [National  Center  for  Biotechnology

Information],  [National  Library  of  Medicine],  [National  Institutes  of  Health,  Bethesda,  Md.]  및

[European Bioinformatic Institute EBI]를 통해 이용가능하다.  한 실시양태에서, 두 서열의 동일성(％)은 1

의 갭 중량(gap weight)으로 상기 GCG 프로그램에 의해 결정될 수 있는데, 예를 들면 각 아미노산 갭은 마치 두

서열 사이의 단일 아미노산 또는 뉴클레오티드 미스매치인 것처럼 칭량된다.  정렬을 위한 다른 기술은 문헌

[Methods  in  Enzymology,  vol.  266:  Computer  Methods  for  Macromolecular  Sequence  Analysis  (1996),  ed.

Doolittle, Academic Press, Inc., a division of Harcourt Brace & Co., San Diego, California, USA]에 기

재되어 있다.  바람직한 경우, 서열 내에서 갭을 허용하는 정렬 프로그램을 사용하여 서열을 정렬시킨다.  스미

스 워터맨(Smith Waterman)은 서열 정렬에서 갭을 허용하는 알고리즘의 한가지 유형이다 (문헌 [(1997) Meth.

Mol. Biol. 70: 173-187] 참조).  또한, 니들맨 앤드 운쉬 (Needleman and Wunsch) 정렬 방법을 이용하는 GAP

프로그램을  사용해서  서열을  정렬시킬  수  있다.   HMM의  사용을  비롯한  더  많은  기술  및  알고리즘이  문헌

[Sequence,  Structure,  and  Databanks:  A  Practical  Approach  (2000),  ed.  Oxford  University  Press,

Incorporated and in Bioinformatics: Databases and Systems (1999) ed. Kluwer Academic Publishers]에 기

재되어 있다.  다른 조사 전략은 MASPAR 컴퓨터에서 수행되는 MPSRCH 소프트웨어를 이용한다.  MPSRCH는 스미스

-워터맨 알고리즘을 이용해서 초병렬(massively parallel) 컴퓨터 상에서 서열의 점수를 매긴다.  이러한 접근

법은 관계가 먼 매치들을 가려내는 능력을 향상시키며, 특히 작은 갭 및 뉴클레오티드 서열 에러에 대해 관용적

이다.  핵산에 의해 코딩된 아미노산 서열을 사용해서 단백질 및 DNA 데이터베이스 둘 다를 검색할 수 있다.

개별 서열을 갖는 데이터베이스는 문헌 [Methods in Enzymology, ed. Doolittle, supra]에 기재되어 있다.  데

이터베이스로는 젠뱅크, EMBL, 및 DNA 데이터베이스 오브 저팬(DNA Database of Japan)(DDBJ)을 들 수 있다. 

이중나선에 관하여 "완전하게 매치된"은 이중나선을 구성하는 폴리- 또는 올리고뉴클레오티드 가닥들이 각 가닥[0098]

내의 모든 뉴클레오티드가 다른 가닥 내의 뉴클레오티드와 왓슨-크릭 염기쌍 형성을 수행하도록 서로 이중 가닥

구조를 형성하는 것을 의미한다.  또한, 이 용어는 사용될 수 있는 뉴클레오시드 동족체, 예를 들면 데옥시이노

신, 및 2-아미노퓨린 염기를 갖는 뉴클레오시드 등의 염기쌍 형성을 포함한다.  표적 폴리뉴클레오티드와 올리

고뉴클레오티드 또는 폴리뉴클레오티드 사이의 이중나선 내 미스매치는 이중나선 내 뉴클레오티드의 쌍이 왓슨-

크릭 결합을 수행하지 못함을 의미한다.  삼중나선과 관련하여, 이 용어는 삼중나선이 완전하게 매치된 이중나

선 및 제3의 가닥 (여기서, 모든 뉴클레오티드는 완전하게 매치된 이중나선의 염기쌍과 후그스틴 (Hoogsteen)

또는 역(reverse) 후그스틴 결합을 수행함)으로 이루어짐을 의미한다. 

용어 "RNA 간섭(interference)," "RNAi" 또는 "siRNA"는 모두 대상 유전자와 상동성인 (특히, 대상 유전자, 예[0099]

를 들어 PDGF 또는 VEGF의 메신저 RNA와 상동성인) 하나 이상의 이중-가닥 RNA를 표적 세포에 도입함으로써 유

전자 또는 유전자 생성물의 발현을 감소시키는 임의의 방법과 관련된다.  

다형성 변이체는 폴리뉴클레오티드 서열이 하나의 염기에서 달라지는 "단일 뉴클레오티드 다형성" (SNP)을 포함[0100]

할 수도 있다 (예를 들어, PDGF 또는 VEGF에서 하나의 염기 변이).  SNP의 존재는 예를 들면 특정 집단, 질환

상태, 또는 질환 상태에 대한 경향을 나타낼 수 있다. 

비정상적인, 예를 들어 종양 세포의 생물학적 상태의 "프로파일"은 질환 상태에 반응에서의 변화하는 세포의 다[0101]

양한 구성성분의 수준과 관련된다.  세포의 구성성분으로는 RNA의 수준, 단백질 관다분 수준 또는 단백질 활성

수준을 들 수 있다.  
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용어 "단백질"은 본원에서 용어 "펩티드" 및 "폴리펩티드"와 서로 바꾸어 쓸 수 있다.  용어 "재조합 단백질"은[0102]

재조합 DNA 기술에 의해 제조되는 본 발명의 단백질을 지칭하는데, 일반적으로 발현시킬 단백질 또는 RNA를 코

딩하는 DNA를 적합한 발현 벡터에 삽입하고, 이 벡터를 사용하여 숙주 세포를 형질전환시킴으로써 이종 단백질

또는 RNA를 생성시킨다.  또한, 재조합 단백질을 코딩하는 재조합 유전자에 대하여 어구 "~로부터 유도된"은 "

재조합 단백질"의 의미 내에서 천연 단백질의 아미노산 서열, 또는 이 서열과 유사하며 자연 발생적인 단백질의

치환 및 결실을 비롯한 돌연변이에 의해 생성되는 아미노산 서열을 갖는 단백질을 포함하는 의미이다. 

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "트랜스진(transgene)"은 세포로 도입된 핵산 서열 (예를 들면, 표적 핵산 또는[0103]

그에 대한 안티센스 전사체 중 하나를 코딩함)을 의미한다.  트랜스진은 그가 도입되는 트랜스제닉 동물 또는

세포에 대해 부분적으로 또는 완전히 이종, 즉 외래적일 수 있거나 또는 그가 도입되는 트랜스제닉 동물 또는

세포의 내인성 유전자에 대해 상동성이지만, 그가 삽입되는 세포의 게놈을 변화시키는 방식으로 동물의 게놈에

삽입되도록 설계되거나 또는 삽입된다 (예를 들면, 트랜스진은 천연 유전자의 부위와는 다른 부위에 삽입되거나

또는 그의 삽입은 녹아웃(knockout)을 일으킨다).  또한, 트랜스진은 세포 내에서 에피솜 형태로 존재할 수도

있다.  트랜스진은 하나 이상의 전사 조절 서열 및 선택된 핵산의 최적 발현에 필요할 수 있는 임의의 다른 핵

산, 예를 들어 인트론을 포함할 수 있다.  

"혈관신생성 장애"는 종양발생 또는 신생물 형질전환, 즉 암을 수반하는 것 이외의 변화되거나 조절되지 않는[0104]

혈관형성을 특징으로 하는 장애를 의미한다.  혈관신생성 장애의 예로는 건선, 류마티스성 관절염, 및 당뇨병성

망막병증 및 노인성 황반 변성을 비롯한 안구의 혈관신생성 장애를 들 수 있다.  

본원에 사용된 바와 같이, 용어 "혈관신생" 및 "혈관형성"은 서로 바꾸어 쓸 수 있다.  혈관신생 및 혈관형성은[0105]

새로운 혈관이 세포, 조직, 또는 기관 내로 발생되는 것을 지칭한다.  혈관형성의 조절은 전형적으로는 특정 질

환 상태에서 변화하며, 많은 경우에서, 이 질환과 관련된 병리학적 손상은 변화되거나, 조절되지 않거나 제어되

지 않는 혈관형성과 관련된다.  지속적이며 조절되지 않는 혈관형성이 내피 세포에 의한 비정상적 성장을 특징

으로 하는 것들을 비롯한 다수의 질환 상태에서 일어나며, 혈관의 누출 및 투과성을 비롯한 이들 상태에서 관찰

되는 병리학적 손상을 뒷받침한다.  

"안구의 혈관신생성 장애"는 환자의 눈에서 변화되거나 조절되지 않는 혈관형성을 특징으로 하는 장애를 의미한[0106]

다.  예시적인 안구의 혈관신생성 장애로는 시신경유두 혈관신생, 홍채 혈관신생, 망막 혈관신생, 맥락막 혈관

신생, 각막 혈관신생, 유리체 혈관신생, 녹내장, 판누스, 익상편, 황반 부종, 당뇨병성 망막병증, 당뇨병성 황

반 부종, 혈관 망막병증, 망막 변성, 포도막염, 망막의 염증성 질환, 및 증식성 유리체망막병증을 들 수 있다.

대상체에서 혈관신생 질환을 "치료하는" 또는 혈관신생 질환을 앓는 대상체를 "치료하는"이라는 용어는 혈관신[0107]

생 질환의 한가지 이상의 증상이 감소되도록 대상체를 약물 치료로 처치, 예를 들면 대상체에게 약물을 투여하

는 것을 지칭한다.  따라서, 용어 "치료하는"은 본원에 사용된 바와 같이 혈관신생 상태 또는 질환의 한가지 이

상의 증상을 완화시키는 것뿐만 아니라 치료하는 것을 포함하는 의미이다.  따라서, 용어 "치료하는"은 본원에

사용된 바와 같이 안구의 혈관신생성 장애의 치료 또는 예방을 위해 제약 조성물을 투여하거나 또는 처방하는

것을 포함한다. 

"환자"는 임의의 동물을 의미한다.  용어 "동물"은 인간 및 기타 영장류를 포함하지만 이에 한정되지 않는 포유[0108]

동물을 포함한다.  또한, 이 용어는 가축화된 동물, 예를 들어 소, 돼지, 양, 말, 개 및 고양이를 포함한다.  

"PDGF" 또는 "혈소판-유래 성장 인자"는 혈관형성 또는 혈관형성 과정에 영향을 주는 포유동물 혈소판-유래 성[0109]

장 인자를 의미한다.  본원에 사용된 바와 같이, 용어 "PDGF"는 PDGF-B (도 1 (A) 및 (B) 참조), 및 PDGF-A

(도 1 (C) 및 (D) 참조)를 비롯한 PDGF의 다양한 아형을 포함한다.  추가로, 본원에 사용된 바와 같이, 용어

"PDGF"는 동족 PDGF 수용체를 통해 혈관형성 또는 혈관형성 과정을 자극하는 작용을 하는 PDGF-관련 혈관형성

인자, 예를 들면 PDGF-C 및 PDGF-D를 지칭한다.  특히, 용어 "PDGF"는 (i) PDGF 수용체, 예를 들면 PDGFR-B

(도 3 (A) 및 (B) 참조), 또는 PDGFR-A (도 3 (C) 및 (D) 참조)에 결합하고; (ii) VEGF 수용체와 관련된 티로

신 키나제 활성을 활성화하고; (iii) 이에 따라, 혈관형성 또는 혈관형성 과정에 영향을 주는 성장 인자 부류의

임의의 구성원을 의미한다.  본원에 사용된 바와 같이, 일반적으로 용어 "PDGF"는 반응성 세포 유형에 대한 혈

소판-유래 성장 인자 세포 표면 수용체 (즉, PDGFR)의 결합 및 활성화를 통해 DNA 합성 및 유사분열을 유도하는

성장 인자 부류의 구성원들을 지칭한다.  PDGF는 예를 들면 지정된 세포 이동 (화학주성) 및 세포 활성화; 포스

포리파제 활성화; 포스파티딜이노시톨 턴오버(turnover) 증가 및 프로스타글란딘 대사; 반응성 세포에 의한 콜

라겐 및 콜라게나제 합성 둘 다의 자극; 매트릭스 합성, 사이토킨 제조 및 지단백질 흡수를 비롯한 세포 대사
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활성의 변화; PDGF 수용체가 결여된 세포에서 증식성 반응의 간접 유도; 및 강력한 혈관수축신경 활성을 비롯한

특정의 생물학적 효과에 영향을 준다.  용어 "PDGF"는 "PDGF" 폴리펩티드 및 그의 상응하는 "PDGF"  코딩 유전

자 또는 핵산 둘 다를 포함하는 의미이다. 

"PDGF-A"는 PDGF의 A 쇄 폴리펩티드 및 그의 상응하는 코딩 유전자 또는 핵산을 의미한다. [0110]

"PDGF-B"는 PDGF의 B 쇄 폴리펩티드 및 그의 상응하는 코딩 유전자 또는 핵산을 의미한다. [0111]

"VEGF" 또는 "혈관 내피 성장 인자"는 혈관형성 또는 혈관형성 과정에 영향을 주는 포유동물 혈관 내피 성장 인[0112]

자를 의미한다.  본원에 사용된 바와 같이, 용어 "VEGF"는 예를 들어 VEGF121,  VEGF165  및 VEGF189를 비롯하여

VEGF-A/VPF 유전자의 다른 스플라이싱에 의해 발생되는 VEGF의 다양한 아형 (혈관 투과성 인자 (VPF) 및 VEGF-A

로도 알려져 있음)(도 2 (A) 및 (B) 참조)을 포함한다.  추가로, 본원에 사용된 바와 같이, 용어 "VEGF"는 동족

VEFG 수용체를 통해 혈관형성 또는 혈관형성 과정을 자극하는 작용을 하는 VEGF-관련된 혈관형성 인자, 예를 들

면 PIGF (태반 성장 인자), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D 및 VEGF-E를 지칭한다.  특히, 용어 "VEGF"는 (i) VEGF 수

용체, 예를 들면 VEGFR-1 (Flt-1)(도 4 (A) 및 (B) 참조), VEGFR-2 (KDR/Flk-1) (도 4 (C) 및 (D) 참조), 또는

VEGFR-3 (FLT-4)에 결합하고; (ii) VEGF 수용체와 관련된 티로신 키나제 활성을 활성화하고; (iii) 이에 따라,

혈관형성 또는 혈관형성 과정에 영향을 주는 성장 인자 부류의 임의의 구성원을 의미한다.   용어 "VEGF"는

"VEGF" 폴리펩티드 및 그의 상응하는 "VEGF" 코딩 유전자 또는 핵산 둘 다를 포함하는 의미이다.  

"PDGF 길항제"는 PDGF의 활성 또는 생성을 부분적으로 또는 완전히 감소시키거나 또는 억제하는 작용제를 의미[0113]

한다.  PDGF 길항제는 특정의 PDGF, 예를 들면 PDGF-B를 직접적으로 또는 간접적으로 감소시키거나 또는 억제하

는 작용제를 의미한다.  또한, "길항제"의 상기 정의와 일치하는 "PDGF 길항제"는 PDGF 리간드 또는 그의 동족

수용체 상에서 작용함으로써 PDGF-관련된 수용체 신호를 감소시키거나 또는 억제하는 작용제를 포함할 수 있다.

이러한 "PDGF 길항제"의 예로는, 예를 들면 안티센스, 리보자임 또는 RNAi 조성물 (PDGF 핵산을 표적화함); 항-

PDGF 앱타머, 항-PDGF 항체 또는 가용성 PDGF 수용체 데코이 (PDGF와 그의 동족 수용체의 결합을 방지함); 안티

센스, 리보자임 또는 RNAi  조성물 (동족 PDGF  수용체 (PDGFR)  핵산을 표적화함); 항-PDGFR  앱타머 또는 항-

PDGFR 항체 (동족 PDGFR 수용체와 결합함); 및 PDGFR 티로신 키나제 억제제를 들 수 있다.  

"VEGF 길항제"는 VEGF의 활성 또는 생성을 부분적으로 또는 완전히 감소시키거나 또는 억제하는 작용제를 의미[0114]

한다.  VEGF 길항제는 특정의 VEGF, 예를 들면 VEGF165를 직접적으로 또는 간접적으로 감소시키거나 또는 억제할

수 있다.  또한, "길항제"의 상기 정의와 일치하는 "VEGF 길항제"는 VEGF 리간드 또는 그의 동족 수용체 상에서

작용함으로써 VEGF-관련된 수용체 신호를 감소시키거나 또는 억제하는 작용제를 포함할 수 있다.  따라서, 이러

한 "VEGF 길항제"의 예로는, 예를 들면 안티센스, 리보자임 또는 RNAi 조성물 (VEGF 핵산을 표적화함); 항-VEGF

앱타머, 항-VEGF 항체 또는 가용성 VEGF 수용체 데코이 (VEGF와 그의 동족 수용체의 결합을 방지함); 안티센스,

리보자임, 또는 RNAi 조성물 (동족 VEGF 수용체 (VEGFR) 핵산을 표적화함); 항-VEGFR 앱타머 또는 항-VEGFR 항

체 (동족 VEGFR 수용체와 결합함); 및 VEGFR 티로신 키나제 억제제를 들 수 있다.  

"혈관신생성 장애을 억제하는데 충분한 양"은 혈관신생성 장애 또는 그의 증상을 치료하거나 또는 예방하는데[0115]

필요한, 본 발명의 조합물 중의 길항제의 유효량을 의미한다.  혈관신생성 장애에 의해 유발되거나 또는 이러한

장애의 원인이 되는 상태의 치유 처치를 위해 본 발명을 실시하는데 사용되는 활성 길항제의 "유효량"은 투여

방식, 혈관신생성 장애의 해부학적 부위, 환자의 연령, 체중 및 전반적인 건강상태에 따라 달라진다.  결국, 의

사 또는 수의사가 적정량 및 투여 치료법을 결정하게 될 것이다.  이러한 양은 혈관신생성 장애를 억제하는데

충분한 양으로서 언급된다.  

본 발명의 다른 특징 및 이점은 하기 상세한 설명 및 특허청구의 범위로부터 분명해질 것이다.  [0116]

폴리펩티드 X의 "변이체"는 하나 이상의 아미노산 잔기에서 변화된 펩티드 X의 아미노산 서열을 갖는 폴리펩티[0117]

드를 지칭한다.  변이체는 "보존적" 변화를 가질 수 있는데, 이 경우에 치환된 아미노산은 유사한 구조적 또는

화학적 특성을 갖는다 (예를 들면, 루이신을 이소루이신으로 대체함).  보다 드물게는, 변이체는 "비보존적" 변

화를 가질 수 있다 (예를 들면, 글리신을 트립토판으로 대체함).  유사한 소수의 변이는 아미노산 결실 또는 삽

입, 또는 이들 둘 다를 포함할 수도 있다.  생물학적 또는 면역학적 활성을 제거하지 않으면서 아미노산 잔기를

치환, 삽입 또는 결실시킬 수 있는지의 여부를 결정하는 지침은, 당업계에 잘 알려진 컴퓨터 프로그램, 예를 들

면, LASERGENE 소프트웨어 (DNASTAR)를 사용하여 찾을 수 있다.  

폴리뉴클레오티드 서열의 경우에 사용되는 용어 "변이체"는 유전자의 것과 관련된 폴리뉴클레오티드 서열 또는[0118]
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그의 코딩 서열을 포함할 수 있다.  이 정의는 예를 들면 "대립유전자," "스플라이스," "종" 또는 "다형성" 변

이체를 포함할 수도 있다.  스플라이스 변이체는 기준(reference) 분자와 유의한 동일성을 가질 수 있지만, 일

반적으로는 mRNA 프로세싱 동안 엑손의 다른 스플라이싱으로 인해 더 많거나 또는 더 적은 수의 폴리뉴클레오티

드를 가질 것이다.  상응하는 폴리펩티드는 추가의 기능적 도메인을 보유할 수 있거나 또는 도메인이 존재하지

않을 수 있다.  종 변이체는 하나의 종과 다른 종에서 달라지는 폴리뉴클레오티드 서열이다.  생성된 폴리펩티

드는 일반적으로 서로에 대해 유의한 아미노산 동일성을 가질 것이다.  다형성 변이체는 주어진 종의 개체들 사

이의 특정 유전자의 폴리뉴클레오티드 서열에서의 변이이다.  

용어 "벡터"는 연결되는 다른 핵산을 운반할 수 있는 핵산 분자를 지칭한다.  유용한 벡터의 한 유형은 에피솜,[0119]

즉 염색체 외부에서의 복제할 수 있는 핵산이다.  유용한 벡터로는 연결되는 핵산을 자율적으로 복제하고(하거

나) 발현할 수 있는 것들이 있다.  작동가능하게 연결되는 유전자의 발현을 검출할 수 있는 벡터는 본원에서 "

발현 벡터"로서 언급된다.  일반적으로, 재조합 DNA 기술에서 유용한 발현 벡터는 흔히 "플라스미드" 형태이며,

이는 일반적으로 벡터 형태에서 염색체에 결합되지 않은 원형 이중 가닥 DNA 루프를 지칭한다.  본 명세서에서,

플라스미드는 벡터의 가장 통상적으로 사용되는 형태이기 때문에, "플라스미드" 및 "벡터"는 서로 바꾸어 쓸 수

있다.  그러나, 본 발명은 동등한 기능을 하며 이에 대하여 이후에 당업계에 공지될 다른 형태의 발현 벡터를

포함하도록 의도된다.  

조합 치료법[0120]

본 발명은, 부분적으로, 혈관신생성 장애를 갖는 환자에 대한 강력한 치료제로서 적절한 성장 인자 길항제를 사[0121]

용하여 VEGF 및 PDGF 활성 둘 다를 특이적으로 억제하는 것에 기초한다.  PDGF 길항제와 VEGF 길항제의 조합물

의 투여는 안구의 혈관신생성 장애를 치료하는데 있어서 길항제를 단독으로 투여하는 경우보다 더 큰 치료 이점

을 제공한다.  항-VEGF 작용제와 항-PDGF 작용제의 복합 작용은 망막 내피 세포계의 혈관형성을 자극하는데 있

어서 상기 두 인자들 사이에 분명한 협동작용이 없음을 입증하는 연구 측면에서 예상하지 못한 것이다 (문헌

[Castellon et al., (2001) Exp. Eye Res. 74: 523-35] 참조). 

PDGF 및 VEGF는 신체 전반, 특히 눈에서의 새로운 혈관의 성장에 대한 중요한 자극이다.  PDGF 및 VEGF 생물학[0122]

적 활성 둘 다를 억제하는 것으로 지정된 조합 치료법은 혈관신생성 장애를 치료하거나 또는 예방하기 위한 방

법을 제공한다.  

따라서, 본 발명은 조합 치료법을 이용하여 혈관신생성 장애를 억제하기 위한 방법 및 조성물을 특징으로 한다.[0123]

특히, 본 발명은 혈관신생성 장애, 예를 들면 안구의 혈관신생성 장애의 치료에서의 치료 표적으로서 혈관 세포

에서 작동하는 두 가지 상이한 세포간 통신 신호전달 경로, 즉 PDGF 및 VEGF 신호전달 경로를 이용한다.  이러

한 조합 방법은 시신경유두 혈관신생, 홍채 혈관신생, 망막 혈관신생, 맥락막 혈관신생, 각막 혈관신생, 유리체

혈관신생, 녹내장, 판누스, 익상편, 황반 부종, 당뇨병성 황반 부종, 혈관 망막병증, 망막 변성, 황반 변성, 포

도막염, 망막의 염증성 질환, 및 증식성 유리체망막병증을 포함하지만 이에 한정되지 않는, 안구의 혈관신생의

발생이 현저한 임의의 다수의 안과적 질환 및 장애를 치료하는데 특히 유용하다.  PDGF (예, PDGF-B) 및 VEGF

(예, VEGF-A) 신호전달을 억제하는 길항제들로 이루어진 조합 치료법은 독립적으로 이용되는 두 가지 치료법의

각각에 비해 치료 효능의 증가를 나타낸다.  하기 논의된 예들은 단일 PDGF 길항제와 단일 VEGF 길항제의 조합

을 기술하지만, 다수의 길항 작용제들의 조합이 바람직한 것으로 여겨진다.

본 발명에 따른 항-PDGF 및 항-VEGF 조합 치료법은 단독으로 또는 또다른 치료법과 함께 수행될 수 있고, 가정,[0124]

진료소, 클리닉, 병원 외래국 또는 병원에서 제공될 수 있다.  일반적으로, 치료는 의사가 치료법의 효과를 면

밀히 관찰하고 필요한 임의의 조치를 취할 수 있도록 병원에서 시작한다.  조합 치료법의 기간은 치료될 혈관신

생성 장애의 유형, 환자의 연령 및 상태, 환자 질환의 단계 및 유형, 및 치료에 대한 환자의 반응에 따라 달라

진다.  추가로, 혈관신생성 장애의 발병 위험이 보다 큰 사람 (예를 들어, 당뇨병 환자)은 징상의 발병을 억제

하거나 지연시키는 치료를 받을 수 있다.  본 발명에 의해 제공되는 하나의 상당한 이점은, 혈관신생성 장애의

치료를 위한 PDGF 길항제 및 VEGF 길항제의 조합물이 각각의 길항제 및 전체 활성 길항제의 적은 투여량 투여를

가능하게 하여, 낮은 독성 및 부작용, 및 감소된 비용으로 유사한 효과를 제공할 수 있다는 것이다.  

조합물의 각 성분의 투여량 및 투여 빈도는 독립적으로 제어될 수 있다.  예를 들어, 제1 길항제는 1일 3회 투[0125]

여하는 반면, 제2 길항제는 1일 1회 투여될 수 있다.  조합 치료법은 환자의 신체가 임의의 예기치 못한 부작용

으로부터 회복할 기회를 갖도록 휴지기를 포함하는 온-앤-오프(on-and-off) 사이클로 제시될 수 있다.  길항제

는 또한 상기 두 길항제가 한번의 투여에 의해 전달되도록 함께 제제화될 수 있다.  
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PDGF 및 VEGF 길항제 표적 [0126]

PDGF는 원래 혈소판 용해물로부터 단리되고, 혈장이 아니라 혈청에서 주요 성장-촉진 활성이 존재하는 것으로[0127]

확인되었다.  PDGF의 유사분열 활성은 먼저 섬유아세포 및 평활근 세포와 같은 결합 조직 세포 상에서 및 배양

물 중의 아교 세포에서 작용하는 것으로 밝혀졌다.  별도의 유전자에 의해 (염색체 7 및 22 상에서) 코딩되는

두가지 동종 PDGF 이소형인 PDGF A 및 B가 확인되었다.  모든 가능한 세가지 이합체 (AA, AB 및 BB)가 자연 발

생되지만, 혈소판에 가장 풍부한 종은 AB 이종 이합체이다.  번역 후에, PDGF 이합체는 대략 30 kDa 분비된 단

백질로 가공된다. 

고친화성으로 PDGF와 결합하는 2가지 세포 표면 단백질인 알파 및 베타가확인되었다 (문헌 [Heldin  et  al.,[0128]

(1981) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 78: 3664] 및 [Williams et al., (1981) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA)

79: 5867]).  상기 두 종은 5가지 이뮤노글로불린-유사 세포외 도메인, 단일 막횡단 도메인, 및 키나제 삽입 도

메인에 의해 분리된 세포내 티로신 키나제 도메인을 함유한다.  최근 수년간, 3가지 수용체 이합체 (알파/알파,

알파/베타, 및 베타/베타)에 대한 3가지 PDGF 이소형의 특이성이 밝혀졌다.  알파-수용체 동종 이합체는 3가지

모든 PDGF 이소형과 고친화성으로 결합하고, 베타-수용체 동종 이합체는 PDGF BB하고만 고친화성으로 결합하고

PDGF AB와는 대략 10 배 낮은 친화성으로 결합하며, 알파/베타-수용체 이종 이합체는 PDGF BB 및 PDGF AB와 고

친화성으로 결합한다 (문헌 [Westermark & Heldin (1993) Acta Oncologica 32: 101]).  이러한 특이성 패턴은

알파-수용체하고만 결합하는 A-쇄의 능력 및 알파 및 베타-수용체 서브유닛 둘 다와 고친화성으로 결합하는 B-

쇄의 능력에서 기인한 것으로 여겨진다.

일반적으로, 본 발명은 하나 이상의 PDGF 활성을 억제하는 작용제를 제공한다.  이들 PDGF-억제제 또는 PDGF 길[0129]

항제는 PDGF 리간드의 하나 이상의 형태에 대해 작용할 수 있다.  혈소판 유래 성장 인자는 2가지 관련 수용체

티로신 키나제인 [알파]-수용체 (PDGFR-[알파]) 및 [베타]-수용체 (PDGFR-[베타])의 결합 및 이합체화를 통해

작용하는, A-쇄 (PDGF-A) 및 B-쇄 (PDGF-B)의 동종 이합체 또는 이종 이합체를 포함한다.  또한, PDGFR 복합체

에 대한 신규한 2가지 프로테아제-활성화된 리간드인 PDGF-C 및 PDGF-D가 확인되었다 (문헌 [Li et al., (2000)

Nat.  Cell.  Biol.  2:  302-9],  [Bergsten  et al., (2001) Nat. Cell. Biol. 3: 512-6] 및 [Uutele et al.,

(2001)  Circulation  103:  2242-47]  참조).   PDGFR의 상이한 리간드 결합 특이성으로 인해, PDGFR-[알파][알

파]가 PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB 및 PDGF-CC와 결합하고, PDGFR-[베타][베타]가 PDGF-BB 및 PDGF-DD와 결합하

는 반면, PDGFR-[알파][베타]는 PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC 및 PDGF-DD와 결합한다는 것은 공지되어 있다 (문

헌 [Betsholtz et al., (2001) BioEssays 23: 494-507] 참조). 

VEGF는 내피 세포를 선택적으로 자극하여 매트릭스-분해 효소를 증식, 이동 및 생성하는 (이들 모든 과정은 새[0130]

로운 혈관의 형성을 필요로 함) 분비된 디술파이드-연결된 동종 이합체이다 (문헌 [Conn et al., (1990) Proc.

Natl. Acad. Sci. (USA) 87: 1323-1327], [Ferrara and Henzel (1989) Biochem. Biophys. Res. Commun. 161:

851-858], [Pepper et al., (1991) Biochem. Biophys. Res. Commun. 181: 902-906], [Unemori et al., (1992)

J. Cell. Physiol. 153: 557-562] 참조).  VEGF 유전자의 상이한 스플라이싱의 결과에 의해 VEGF는 4가지 형태

(VEGF-121,  VEGF-165,  VEGF-189,  VEGF-206)로 나타난다 (문헌 [Houck  et  al.,  (1991)  Mol.  Endocrinol.  5:

1806-1814] 및 [Tischer et al., (1991) J. Biol. Chem. 266: 11947-11954]).  보다 작은 두 형태는 확산가능

한 반면에, 보다 큰 두 형태는 헤파린에 대한 고친화성으로 인해 세포막에 우세하게 국소화된다.  VEGF-165 또

한 헤파린에 결합하며, 가장 풍부한 형태이다.  VEGF-121은 헤파린에 결합하지 않는 유일한 형태이며, VEGF 수

용체에 대해 낮은 친화성 (문헌 [Gitay-Goren et al., (1996) J. Biol. Chem. 271: 5519-5523]), 뿐만 아니라

낮은 유사분열 효력 (문헌 [Keyt et al., (1996) J. Biol. Chem. 271: 7788-7795])을 갖는 것으로 여겨진다.

VEGF의 생물학적 효과는 내피 기원의 세포에만 매우 제한되어 발현되는 2가지 티로신 키나제 수용체 (Flt-1 및

Flk-1/KDR)에 의해 매개된다 (문헌 [de  Vries  et  al.,  (1992)  Science  255:  989-991],  [Millauer  et  al.,

(1993) Cell 72: 835-846], [Terman et al., (1991) Oncogene 6: 519-524]).  상기 두 기능적 수용체의 발현을

위해서는 고친화성 결합이 요구되지만, 내피 세포에서의 화학주성 및 유사분열 신호전달은 KDR 수용체를 통해

주로 일어나는 것으로 여겨진다 (문헌 [Park et al. (1994) J. Biol. Chem. 269: 25646-25654], [Seetharam et

al., (1995) Oncogene 10: 135-147], [Waltenberger et al., (1994) J. Biol. Chem. 26988-26995]).  최근 혈

관의 발생에 대한 VEGF 및 VEGF 수용체의 중요성은 VEGF 유전자에 대한 단일 대립 유전자가 결여된 마우스 (문

헌 [Carmeliet et al., (1996) Nature 380: 435-439], [Ferrara et al., (1996) Nature 380: 439-442]) 또는

Flt-1 (문헌 [Fong et al., (1995) Nature 376: 66-70]) 또는 Flk-1 유전자 (문헌 [Shalaby et al., (1995)

Nature 376: 62-66])의 두 대립 유전자가 결여된 마우스에서 입증되었다.  각각의 경우, 혈관 형성에서의 뚜렷

한 비정상에 의해 배아 치명상이 나타나는 것으로 관찰되었다. 
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조직 저산소증에 의해 유도되는 보상성 혈관형성은 VEGF에 의해 매개되는 것으로 공지되어 있다 (문헌 [Levy et[0131]

al., (1996) J. Biol. Chem. 2746-2753], [Shweiki et al., (1992) Nature 359: 843-845]).  인간에서의 연구

에 의해, 고농도의 VEGF가 혈관형성성 망막 장애에서는 유리질에 존재하지만, 비활성 또는 비-혈관신생성 질환

상태에서는 존재하지 않는다는 것이 밝혀졌다.  실험용 황반하 수술 후에 절단된 인간 맥락막 조직 또한 높은

VEGF 수준을 나타내었다. 

유일하게 공지된 내피 세포 특이적 마이토젠 이외에도, 혈관형성 성장 인자 중에서 VEGF는 거대 분자에 대한 혈[0132]

관 투과성의 일시적인 증가를 유도하는 능력의 면에서 유일하다 (그의 다른 원래 명칭이 혈관 투과성 인자 VPF

임) (문헌 [Dvorak et al., (1979) J. Immunol. 122: 166-174], [Senger et al., (1983) Science 219: 983-

985], [Senger et al., (1986) Cancer Res. 46: 5629-5632]).  증가된 혈관 투과성, 및 그로 인해 혈관외 공간

에서 혈장 단백질의 침착은 내피 세포의 이동을 위한 임시적인 매트릭스를 제공함으로써 새로운 혈관 형성을 보

조한다 (문헌 [Dvorak et al., (1995) Am. J. Pathol. 146: 1029-1039]).  실제로, 과투과성은 종양과 관련된

것을 비롯한 새로운 혈관의 특징적인 성질이다. 

PDGF 및 VEGF 길항제 [0133]

개론 [0134]

본 발명은 혈관신생성 장애를 위한 조합 치료법에서 함께 사용되는 PDGF 및 VEGF의 길항제 (즉, 억제제)를 제공[0135]

한다.  특이적 PDGF 길항제 및 VEGF 길항제는 당업계에 공지되어 있고, 하기에 간략히 기재된다.  당업자에게

현재 유용한 또는 유용하게 될 다른 PDGF 길항제 및 VEGF 길항제로는 항체, 앱타머, 안티센스 올리고머, 리보자

임 및 RNAi 조성물이 있으며, 이들은 하기에 추가로 제공되는 부분을 비롯하여 명세서의 교시 및 지침과 함께

당업계의 일반적인 실무를 이용하여 확인 및 제조될 수 있다.  

PDGF 길항제 [0136]

일반적으로, PDGF (예를 들어, PDGF-B)의 억제는 다양한 방식으로 달성될 수 있다.  예를 들어, PDGF의 활성 또[0137]

는 생성을 억제하는 다양한 PDGF 길항제가 유용하고, 본 발명의 방법에 사용될 수 있다.  예시적인 PDGF 길항제

로는 하기 기재된 것과 같은 PDGF의 핵산 리간드 또는 앱타머가 있다.  대안적으로, PDGF 길항제는 예를 들어

항-PDGF 항체 또는 항체 단편일 수 있다.  따라서, PDGF 분자는 수용체와의 결합이 억제됨으로써 비활성으로 된

다.  또한, 핵산 수준에서 PDGF 발현을 억제하는 핵산 분자, 예컨대 안티센스 RNA, 리보자임 및 RNAi 분자는 본

발명에서 길항제로서 유용하다.  다른 PDGF 길항제로는 펩티드, 단백질, 시클릭 펩티드, 또는 소형 유기 화합물

이 있다.  또한, PDGF의 신호전달 활성은 그의 하류 신호전달을 분열시킴으로써, 예를 들어 하기 기재된 것을

비롯한 수많은 소분자 티로신 키나제 억제 길항제를 사용함으로써 억제될 수 있다.  화합물 또는 작용제가 PDGF

길항제로서 작용하는 능력은 당업계에 공지된 방법에 따라, 또한 예를 들어 문헌 [Dai et al., (2001) Genes &

Dev.  15:  1913-25],  [Zippel,  et  al.,  (1989)  Eur.  J.  Cell.  Biol.  50(2):  428-34]  및 [Zwiller,  et  al.,

(1991) Oncogene 6: 219-21]에서 설명된 바와 같이 억제될 수 있다. 

본 발명은 또한 당업계에 공지된 것 뿐만 아니라 하기에 기재된 PDGF 길항제, 및 통상의 기술 범위 내에서 생성[0138]

될 수 있는 임의의 모든 등가물을 포함한다.  예를 들어, PDGF에 대해 지정된 억제 항체는 당업계에 공지되어

있으며, 예를 들어 미국 특허 제5,976,534호, 동 제5,833,986호, 동 제5,817,310호, 동 제5,882,644호, 동 제

5,662,904호, 동 제5,620,687호, 동 제5,468,468호, 및 PCT WO 2003/025019호 (상기 문헌들의 내용은 그들의

전문이 본원에 참고로 포함됨)에 기재되어 있다.  또한, 본 발명은 PDGF 길항제인 N-페닐-2-피리미딘-아민 유도

체,  예컨대  미국  특허  제5,521,184호,  W0  2003/013541호,  W0  2003/078404호,  W0  2003/099771호,  W0

2003/015282호 및 W0 2004/05282호 (상기 문헌들은 그들의 전문이 본원에 참고로 포함됨)에 개시된 것을 포함한

다. 

PDGF의 작용을 차단하는 소분자는 당업계에 공지되어 있으며, 예를 들어 미국 특허 제6,528,526호 (PDGFR 티로[0139]

신 키나제 억제제), 제6,524,347호 (PDGFR 티로신 키나제 억제제), 제6,482,834호 (PDGFR 티로신 키나제 억제

제), 제6,472,391호 (PDGFR 티로신 키나제 억제제), 제6,696,434호, 동 제6,331,555호, 동 제6,251,905호, 동

제6,245,760호, 동 제6,207,667호, 동 제5,990,141호, 동 제5,700,822호, 동 제5,618,837호 및 동 제5,731,326

호 (상기 문헌들의 내용은 그들의 전문이 본원에 참고로 포함됨)에 기재되어 있다. 

PDGF의 작용을 차단하는 단백질 및 폴리펩티드는 당업계에 공지되어 있으며, 예를 들어 미국 특허 제6,350,731[0140]

호 (PDGF 펩티드 동족체), 제5,952,304호 (상기 문헌들의 내용은 그들의 전문이 본원에 참고로 포함됨)에 기재

되어 있다. 
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EGF 및(또는) PDGF 수용체 티로신 키나제를 억제하는 비스 모노- 및 비시클릭 아릴 및 헤테로아릴 화합물은 당[0141]

업계에 공지되어 있으며, 예를 들어 미국 특허 제5,476,851호, 동 제5,480,883호, 동 제5,656,643호, 동 제

5,795,889호 및 동 제6,057,320호 (상기 문헌들의 내용은 그들의 전문이 본원에 참고로 포함됨)에 기재되어 있

다. 

PDGF의  억제를  위한  안티센스  올리고뉴클레오티드는  당업계에  공지되어  있으며,  예를  들어  미국  특허  제[0142]

5,869,462호 및 동 제5,821,234호 (상기 각 문헌들의 내용은 그들의 전문이 본원에 참고로 포함됨)에 기재되어

있다. 

PDGF의 억제를 위한 앱타머 (핵산 리간드로도 공지됨)는 당업계에 공지되어 있으며, 예를 들어 미국 특허 제[0143]

6,582,918호, 동 제6,229,002호, 동 제6,207,816호, 동 제5,668,264호, 동 제5,674,685호 및 동 제5,723,594호

(상기 각 문헌들의 내용은 그들의 전문이 본원에 참고로 포함됨)에 기재되어 있다. 

당업계에 공지된 PDGF의  억제를 위한 다른 화합물로는 미국 특허 제5,238,950호,  동 제5,418,135호,  동 제[0144]

5,674,892호, 동 제5,693,610호, 동 제5,700,822호, 동 제5, 700,823호, 동 제5,728,726호, 동 제5,795,910호,

동  제5,817,310호,  동  제5,872,218호,  동  제5,932,580호,  동  제5,932,602호,  동  제5,958,959호,  동  제

5,990,141호, 동 제6,358,954호, 동 제6,537,988호 및 동 제6,673,798호 (상기 각 문헌들의 내용은 그들의 전

문이 본원에 참고로 포함됨)에 기재된 것을 들 수 있다. 

VEGF 길항제 [0145]

VEGF (예를 들어, VEGF-A)의 억제는 다양한 방식으로 달성된다.  예를 들어, VEGF의 활성 또는 생성을 억제하는[0146]

다양한 VEGF 길항제, 예를 들어 핵산 분자, 예컨대 앱타머, 안티센스 RNA, 리보자임, RNAi 분자 및 VEGF 항체가

유용하고, 본 발명의 방법에 사용될 수 있다.  예시적인 VEGF 길항제로는 하기 기재된 것과 같은 VEGF의 핵산

리간드 또는 앱타머가 있다.  특히 유용한 VEGF-A에 대한 길항제는 개질된 PEG화 앱타머인 EYE001 (이미 NX1838

로서 지칭됨)이며, 이는 주요 가용성 인간 VEGF 이소형에 대해 특이적인 높은 친화성으로 결합한다 (미국 특허

제6,011,020호, 동 제6,051,698호 및 동 제6,147,204호 참조).  앱타머는 VEGF에 대해 지정된 고친화성 항체와

유사한 방식으로 VEGF와 결합하고 이를 불활성화시킨다.  또다른 유용한 VEGF 앱타머는 비-PEG화 형태인 EYE001

이다.  대안적으로, VEGF 길항제는 예를 들어 항-VEGF 항체 또는 항체 단편일 수 있다.  따라서, VEGF 분자는

수용체와의 결합을 억제함으로써 비활성으로 된다.  또한, 핵산 수준에서 VEGF 발현 또는 RNA 안정성을 저해하

는 핵산 분자, 예컨대 안티센스 RNA, 리보자임 및 RNAi 분자는 본 발명의 방법 및 조성물에 유용한 길항제이다.

다른 VEGF 길항제로는 펩티드, 단백질, 시클릭 펩티드, 및 소형 유기 화합물이 있다.  예를 들어, 수반되는 신

호전달  활성이  없이  VEGF  수용체와  결합하는  VEGF의  가용성  말단  절단된  형태  또한  길항제로서  작용한다.

또한, VEGF의 신호전달 활성은 그의 하류 신호전달을 분열시킴으로써, 예를 들어 하기 기재된 것과 같은 VEGF

수용체 티로신 키나제 활성의 소분자 억제제를 비롯한 수많은 길항제를 사용함으로써 억제될 수 있다. 

화합물 또는 작용제가 VEGF 길항제로서 작용하는 능력은 당업계에 널리 공지된 수많은 표준 방법에 따라 측정될[0147]

수 있다.  예를 들어, VEGF의 생물학적 활성 중 하나는 혈관 내피 세포 상에서 수용체와의 특이적 결합을 통해

혈관 투과성을 증가시키는 것이다.  상기 상호작용으로 인해 단단한 내피 결합의 이완이 일어나고, 이후에 혈액

이 누출되게 된다.  VEGF에 의해 유도된 혈관 누출은 VEGF의 피내 주사 결과 기니피그(guinea pig)의 혈관계로

부터 에반스 블루(Evans Blue) 염료의 누출을 추적함으로써 생체내에서 측정될 수 있다 (문헌 [Dvorak et al.,

in  Vascular  Permeability  Factor/Vascular  Endothelial  Growth  Factor,  Microvascular  Hyperpermeability,

and Angiogenesis; and (1995) Am. J. Pathol. 146: 1029]).  유사하게, VEGF의 이러한 생물학적 활성을 차단

하는 길항제의 능력을 측정하기 위해 검정법이 이용될 수 있다. 

혈관 투과성 검정법의 한 유용한 예에서, VEGF165 (20 내지 30 nM)는 생체외에서 EYE001 (30 nM 내지 1 μM) 또[0148]

는 후보 VEGF 길항제와 미리 혼합한 후, 피내 주사에 의해 기니피그의 제모한 등 피부에 투여한다.  주사한 지

30분 후, 주사 부위 주위에서 에반스 블루 염료의 누출량을 컴퓨터화된 형태계측학 분석 시스템을 사용하여 표

준 방법에 따라 정량화한다.  혈관계로부터 지시약 염료의 VEGF-유도된 누출을 억제하는 화합물은 본 발명의 방

법 및 조성물에 유용한 길항제로 간주한다.  

화합물이 VEGF 길항제인지 여부를 측정하는 또다른 검정법은 소위 각막 혈관형성 검정법이다.  이 검정에서는,[0149]

VEGF165 (3 pmol)을 함유하는 메타시레이트 중합체 펠렛을 래트의 각막 기질로 이식하여, 일반적으로 무혈관성인

각막에서 혈관 성장을 유도한다.  그 후, 후보 VEGF 길항제 1 mg/kg, 3 mg/kg 및 10 mg/kg을 1일 1회 또는 2회

5일 동안 래트의 정맥내로 투여한다.  치료 기간의 마지막에, 모든 개체의 각막을 현미경 사진으로 찍는다.  그
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후, 각막 조직에서 새로운 혈관이 발달한 정도, 및 후보 화합물에 의한 그들의 억제를 현미경 사진의 표준화된

형태계측학 분석에 의해 정량화한다.  인산염 완충된 염수 (PBS)를 이용한 치료와 비교할 때, 각막에서 VEGF-의

존성 혈관형성을 억제하는 화합물은 본 발명의 방법 및 조성물에 유용한 길항제로 간주한다.  

후보 VEGF 길항제는 또한 미숙아 망막병증의 마우스 모델을 이용하여 확인된다.  한 유용한 예로는, 각각 9, 8,[0150]

8, 7 및 7 마리의 마우스 새끼를 실내 공기에  또는 과산소하에 두고, 인산염 완충된 염수 (PBS) 또는 후보

VEGF 길항제 (예를 들어, 1 mg/kg, 3 mg/kg 또는 10 mg/kg/일)을 복강내 처치한다.  검정의 마지막에, 망막의

내부 경계막을 통해 유리질액으로 새로운 모세관의 성장에 대해, 처치군 및 대조군 마우스 모두로부터의 각 눈

의 20 개의 조직 단편에서 현미경 확인 및 혈관신생성 눈의 개수로 평가한다.  비처치 대조군에 비해 처치군 마

우스에서 망막 신생혈관계가 감소되면 유용한 VEGF 길항제를 확인한 것으로 간주한다. 

또다른 예시적인 스크리닝 검정법에서, 후보 VEGF 길항제는 생체내에서 인간 종양 이종 이식편 검정법을 이용하[0151]

여 확인된다.  이 스크리닝 검정법에서, 생체내에서 후보 VEGF 길항제의 효능은 누드 마우스에 이식된 인간 종

양 이종 이식편 (A673 횡문근육종 및 빌름스(Wilms) 종양)에서 시험한다.  그 후, 마우스를 후보 VEGF 길항제

(예를 들어, 수립된 종양 (200 mg)의 발달 후, 매일 1회 10 mg/kg 복강내 투여)로 처치한다.  대조군은 대조 작

용제로 처치한다.  대조군에 비해 A673 횡문근육종 종양 성장 및 빌름스 종양을 억제하는 것으로 확인된 후보

화합물을 본 발명의 방법 및 조성물에 유용한 길항제로 간주한다. 

VEGF 길항제 활성을 검정하는 추가의 방법은 당업계에 공지되어 있으며, 하기에 보다 상세히 기재된다.  [0152]

본 발명은 또한 당업계에 공지된 것 뿐만 아니라 하기에 기재된 VEGF 길항제, 및 통상의 기술 범위 내에서 생성[0153]

될 수 있는 임의의 모든 등가물을 포함한다.  예를 들어, VEGF에 대해 지정된 억제 항체는 당업계에 공지되어

있으며,  예를  들어  미국  특허  제6,524,583호,  동  제6,451,764호  (VRP  항체),  제6,448,077호,  동

제6,416,758호, 동 제6,403,088호 (VEGF-C에 대해), 제6,383,484호 (VEGF-D에 대해), 제6,342,221호 (항-VEGF

항체), 제6,342,219호, 동 제6,331,301호 (VEGF-B 항체) 및 제5,730,977호, 및 PCT 공보 W0 96/30046호, WO

97/44453호 및 WO 98/45331호 (상기 문헌들의 내용은 그들의 전문이 본원에 참고로 포함됨)에 기재되어 있다. 

VEGF 수용체에 대한 항체 또한 당업계에 공지되어 있으며, 예를 들어 미국 특허 제5,840,301호, 동 제5,874,542[0154]

호, 동 제5,955,311호, 동 제6,365,157호 및 PCT 공보 WO 04/003211호 (상기 문헌들의 내용은 그들의 전문이

본원에 참고로 포함됨)에 기재되어 있다. 

예를 들어 VEGFR-관련된 티로신 키나제 활성을 억제함으로써 VEGF의 작용을 차단하는 소분자는 당업계에 공지되[0155]

어 있으며, 예를 들어 미국 특허 제6,514,971호, 동 제6,448,277호, 동 제6,414,148호, 동 제6,362,336호, 동

제6,291,455호, 동 제6,284,751호, 동 제6,177,401호, 동 제6,071,921호 및 동 제6,001,885호 (VEGF 발현의 레

티노이드 억제제) (상기 각 문헌들의 내용은 그들의 전문이 본원에 참고로 포함됨)에 기재되어 있다. 

VEGF의 작용을 차단하는 단백질 및 폴리펩티드는 당업계에 공지되어 있으며, 예를 들어 미국 특허 제6,576,608[0156]

호,  동  제6,559,126호,  동  제6,541,008호,  동  제6,515,105호,  동  제6,383,486호  (VEGF  유인  수용체),  제

6,375,929호 (VEGF 유인 수용체), 제6,361,946호 (VEFG 펩티드 동족체 억제제), 제6,348,333호 (VEGF 유인 수

용체), 제6,559,126호 (VEGF와는 결합하고 VEGFR와의 결합은 차단하는 폴리펩티드), 제6,100,071호 (VEGF 유인

수용체) 및 제5,952,199호 (상기 각 문헌들의 내용은 그들의 전문이 본원에 참고로 포함됨)에 기재되어 있다. 

VEGF 및(또는) VEGFR 유전자 발현 및(또는) 활성에 대한 RNA 간섭 (RNAi)를 매개할 수 있는 짧은 간섭 핵산[0157]

(siNA), 짧은 간섭 RNA (siRNA), 이중 가닥 RNA (dsRNA), 마이크로RNA (miRNA) 및 짧은 헤어핀 RNA (shRNA)는

당업계에 공지되어 있으며, 예를 들어 PCT 공보 WO 03/070910호, (상기 문헌의 내용은 그의 전문이 본원에 참고

로 포함됨). 

VEGF를 억제하는 안티센스 올리고뉴클레오티드는 당업계에 공지되어 있으며, 예를 들어 미국 특허 제5,611,135[0158]

호, 동 제5,814,620호, 동 제6,399,586호, 동 제6,410,322호 및 동 제6,291,667호 (상기 각 문헌들의 내용은

그들의 전문이 본원에 참고로 포함됨)에 기재되어 있다. 

VEGF를  억제하는  앱타머  (핵산  리간드로도  공지됨)는  당업계에  공지되어  있으며,  예를  들어  미국  특허  제[0159]

6,762,290호, 동 제6,426,335호, 동 제6,168,778호, 동 제6,051,698호 및 동 제5,859,228호 (상기 각 문헌들의

내용은 그들의 전문이 본원에 참고로 포함됨)에 기재되어 있다. 

항체 길항제 [0160]

본  발명은  PDGF  및  VEGF에  대해  지정된  길항제  항체  뿐만  아니라,  그의  동족  수용체  PDGFR  및  VEGFR을[0161]
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포함한다.  본 발명의 항체 길항제는 리간드와 그의 동족 수용체의 결합을 차단한다.  따라서, 본 발명의 PDGF

길항제 항체는 PDGF 뿐만 아니라 PDGFR 표적에 대해 지정된 항체를 포함한다. 

본 발명의 길항제 항체는 모노클로날 억제 항체를 포함한다.  모노클로날 항체 또는 그의 단편은 모든 이뮤노글[0162]

로불린 부류, 예컨대 IgM, IgG, IgD, IgE, IgA, 또는 그의 하위부류, 예컨대 IgG 하위부류 또는 이들의 혼합물

을 포함한다.  IgG 및 그의 하위부류, 예컨대 IgG1, IgG2, IgG2a, IgG2b, IgG3 또는 IgGM이 유용하다.  유용한 예

로는 IgG 아형 IgG1/카파 및 IgG2b/카파가 있다.  언급될 수 있는 단편으로는 포유동물 PDGF 또는 VEGF (또는 이들의

동족 수용체)에 대해 높은 결합 및 중화 활성을 보이는 1 또는 2개의 항원-상보적 결합 부위를 갖는 모든 말단

절단된 또는 개질된 항체 단편, 예컨대 항체에 상응하며 경쇄 및 중쇄, 예컨대 Fv, Fab 또는 F(ab')2 단편, 또

는 단일 가닥 단편에 의해 형성된 결합 부위를 갖는 항체의 일부분이 있다.  말단 절단된 이중 가닥 단편, 예컨

대 Fv, Fab 또는 F(ab')2가 특히 유용하다.  이들 단편은 예를 들어 파파인 또는 펩신과 같은 효소에 의한 항체

의 Fc 부분의 제거에 의한 효소적 수단에 의해, 화학적 산화에 의해, 또는 항체 유전자의 유전자 조작에 의해

수득할 수 있다.  유전자 조작된 말단 절단되지 않은 단편을 사용하는 것 또한 가능하며 유리하다.  항-PDGF 또

는 VEGF 항체 또는 그의 단편은 단독으로 또는 혼합물로 사용될 수 있다. 

유리하게는, 신규한 항체, 항체 단편, 그의 혼합물 또는 유도체는 PDGF 또는 VEGF (또는 이들의 동족 수용체)에[0163]

대해 1 x 10
-7
 M 내지 1 x 10

-12
 M, 또는 1 x 10

-8
 M 내지 1 x 10

-11

 M, 또는 1 x 10
-9
 M 내지 5 x 10

-10
 M의 범위의

결합 친화성을 갖는다. 

유전자 조작을 위한 항체 유전자는 예를 들어 당업자에게 공지된 방법으로 하이브리도마 세포로부터 단리될 수[0164]

있다.  이를 위해, 항체-생산 세포를 배양하고, 세포의 광학 밀도가 충분할 때, 구아니디늄 티오시아네이트로

세포를 용해시키고, 아세트산나트륨으로 산성화시키고, 페놀, 클로로포름/이소아밀 알콜로 추출하고, 이소프로

판올로 침전하고, 에탄올로 세척함으로써 공지된 방법으로 세포로부터 mRNA를 단리한다.  그 후, 역전사효소를

이용하여 mRNA로부터 DNA를 합성한다.  합성된 cDNA는 직접, 또는 예를 들어 부위-지정 돌연변이, 삽입, 역위,

결실 또는 염기 교체의 도입에 의해 유전자 조작한 후에, 적합한 동물, 진균, 박테리아 또는 바이러스 벡터에

삽입되고, 적절한 숙주 유기체에서 발현될 수 있다.  유용한 박테리아 또는 효모 벡터는 이. 콜라이(E. coli)와

같은 박테리아에서 또는 사카로마이세스 세레비지에(Saccharomyces cerevisiae)와 같은 효모에서 유전자의 클로

닝 및 발현을 위한 pBR322, pUC18/19, pACYC184, 람다 또는 효모 뮤 벡터이다. 

본 발명은 또한 PDGF 또는 VEGF 항체를 합성하는 세포에 관한 것이다.  이들에는 상기 언급한 바와 같이 형질전[0165]

환된 후의 동물, 진균, 박테리아 세포 또는 효모 세포가 있다.  이들은 하이브리도마 세포 또는 트리오마 세포

가 유리하며, 하이브리도마 세포가 전형적이다.  이들 하이브리도마 세포는 PDGF 또는 VEGF (또는 그들의 동족

수용체)로 면역화된 동물로부터 공지된 방식으로, 예를 들어 그들의 항체-생산 B 세포를 단리하고, PDGF 또는

VEGF-결합 항체에 대한 이들 세포를 선택한 다음, 이들 세포를 예를 들어 인간 또는 동물, 예를 들어 마우스 흑

색종 세포, 인간 림프아구양 세포 또는 헤테로하이브리도마 세포와 융합함으로써 (예를 들어, 문헌 [Koehler et

al., (1975) Nature 256: 496] 참조) 또는 이들 세포를 적절한 바이러스로 감염시킴으로써 불멸화 세포주를 생

산함하여 제조할 수 있다.  융합에 의해 제조된 하이브리도마 세포주가 유용하고, 마우스 하이브리도마 세포주

가 특히 유용하다.  본 발명의 하이브리도마 세포주는 IgG 유형의 유용한 항체를 분비한다.  본 발명의 mAb 항

체의 결합은 고친화성으로 결합하고, PDGF 또는 VEGF의 생물학적 (예를 들어, 혈관형성) 활성을 감소 또는 중화

시킨다.

본 발명은 또한 PDGF 또는 VEGF-억제 활성은 보유하면서 제약 제제로서의 용도와 관련된 하나 이상의 다른 특성[0166]

(예를 들어, 혈청 안정성 또는 생산 효율)은 변경된 상기 항-PDGF 또는 VEGF 항체의 유도체를 포함한다.  이러

한 항-PDGF 또는 VEGF 항체 유도체로는 펩티드, 항체의 항원-결합 영역으로부터 유래된 펩티드 모방체, 및 고체

또는 액체 담체 (예컨대, 폴리에틸렌 글리콜, 유리, 합성 중합체, 예컨대 폴리아크릴아미드, 폴리스티렌, 폴리

프로파일렌, 폴리에틸렌 또는 천연 중합체, 예컨대 셀룰로즈, 세파로즈 또는 아가로즈)에 결합된 항체, 항체 단

편 또는 펩티드, 또는 효소, 독소 또는 방사선 활성 또는 방사선 비활성 마커 (예컨대, 
3
H, 

123
I, 

125
I, 

131
I, 

32
P,

35
S, 

14
C, 

51
Cr, 

36
Cl, 

57
Co, 

55
Fe, 

59
Fe, 

90
Y, 

99m
Tc, 

75
Se)와의 접합체, 또는 형광/화학발광 표지 (예컨대, 로다민,

플루오레신, 이소티오시아네이트, 피코에리트린, 피코시아닌, 플루오레스아민, 금속 킬레이트, 아비딘, 스트렙

타비딘 또는 비오틴)에 공유결합된 항체, 단편 또는 펩티드가 있다. 

신규한 항체, 항체 단편, 그의 혼합물 및 유도체는 직접, 건조 (예를 들어, 동결 건조) 후에, 상기 언급한 담체[0167]
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에 부착 후에, 또는 제약 제제의 제조를 위한 다른 제약 활성 및 보조 물질과의 제제화 후에 사용될 수 있다.

언급될 수 있는 활성 및 보조 물질의 예로는 다른 항체, 살미생물 또는 미생물 증식 억제 작용을 갖는 항미생물

활성 물질, 예컨대 일반적으로 항생제, 또는 술폰아미드, 항종양제, 물, 완충액, 염수, 알콜, 지방, 왁스, 불활

성 비히클, 또는 비경구용 제품에 사용되는 다른 물질, 예컨대 아미노산, 증점제 또는 당이 있다.  이들 제약

제제는 질환을 제어하는데 사용되며, AMD 및 당뇨병성 망막병증을 비롯한 안구의 혈관신생성 장애 및 질환의 제

어에 유용하다. 

신규한 항체,  항체 단편,  이들의 혼합물 또는 유도체는 직접, 또는 상기 기재된 바와 같이 고체 또는 액체[0168]

담체, 효소, 독소, 방사선 활성 또는 방사선 비활성 표지, 또는 형광/화학발광 표지에 커플링된 후에 치료법 또

는 진단에 사용될 수 있다. 

본 발명의 인간 PDGF 또는 VEGF 모노클로날 항체는 당업계에 공지된 임의의 수단에 의해 얻을 수 있다.  예를[0169]

들어, 포유동물을 인간 PDGF 또는 VEGF (또는 그들의 동족 수용체)로 면역화시킨다.  정제된 인간 PDGF 및 VEGF

를 상업적으로 구입한다 (예를 들어, 메릴랜드주 노르우드 소재의 셀 사이언스(Cell Sciences) 뿐만 아니라 다

른 시판 업체로부터).  대안적으로, 인간 PDGF 또는 VEGF (또는 그들의 동족 수용체)는 인간 태반 조직으로부터

용이하게 정제될 수 있다.  항-인간 PDGF 또는 VEGF 항체를 증식시키기 위해 사용되는 포유동물은 제한되지 않

으며, 영장류, 설치류 (예컨대, 마우스, 래트 또는 토끼), 소, 양, 염소 또는 개일 수 있다. 

다음으로, 비장 세포와 같은 항체-생산 세포는 면역화된 동물로부터 제거되어 흑색종 세포와 융합될 수 있다.[0170]

흑색종 세포는 당업계에 널리 공지되어 있다 (예를 들어, p3x63-Ag8-653, NS-0, NS-1 또는 P3U1 세포가 사용될

수 있음).  세포 융합 작업은 당업계에 공지된 임의의 통상적인 방법에 의해 수행할 수 있다. 

세포 융합 작업을 거친 후의 세포는 하이브리도마를 선택하기 위해 HAT 선택 배지에서 배양된다.  그 후, 항-인[0171]

간 모노클로날 항체를 생산하는 하이브리도마를 스크리닝한다.  이 스크리닝은 예를 들어 인간 PDGF 또는 VEGF

(또는 그들의 동족 수용체)가 고정화된 웰에 제조된 모노클로날 항체가 결합되어 있는 샌드위치 효소-연결된 면

역흡수 검정 (ELISA)에 의해 수행될 수 있다.  이 경우, 제2 항체로서, 퍼옥시다제, 알칼리성 포스파타제, 글루

코스 옥시다제, 베타-D-갈락토시다제 등과 같은 효소로 표지된 면역화된 동물의 이뮤노글로불린에 특이적인 항

체를 사용할 수 있다.  표지화 효소와 그의 기질을 반응시키고, 형성된 색을 측정함으로써 표지를 검출할 수 있

다.  기질로서, 3,3-디아미노벤지딘, 2,2-디아미노비스-o-디아니시딘, 4-클로로나프톨, 4-아미노안티피린, o-페

닐렌디아민 등이 제조될 수 있다. 

상기 기재된 작업에 의해, 항-인간 PDGF 또는 VEGF 항체를 생산하는 하이브리도마를 선택할 수 있다.  그 후,[0172]

선택된 하이브리도마를 통상적인 제한 희석 방법 또는 연한천 방법으로 클로닝한다.  원한다면, 클로닝된 하이

브리도마를 혈청 함유 또는 혈청 비함유 배지를 이용하여 대규모로 배양할 수 있거나, 마우스의 복강으로 접종

하고 복수에서 회수함으로써 다수의 클로닝된 하이브리도마를 수득할 수 있다.  

그 후, 선택된 항-인간 PDGF 또는 VEGF 모노클로날 항체 중에서, (예를 들면, 세포-기준의 PDGF 또는 VEGF 분석[0173]

시스템 (상기 참조)에서) 상응하는 리간드/수용체 쌍의 결합 및 활성화를 방지하는 능력을 가진 항체를 추가의

분석 및 조작을 위해 선택한다.  항체가 수용체/리간드 결합 및(또는) 활성화를 차단한다면, 이는 시험된 모노

클로날  항체가  인간  PDGF  또는  VEGF의  PDGF  또는  VEGF  활성을  감소시키거나  중화시키는  능력을  가짐을

의미한다.  즉, 모노클로날 항체는 특이적으로 인간 PDGF 또는 VEGF (또는 그의 동족 수용체)의 결정적인 결합

부위를 인식하고(하거나) 간섭한다.  

본원에서 모노클로날 항체는, 그것이 원하는 생물학적 활성을 발휘하는 한, 기원 종 또는 이뮤노글로불린 군 또[0174]

는 하위군 명칭과 상관 없이, 항-PDGF 또는 VEGF 항체의 가변 (초가변 포함) 도메인과 불변 도메인 (예를 들어,

"인간화" 항체)을, 또는 경쇄와 중쇄를, 또는 어떤 종으로부터의 쇄와 다른 종으로부터의 쇄를, 또는 융합체와

이종 단백질을 스플라이싱함으로써 제조된 하이브리드 및 재조합 항체 뿐만 아니라 항체 단편 (예를 들어, Fab,

F(ab)2  및  Fv)을  추가로  포함한다  (예를  들어,  미국  특허  제4,816,567호  및  문헌  [Mage  &  Lamoyi,  in

Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 79-97 (Marcel Dekker, Inc.), New York

(1987)] 참조).  

따라서, 용어 "모노클로날"은 수득된 항체의 특성이 항체의 실질적으로 동종인 개체군으로부터 얻어진 것임을[0175]

의미하며, 임의의 특정 방법에 의한 항체의 생산을 요구하는 것으로 해석되어서는 안된다.  예를 들어, 본 발명

에 따라 사용될 모노클로날 항체는 문헌 [Kohler & Milstein, Nature 256: 495 (1975)]에 처음 기재된 하이브

리도마 방법으로 생산될 수 있거나, 재조합 DNA 방법 (미국 특허 제4,816,567호)에 의해 생산될 수 있다.  "모
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노클로날 항체"는 또한 예를 들어 문헌 [McCafferty et al., Nature 348: 552-554 (1990)]에 기재된 기술을 이

용하여 발생된 파지 라이브러리로부터 단리될 수 있다.  

비-인간 (예를 들어, 뮤린) 항체의 "인간화" 형태는 비-인간 이뮤노글로불린으로부터 유도된 최소의 서열을 함[0176]

유하는  특이적인  키메라  이뮤노글로불린,  이뮤노글로불린  쇄  또는  그의  단편  (예를  들어,  Fv,  Fab,  Fab',

F(ab)2  또는 항체의 기타 항원-결합 결과물)이다.   대체로, 인간화 항체는 수용자 항체의 상보적 결정 영역

(CDR)으로부터의 잔기가 원하는 특이성, 친화도 및 능력을 갖는 마우스, 래트 또는 토끼와 같은 비-인간 종 (공

여자 항체)의 CDR로부터의 잔기로 대체된 인간 이뮤노글로불린 (수용자 항체)이다.  몇몇 사례에서, 인간 이뮤

노글로불린의 Fv 프레임워크 영역 (FR) 잔기는 상응하는 비-인간 FR 잔기로 대체된다.  또한, 인간화 항체는 수

용자 항체에서도 도입된 CDR 또는 FR 서열에서도 발견되지 않은 잔기를 포함할 수도 있다.  상기 변형을 행하여

항체 성능을 추가로 정련하고 최적화할 수 있다.  일반적으로, 인간화 항체는 모든 또는 실질적으로 모든 CDR

영역이 비-인간 이뮤노글로불린의 영역과 상응하고, 모든 또는 실질적으로 모든 FR 잔기가 인간 이뮤노글로불린

컨센서스 서열의 잔기인 적어도 1개, 전형적으로는 2개의 가변 도메인의 실질적으로 전부를 포함할 것이다.  인

간화 항체는 또한 최적으로는 이뮤노글로불린 불변 영역 (Fc)의 적어도 일부, 전형적으로는 인간 이뮤노글로불

린의 적어도 일부를 포함할 것이다.  

비-인간 항체를 인간화하는 방법은 당업계에 공지되어 있다.  일반적으로, 인간화 항체는 비-인간 공급원으로부[0177]

터 그로 도입되는 하나 이상의 아미노산 잔기를 갖는다.  상기 비-인간 아미노산 잔기는 종종 "도입" 잔기라고

지칭되며, 이는 전형적으로는 "도입" 가변 도메인으로부터 얻어진다.  인간화는 본질적으로 윈터(Winter) 및 동

료들의 방법에 따라 (문헌 [Jones et al., (1986) Nature 321: 522-525]; [Riechmann et al., (1988) Nature

332: 323-327]; 및 [Verhoeyen et al., (1988) Science 239: 1534-1536]) 인간 항체의 상응하는 서열을 설치류

CDR 또는 CDR 서열로 치환함으로써 수행할 수 있다.  따라서, 이러한 "인간화" 항체는 실질적으로 하나 미만의

무손상 인간 가변 도메인이 비-인간 종으로부터의 상응하는 서열로 치환된 키메라 항체이다.  실제적으로, 인간

화 항체는 몇몇 CDR 잔기 및 가능한 몇몇 FR 잔기가 설치류 항체에서의 유사 부위로부터의 잔기로 치환된 인간

항체인 것이 전형적이다. 

인간화 항체의 제조에 사용될 인간 가변 도메인의 선택은 경쇄 및 중쇄 모두 항원성을 감소시키기 위해 매우 중[0178]

요하다.  소위 "최상-맞춤" 방법에 따라, 설치류 항체의 가변 도메인의 서열을 공지된 인간 가변-도메인 서열의

전체 라이브러리에 대해 스크리닝한다.  그 후, 설치류의 서열과 가장 가까운 인간 서열을 인간화 항체에 대한

인간 프레임워크 (FR)로서 받아들인다 (문헌 [Sims et al., (1993) J. Immunol., 151: 2296]; 및 [Chothia and

Lesk (1987) J. Mol. Biol., 196: 901]).  다른 방법은 경쇄 또는 중쇄의 특정 하위군의 모든 인간 항체의 컨

센서스 서열로부터 유도된 특정 프레임워크를 이용한다.  몇몇 상이한 인간화 항체에 대해 동일한 프레임워크를

사용할 수 있다 (문헌 [Carter  et  al.,  (1992)  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  (USA),  89:  4285];  및 [Presta  et

al., (1993) J. Immnol., 151: 2623]).  

항체가 항원에 대한 높은 친화도 및 다른 유리한 생물학적 성질을 보유하여 인간화되는 것이 또한 중요하다.[0179]

상기 목표를 달성하기 위하여, 한 유용한 방법에 따라, 모체 서열 및 인간화된 서열의 3차원 모델을 이용하여

모체 서열 및 다양한 개념의 인간화 산물의 분석 과정에 의해 인간화 항체를 제조한다.  3차원 이뮤노글로불린

모델은 시판되며, 당업자에게 친숙하다.  선택된 후보 이뮤노글로불린 서열의 예상되는 3차원 배열 구조를 예시

하고 표시하는 컴퓨터 프로그램이 이용가능하다.  상기 표시를 검사함으로써, 후보 이뮤노글로불린 서열의 기능

화에서 잔기의 가능한 역할의 분석, 즉, 그의 항원에 결합하는 후보 이뮤노글로불린의 능력에 영향을 주는 잔기

의 분석이 가능하다.  상기 방법으로, FR 잔기는 원하는 항체 특성, 예를 들어 표적 항원(들)에 대한 증가된 친

화도를 달성하도록 컨센서스 및 도입 서열로부터 선택되고 조합될 수 있다.  일반적으로, CDR 잔기는 항원 결합

에 영향을 주는 데에 직접적으로 및 가장 실질적으로 관련된다.  

PDGF 또는 VEGF에 대해 지정된 인간 모노클로날 항체도 또한 본 발명에 포함된다.  이러한 항체는 하이브리도마[0180]

방법으로 제조할 수 있다.  인간 모노클로날 항체의 생산을 위한 인간 골수종 및 마우스-인간 이종골수종 세포

주는 예를 들어,  문헌 [Kozbor  (1984)  J.  Immunol.,  133,  3001];  [Brodeur,  et  al.,  Monoclonal  Antibody

Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)]; 및 [Boerner

et al., (1991) J. Immunol., 147: 86-95]에 기재되어 있다.  

이제, 면역화시 내인성 이뮤노글로불린 생산이 없이 인간 항체의 전부의 레파토리를 생산할 수 있는 트랜스제닉[0181]

동물 (예를 들어, 마우스)을 생산하는 것이 가능하다.  예를 들어, 키메라 및 생식계열 돌연변이체 마우스에서

의 항체 중쇄 결합 영역 (JH) 유전자의 동질접합적 결실은 내인성 항체 생산의 완전한 억제를 야기한다고 기재되
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어 있다.  이러한 생식계열 돌연변이체 마우스에서의 인간 생식계열 이뮤노글로불린 유전자 배열의 이동은 항원

투여시 인간 항체의 생산을 유발시킨다 (예를 들어, 문헌 [Jakobovits et al., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.

(USA),  90:  2551];  [Jakobovits  et  al.,  (1993)  Nature,  362:  255-258];  및 [Bruggermann  et  al.,  (1993)

Year in Immuno., 7: 33] 참조).  

별법으로, 파지 디스플레이 기술 (문헌 [McCafferty et al., (1990) Nature, 348: 552-553])을 사용하여, 시험[0182]

관내에서 비면역화된 공여자로부터의 이뮤노글로불린 가변 (V) 도메인 유전자 레파토리로부터 인간 항체 및 항

체  단편을  생산할  수  있다  (검토를  위해  예를  들어  문헌  [Johnson  et  al.,  (1993)  Current  Opinion  in

Structural Biology. 3: 564-571] 참조).  파지 디스플레이를 위해 V-유전자 절편의 몇몇 공급원을 사용할 수

있다.  예를 들어, 클락슨(Clackson) 등 (문헌 [(1991) Nature, 352: 624-628)])은 면역화된 마우스의 비장으

로부터  유도된  V  유전자의  작은  랜덤한  조합의  라이브러리로부터  다양한  배열의  항-옥사졸론  항체를

단리하였다.  비면역화된 인간 공여자로부터 V 유전자의 레파토리가 구축될 수 있고, 다양한 배열의 항원 (자가

-항원을 포함)에 대한 항체가 본질적으로 마르크스(Marks) 등 (문헌 [(1991) J. Mol. Biol., 222: 581-597]),

또는 그리프쓰(Griffith) 등 (문헌 [(1993) EMBO J., 12: 725-734)])에 의해 기재된 기술에 따라 단리될 수 있

다.  

자연적인 면역 반응에서, 항체 유전자는 돌연변이를 고비율로 축적한다 (체세포 과돌연변이).  도입되는 변화[0183]

중 몇몇은 고 친화도를 제공하고, B 세포 디스플레이 고-친화도 표면 이뮤노글로불린은 그 후의 항원 투여 동안

우선적으로 복제 및 분화된다.  상기 자연적 과정은 "쇄 셔플링(shuffling)"으로 공지된 기술을 사용함으로써

모방될 수 있다 (문헌 [Marks et al., (1992) Bio. Technol., 10: 779-783] 참조).  상기 방법에서, 파지 디스

플레이로 수득된 "1차" 인간 항체의 친화도는 중쇄 및 경쇄 V 영역 유전자를 비면역화된 공여자로부터 얻은 V

도메인 유전자의 자연 발생 변형체의 레파토리 (레파토리)로 순차적으로 대체함으로써 개선될 수 있다.  상기

기술은 nM 범위의 친화성을 갖는 항체 및 항체 단편의 생산을 가능하게 한다.  매우 큰 파지 항체 레파토리를

제조하기 위한 전략은 워터하우스(Waterhouse) 등 (문헌 [(1993) Nucl. Acids Res., 21: 2265-2266])에 의해

기재되어 있다.  

또한, 유전자 셔플링을 사용하여 설치류 항체로부터 인간 항체를 유도할 수 있으며, 여기서 인간 항체는 출발[0184]

설치류 항체와 유사한 친화성 및 특이성을 갖는다.  "에피토프 각인"이라고도 언급되는 상기 방법에 따라, 파지

디스플레이 기술로 수득한 설치류 항체의 중쇄 또는 경쇄 V 도메인 유전자는 인간 V 도메인 유전자의 레파토리

로 대체되어 설치류-인간 키메라를 생성한다.  항원에서의 선택으로 인해 기능적 항원-결합 부위를 복구할 수

있는 인간 가변부가 단리되며, 즉, 에피토프가 파트너의 선택을 지배한다 (각인시킨다).  남아있는 설치류 V 도

메인을 대체하기 위해 상기 과정을 반복하는 경우, 인간 항체가 수득된다 (1993년 4월 1일자로 공개된 PCT WO

93/06213호 참조).  CDR 그래프팅에 의한 설치류 항체의 전통적인 인간화와는 달리, 상기 기술은 설치류 기원의

CDR 잔기 또는 프레임워크가 없는 완전한 인간 항체를 제공한다.  

앱타머 길항제 [0185]

본 발명은 PDGF 및(또는) VEGF (또는 그의 동족 수용체)에 대하여 지정된 앱타머 길항제를 제공한다.  핵산 리[0186]

간드로도 공지된 앱타머는 미리선택된 표적과 결합하여 일반적으로 그를 길항하는 (즉, 억제하는) 비자연 발생

적 핵산이다.  

앱타머는 올리고머 또는 올리고뉴클레오티드 생산에 관한 임의의 공지된 방법으로 제조할 수 있다.  많은 합성[0187]

방법이 당업계에 공지되어 있다.  예를 들어, 잔여 퓨린 리보뉴클레오티드를 함유하고, 3'-엑소뉴클레아제에 의

한  궁극적인  분해를  막기  위해  적합한  3'-말단,  예를  들어  역전된  티미딘  잔기  (문헌  [Ortigao  et  al.,

Antisense Research and Development, 2: 129-146 (1992)]) 또는 3'-말단에서의 2개의 포스포로티오에이트 연

결기를 보유하는 2'-O-알릴 개질된 올리고머는 임의의 시판되는 DNA/RNA 합성기에서 고상 베타-시아노에틸 포스

포르아미디트 화학 (문헌 [Sinha  et  al.,  Nucleic  Acids  Res.,  12:  4539-4557  (1984)])에 의해 합성할 수

있다.  한 방법은 리보뉴클레오티드를 위한 2'-O-tert-부틸디메틸실릴 (TBDMS) 보호 전략이고 (문헌 [Usman et

al., J. Am. Chem. Soc., 109: 7845-7854 (1987)]), 모든 필요한 3'-O-포스포르아미디트는 시판된다.  또한,

아미노메틸폴리스티렌은 그의 유리한 성질 때문에 지원 물질로서 사용될 수 있다 (문헌 [McCollum and Andrus

(1991) Tetrahedron Lett., 32: 4069-4072]).  플루오레신은 시판되는 플루오레신 포스포르아미디트를 이용함

으로써, 합성 중에 기질 RNA의 5'-말단에 첨가될 수 있다.  일반적으로, 앱타머 올리고머는 표준 RNA 주기를 이

용하여 합성될 수 있다.  조립이 종료되면, 모든 염기 불안정 보호기는 55℃에서 밀봉 바이알 중의 진한 암모니

아/에탄올 (3: 1 v/v) 수용액으로 8시간 처리함으로써 제거한다.  에탄올은 달리 탈보호의 염기성 조건하에서
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생성된 리보뉴클레오티드 위치에서 뚜렷한 가닥 절단을 유발시킬 수 있는 2'-O-TBDMS 기의 조숙한 제거를 억제

한다  (문헌 [Usman et al., (1987) J. Am. Chem. Soc., 109: 7845-7854]).  동결건조 후, TBDMS 보호된 올리

고머를 60℃에서 2시간 동안 트리에틸아민 트리히드로플루오라이드/트리에틸아민/N-메틸피롤리디논의 혼합물로

처리하여 중성 조건하에서의 실릴 보호기의 신속하고 효율적인 제거를 달성한다 (문헌 [Wincott et al., (1995)

Nucleic Acids Res., 23: 2677-2684] 참조).  그 후, 완전히 탈보호된 올리고머는 카탈라(Cathala) 및 브루넬

(Brunel) (문헌 [(1990) Nucleic Acids Res., 18: 201])의 방법에 따라 부탄올로 침전될 수 있다.  정제는  변

성 폴리아크릴아미드 겔 전기영동 또는 역상 HPLC와 이온 교환 HPLC의 조합 (문헌 [Sproat  et  al.,  (1995)

Nucleosides and Nucleotides, 14: 255-273])으로 수행할 수 있다.  세포에서 사용하기 위해, 아세톤 중의 과

염소산나트륨으로의 침전으로 합성 올리고머를 그의 나트륨 염으로 전환시킬 수 있다.  그 후, 잔류 염의 흔적

은 시판되는 작은 일회용 겔 여과 컬럼을 이용하여 제거할 수 있다.  최종 단계로서, 매트릭스 보조의 레이저

탈착 질량 분석법 (문헌 [Pieles et al., (1993) Nucleic Acids Res., 21: 3191-3196]) 및 뉴클레오시드 염기

조성물 분석에 의해 단리된 올리고머의 진위를 확인할 수 있다.  

뉴클레오티드 서브유닛이 효소적 조작에 이용가능한 경우, 개시된 앱타머는 또한 효소적 방법을 통해 제조될 수[0188]

있다.  예를 들어, RNA 분자는 시험관내 RNA 폴리머라제 T7 반응을 통해 제조될 수 있다.  이는 또한 T7을 발현

하는 박테리아 균주 또는 세포주에 의해 제조되고, 그 후 상기 세포로부터 단리될 수 있다.  하기 논의하는 바

와 같이, 개시된 앱타머는 또한 벡터 및 프로모터를 직접 이용하여 세포에서 발현될 수 있다.  

본 발명의 다른 핵산 분자와 마찬가지로 앱타머는 화학 개질된 뉴클레오티드를 더 함유할 수 있다.  핵산의 진[0189]

단적 또는 치료적 사용에서 제기될 논쟁점은 원하는 효과가 나타나기 전에 세포내 및 세포외 효소, 예를 들어

엔도뉴클레아제 및 엑소뉴클레아제에 의해 체액 중 그의 포스포디에스테르 형태인 올리고뉴클레오티드가 잠재적

으로 신속하게 분해되는 것이다.  핵산 리간드의 특정 화학적 변형을 발생시켜 핵산 리간드의 생체내 안정성을

증가시키거나 핵산 리간드의 전달을 향상시키거나 매개할 수 있다 (예를 들어, 본원에 참고로 구체적으로 포함

되는 발명의 명칭이 "High Affinity Nucleic Acid Ligands Containing Modified Nucleotides"인 미국 특허 출

원 제5,660,985호 참조).  

본 발명에서 고려되는 핵산 리간드의 변형으로는, 핵산 리간드 염기 또는 핵산 리간드 전체에 추가의 전하, 극[0190]

성, 소수성, 수소 결합, 정전 상호작용 및 유동성을 혼입시키는 다른 화학적 기를 제공하는 것이 포함되나 이에

제한되지 않는다.  이러한 변형으로는 2'-위치 당 변형, 5-위치 피리미딘 변형, 8-위치 퓨린 변형, 엑소시클릭

아민에서의 변형, 4-티오우리딘의 치환, 5-브로모 또는 5-요오도-우라실의 치환; 주쇄 변형, 포스포로티오에이

트 또는 알킬 포스페이트 변형, 메틸화, 이상 염기쌍 조합, 예를 들어 이소염기 이소사이티딘 및 이소구아니딘

등이 포함되나 이에 제한되지 않는다.  또한, 변형에는 3' 및 5' 변형, 예를 들어 캡핑 또는 당 잔기로의 변형

이 포함될 수 있다.  본 발명의 몇몇 실시양태에서, 핵산 리간드는 피리미딘 잔기의 당 부위에서 변형된 2'-플

루오로 (2'-F)인 RNA 분자이다.  

앱타머의 안정성은 이러한 변형의 도입 뿐만 아니라 RNA의 포스페이트 주쇄에서의 변형 및 치환에 의해 크게 증[0191]

가될 수 있다.  또한, 다양한 변형이 핵염기 자체에서 행해질 수 있으며, 이는 분해를 억제하고, 원하는 뉴클레

오티드 상호작용을 증가시키거나 원치않는 뉴클레오티드 상호작용을 감소시킬 수 있다.  따라서, 앱타머의 서열

이 일단 공지되면, 하기 기재된 합성 절차 또는 당업자에게 공지된 절차에 따라 변형 또는 치환이 행해질 수 있

다.  

다른 변형으로는 리보핵산 (즉 A, C, G 및 U) 및 데옥시리보핵산 (즉 A, C, G 및 T)에서 발생하는 표준 염기,[0192]

당 및(또는) 포스페이트 주쇄 화학적 구조의 변형체인 변형된 염기 (또는 변형된 뉴클레오시드 또는 변형된 뉴

클레오티드)의 혼입이 포함된다.  상기 범위 내에는, 예를 들어 Gm (2'-메톡시구아닐산), Am (2'-메톡시아데닐

산), Cf (2'-플루오로사이티딜산), Uf (2'-플루오로우리딜산), Ar (리보아데닐산)이 존재한다.  또한, 앱타머는

시토신 또는 임의의 시토신-관련 염기, 예를 들어 5-메틸시토신, 4-아세틸시토신, 3-메틸시토신, 5-히드록시메

틸 시토신, 2-티오시토신, 5-할로시토신 (예를 들어, 5-플루오로시토신, 5-브로모시토신, 5-클로로시토신, 및

5-요오도시토신), 5-프로피닐 시토신, 6-아조시토신, 5-트리플루오로메틸시토신, N4,N4-에타노시토신, 페녹사진

사이티딘, 페노티아진 사이티딘, 카르바졸 사이티딘 또는 피리도인돌 사이티딘을 포함할 수 있다.  추가로, 앱

타머는 구아닌 또는 임의의 구아닌-관련 염기, 예를 들어 6-메틸구아닌, 1-메틸구아닌, 2,2-디메틸구아닌, 2-메

틸구아닌,  7-메틸구아닌,  2-프로파일구아닌,  6-프로파일구아닌,  8-할로구아닌 (예를 들어,  8-플루오로구아닌,

8-브로모구아닌,  8-클로로구아닌,  및  8-요오도구아닌),  8-아미노구아닌,  8-술프히드릴구아닌,

8-티오알킬구아닌, 8-히드록실구아닌, 7-메틸구아닌, 8-아자구아닌, 7-데아자구아닌 또는 3-데아자구아닌을 포

함할 수 있다.  또한, 앱타머는 아데닌 또는 임의의 아데닌-관련 염기, 예를 들어 6-메틸아데닌, N6-이소펜테닐
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아데닌, N6-메틸아데닌, 1-메틸아데닌, 2-메틸아데닌, 2-메틸티오-N6-이소펜테닐아데닌, 8-할로아데닌 (예를 들

어, 8-플루오로아데닌, 8-브로모아데닌, 8-클로로아데닌, 및 8-요오도아데닌), 8-아미노아데닌, 8-술프히드릴아

데닌, 8-티오알킬아데닌, 8-히드록실아데닌, 7-메틸아데닌, 2-할로아데닌 (예를 들어, 2-플루오로아데닌, 2-브

로모아데닌, 2-클로로아데닌, 및 2-요오도아데닌), 2-아미노아데닌, 8-아자아데닌, 7-데아자아데닌 또는 3-데아

자아데닌을 추가로 포함할 수 있다.  또한, 우라실 또는 임의의 우라실-관련 염기, 예를 들어 5-할로우라실 (예

를 들어, 5-플루오로우라실, 5-브로모우라실, 5-클로로우라실, 및 5-요오도우라실), 5-(카르복시히드록실메틸)

우라실, 5-카르복시메틸아미노메틸-2- 티오우라실, 5-카르복시메틸아미노메틸우라실, 디히드로우라실, 1-메틸슈

도우라실,  5-메톡시아미노메틸-2-티오우라실,  5'-메톡시카르보닐메틸우라실,  5-메톡시우라실,  5-메틸-2-티오우

라실, 2-티오우라실, 4-티오우라실, 5-메틸우라실, 우라실-5-옥시아세트산 메틸에스테르, 우라실-5-옥시아세트

산, 슈도우라실, 5-메틸-2-티오우라실, 2-티오우라실, 3-(3-아미노-3-N-2-카르복시프로파일)우라실, 5-메틸아미

노메틸우라실, 5-프로피닐 우라실, 6-아조우라실, 또는 4-티오우라실을 포함된다.  

당업계에 공지된 다른 변형된 염기 변이체의 예로는 37 C.F.R.§1.822(p)(1)에 나열된 것, 예를 들어 4-아세틸[0193]

사이티딘, 5-(카르복시히드록실메틸)우리딘, 2'-메톡시사이티딘, 5-카르복시메틸아미노메틸-2-티오리딘, 5-카르

복시메틸아미노메틸우리딘, 디히드로우리딘, 2'-O-메틸슈도우리딘, b-D-갈락토실쿠에오신, 이노신, N6-이소펜테

닐아데노신, 1-메틸아데노신, 1-메틸슈도우리딘, 1-메틸구아노신, 1-메틸이노신, 2,2-디메틸구아노신, 2-메틸아

데노신, 2-메틸구아노신, 3-메틸사이티딘, 5-메틸사이티딘, N6-메틸아데노신, 7-메틸구아노신, 5-메틸아미노메

틸우리딘,  5-메톡시아미노메틸-2-티오우리딘,  b-D-만노실쿠에오신,  5-메톡시카르보닐메틸우리딘,  5-메톡시우리

딘, 2-메틸티오-N6-이소펜테닐아데노신, N-((9-b-D-리보푸라노실-2-메틸티오퓨린-6-일)카르바모일)트레오닌, N-

((9-b-D-리보푸라노실퓨린-6-일)N-메틸-카르바모일)트레오닌,  우리딘-5-옥시아세트산  메틸에스테르,  우리딘-

5-옥시아세트산 (v), 와이부톡소신, 슈도우리딘, 쿠에오신, 2-티오사이티딘, 5-메틸-2-티오우리딘, 2-티오우리

딘, 4-티오우리딘, 5-메틸우리딘, N-((9-b-D-리보푸라노실퓨린-6-일)카르바모일)트레오닌, 2'-O-메틸-5-메틸우

리딘,  2'-O-메틸우리딘,  와이부토신,  3-(3-아미노-3-카르복시프로파일)우리딘이  포함되나  이에  제한되지

않는다.

또한, 미국 특허 제3,687,808호, 동 제3,687,808호, 동 제4,845,205호, 동 제5,130,302호, 동 제5,134,066호,[0194]

동  제5,175,273호,  동  제5,367,066호,  동  제5,432,272호,  동  제5,457,187호,  동  제5,459,255호,  동  제

5,484,908호, 동 제5,502,177호, 동 제5,525,711호, 동 제5,552,540호, 동 제5,587,469호, 동 제5,594,121호,

동  제5,596,091호,  동  제5,614,617호,  동  제5,645,985호,  동  제5,830,653호,  동  제5,763,588호,  동  제

6,005,096호, 및 동 제5,681,941호에 기재된 변형된 핵염기도 포함된다.  당업계에 공지된 변형된 뉴클레오시드

및 뉴클레오티드 당 주쇄 변이체의 예로는, 예를 들어 2' 리보실 치환기, 예를 들어 F, SH, SCH3, OCN, Cl, Br,

CN, CF3, OCF3, SOCH3, SO2, CH3, ONO2, NO2, N3, NH2, OCH2CH2OCH3, O(CH2)2ON(CH3)2, OCH2OCH2N(CH3)2, O(C1-10 알

킬), O(C2-10 알케닐), O(C2-10 알키닐), S(C1-10 알킬), S(C2-10 알케닐), S(C2-10 알키닐), NH(C1-10 알킬),

NH(C2-10 알케닐), NH(C2-10 알키닐), 및 O-알킬-O-알킬이 포함되나 이에 제한되지 않는다.  바람직한 2' 리보

실 치환기로는 2'-메톡시 (2'-OCH3), 2'-아미노프로폭시 (2'OCH2CH2CH2NH2), 2'-알릴 (2'-CH2-CH=CH2), 2'-O-알릴

(2'-O-CH2-CH=CH2), 2'-아미노 (2'-NH2), 및 2'-플루오로 (2'-F)가 포함된다.  2'-치환기는 아라비노 (상향) 위

치 또는 리보 (하향) 위치로 존재할 수 있다.  

본 발명의 앱타머는 본원에 기재된 것과 같은 뉴클레오티드 및(또는) 뉴클레오티드 동족체 또는 이의 조합으로[0195]

구성될 수 있거나, 올리고뉴클레오티드 동족체이다.  본 발명의 앱타머는 PDGF 또는 VEGF (또는 그의 동족 수용

체)에 결합하는 올리고머의 기능에 영향을 주지 않는 위치에서 뉴클레오티드 동족체를 함유할 수 있다.  

특정 표적 분자와의 핵산 리간드 결합의 정련 또는 강화 또는 추가의 앱타머의 선택을 위해 개조될 수 있는 몇[0196]

몇 기술이 존재한다.  일반적으로 "시험관내 유전학" (문헌 [Szostak (1992) TIBS, 19: 89] 참조)으로 언급되는

한 기술은 랜덤한 서열의 풀로부터의 선택에 의한 앱타머 길항제의 단리를 포함한다.  개시된 앱타머가 단리될

수 있는 핵산 분자의 풀은 대략 20 내지 40개의 뉴클레오티드의 가변 서열을 플랭킹(flanking)하는 불변 서열을

포함할 수 있다.  상기 방법은 지수적 향상에 의한 리간드의 선택적 진전 (Selective Evolution of Ligands by

EXponential Enrichment; SELEX)이라고 명명되어 왔다.  SELEX 및 관련 방법에 의해 본 발명의 앱타머 길항제

를  발생시키기  위한  조성물  및  방법은  당업계에 공지되어 있고,  예를  들어,  발명의 명칭이 "Nucleic  Acid

Ligands"인 미국 특허 제5,475,096호 및 발명의 명칭이 "Methods for Identifying Nucleic Acid Ligands"인 미

국 특허 제5,270,163호에 교시되어 있으며, 이 각각은 그의 전문이 본원에 참고로 구체적으로 포함된다.  일반

적으로  SELEX  방법  및  특히  VEGF  및  PDGF  앱타머  및  구조는  예를  들어  미국  특허  제5,668,264호,  동  제
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5,696,249호, 동 제5,670,637호, 동 제5,674,685호, 동 제5,723,594호, 동 제5,756,291호, 동 제5, 811,533호,

동  제5,817,785호,  동  제5,958,691호,  동  제6,011,020호,  동  제6,051,698호,  동  제6,147,204호,  동  제

6,168,778호, 동 제6,207,816호, 동 제6,229,002호, 동 제6,426,335호, 동 제6,582,918호에 추가로 기재되어

있으며, 이 각각의 내용은 본원에 참고로 구체적으로 포함된다.  

요컨대, SELEX 방법은 결합 친화도 및 선택도에 대한 사실상 임의의 원하는 기준을 달성하기 위해, 동일한 일반[0197]

적 선택 계획을 이용하여, 후보 올리고뉴클레오티드의 혼합물로부터의 선택 및 선택된 표적으로의 결합의 단계

적 반복, 분리 및 증폭을 포함한다.  핵산의 혼합물로부터 출발하고, 전형적으로는 랜덤화된 서열의 절편을 포

함하면서, SELEX 방법은 결합에 유리한 조건하에서 혼합물을 표적과 접촉시키는 단계, 미결합 핵산을 표적 분자

에 특이적으로 결합된 상기 핵산으로부터 분리하는 단계, 핵산-표적 복합체를 해리시키는 단계, 핵산-표적 복합

체로부터 해리된 핵산을 증폭시켜 핵산의 리간드-풍부 혼합물을 수득하는 단계, 그 후 원하는 대로 다수의 주기

를 통해 결합의 단계를 반복, 분리, 해리 및 증폭하여 표적 분자에 대한 고특이적성 고친화도 핵산 리간드를 수

득하는 단계를 포함한다.  

기본적인 SELEX 방법을 변형시켜 많은 구체적인 목적을 달성하였다.  예를 들어, 발명의 명칭이 "Method for[0198]

Selecting Nucleic Acids on the Basis of Structure"인 미국 특허 제5,707,796호는 구체적인 구조적 특성, 예

를 들어 구부러진 DNA를 갖는 핵산 분자를 선택하기 위해 겔 전기영동과 함께 SELEX를 사용하는 것을 기재하고

있다.   발명의 명칭이 "Systematic  Evolution  of  Ligands  by  Exponential  Enrichment:  Photoselection  of

Nucleic Acid Ligands and Solution SELEX"인 미국 특허 제5,763,177호는 표적 분자에 결합 및(또는) 광가교할

수 있고(있거나) 표적 분자를 광불활성시킬 수 있는 광반응기를 함유하는 핵산 리간드를 선택하기 위한 SELEX-

기준의 방법을 기재한다.  발명의 명칭이 "High-Affinity  Nucleic  Acid  Ligands  That Discriminate Between

Theophylline  and  Caffeine"인 미국 특허 제5,580,737호는 카운터-SELEX로 명명되는, 비-펩티드성일 수 있는

밀접하게 관련된 분자 사이를 구별할 수 있는 고특이적 핵산 리간드를 확인하기 위한 방법을 기재한다.  발명의

명칭이  "Systematic  Evolution  of  Ligands  by  EXponential  Enrichment:  Solution  SELEX"인  미국  특허  제

5,567,588호는 표적 분자에 대해 고친화도를 갖는 올리고뉴클레오티드와 저친화도를 갖는 올리고뉴클레오티드

사이의 고효율 분리를 달성하는 SELEX-기준의 방법을 기재한다.  

SELEX 방법은 리간드에서의 개선된 특성, 예를 들어 개선된 생체내 안정성 또는 개선된 전달 특성을 부여하는[0199]

변형된 뉴클레오티드를 함유하는 고친화도 핵산 리간드의 확인을 포함한다.  이러한 변형의 예로는 리보스 및

(또는) 포스페이트 및(또는) 염기 위치에서의 화학적 치환이 포함된다.  변형된 뉴클레오티드를 함유하는 SELEX

방법으로 확인된 핵산 리간드는 발명의 명칭이 "High  Affinity  Nucleic  Acid  Ligands  Containing  Modified

Nucleotides"인 미국 특허 제5,660,985호에 기재되어 있으며, 상기 특허는 피리미딘의 5- 및 2'-위치에서 화학

적으로 변형된 뉴클레오티드 유도체를 함유하는 올리고뉴클레오티드를 기재한다.  미국 특허 제5,580,737호 (상

기 문헌)는 2'-아미노 (2'-NH2), 2'-플루오로 (2'-F) 및(또는) 2'-O-메틸 (2'-OMe)로 변형된 하나 이상의 뉴클

레오티드를 함유하는 고특이적 핵산 리간드를 기재한다.  1994년 6월 22일자로 출원되고 이제는 포기된 발명의

명칭이  "Novel  Method  of  Preparation  of  Known  and  Novel  2'-Modified  Nucleosides  by  Intramolecular

Nucleophilic Displacement"인 미국 특허 출원 제08/264,029호는 다양한 2'-변형된 피리미딘을 함유하는 올리

고뉴클레오티드를 기재한다.  

각각 발명의 명칭이 "Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment: Chimeric SELEX"인 미국[0200]

특허 제5,637,459호 및 발명의 명칭이 "Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment: Blended

SELEX"인 미국 특허 제5,683,867호에 기재된 바와 같이, SELEX 방법은 선택된 올리고뉴클레오티드와 다른 선택

된 올리고뉴클레오티드 및 비-올리고뉴클레오티드 관능 단위를 조합하는 것을 포함한다.  상기 특허는 올리고뉴

클레오티드의 광범위한 모양 및 다른 성질 및 효율적인 증폭 및 복제 성질과 다른 분자의 바람직한 성질의 조합

을 고려한다.  

SELEX 방법은 추가로 발명의 명칭이 "Nucleic Acid Ligand Complexes"인 미국 특허 제6,011,020호에 기재된 바[0201]

와 같은, 진단적 또는 치료적 복합체에서 선택된 핵산 리간드를 친지성 화합물 또는 비-면역성 고분자량 화합물

과 조합하는 것을 포함하며, 상기 특허는 그의 전문이 본원에 참고로 구체적으로 포함한다.  

또한, 앱타머 길항제는 컴퓨터 모델링 기술의 사용을 통해 정련될 수 있다.  분자 모델링 시스템의 예는 폴리젠[0202]

코포레이션(Polygen Corporation) (Waltham, Mass.) 제품인 CHARMm 및 QUANTA 프로그램이다.  CHARMm은 에너지

최소화 및  분자  동력 기능을 수행한다.   QUANTA는  분자 구조의 구축,  도식적 모델링 및 분석을 수행한다.

QUANTA는 분자 서로간의 행동의 상호작용 구축, 변형, 가시화, 및 분석을 수행한다.  상기 적용은 RNA 및 DNA
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분자의 2차 구조를 정의하고 표시하기 위해 개조될 수 있다.  

그 후, 상기 다양하게 변형된 앱타머는 관심 PDGF  또는 VEGF  기능을 위한 임의의 적합한 분석법, 예를 들어[0203]

PDGF 세포-기준 증식 활성 분석법을 이용하여 기능에 대해 시험할 수 있다.  

변형은 전-SELEX 또는 후-SELEX 과정 변형일 수 있다.  전-SELEX 과정 변형으로 그의 SELEX 표적 및 개선된 생[0204]

체내 안정성에 대해 모두 특이성을 갖는 핵산 리간드를 수득한다.  2'-OH 핵산 리간드에 SELEX 과정-후 변형을

행하면 핵산 리간드의 결합 능력에 반대 영향을 주지 않으면서 개선된 생체내 안정성을 유발시킬 수 있다.  

본 발명의 앱타머 생산에 유용한 다른 변형이 당업자에게 공지되어 있다.  이러한 변형은 후-SELEX 방법 (이전[0205]

에 확인된 변형되지 않은 리간드의 변형)으로 개발되거나 또는 SELEX 방법내로 혼입되어 개발될 수 있다. 

일반적으로는 앱타머 또는 핵산 리간드, 및 특히 VEGF 앱타머는 엑소뉴클레아제에 대한 감수성을 감소시키고 전[0206]

체적인 안정성을 증가시키는 방식으로 5'-캡핑 및 3'-캡핑된 경우에 가장 안정하고, 따라서 가장 효율적인 것으

로 관찰된 바 있다.  따라서, 본 발명은 일반적으로 앱타머 및 특히 항-VEGF 앱타머를 5' 말단에서는 5'-5' 역

전 뉴클레오시드 캡 구조로, 3' 말단에서는 3'-3' 역전 뉴클레오시드 캡 구조로 캡핑하는 것에 따른 한 실시양

태를 기초로 한다.  따라서, 본 발명은 5' 말단에서는 5'-5' 역전 뉴클레오시드 캡으로 캡핑되고 3' 말단에서는

3'-3' 역전 뉴클레오시드 캡으로 캡핑된 항-VEGF 및(또는) 항-PDGF 앱타머, 즉 핵산 리간드를 제공한다.

특히, 본 발명의 유용한 특정 앱타머는 항-VEGF 앱타머 조성물로서, 이들의 말단에 5'-5' 및 3'-3' 역전 뉴클레[0207]

오티드 캡 구조 둘 다를 갖는 것들이 포함되나 이에 제한되지는 않는다.  이러한 캡핑된 항-VEGF 앱타머는 RNA

앱타머, DNA 앱타머 또는 혼합된 조성물 (즉, RNA 및 DNA 둘 다)을 갖는 앱타머일 수 있다.  본 발명의 적합한

항-VEGF  앱타머 서열은 뉴클레오티드 서열 GAAGAAUUGG  (서열 15);  또는 뉴클레오티드 서열 UUGGACGC  (서열

16); 또는 뉴클레오티드 서열 GUGAAUGC (서열 17)를 포함한다.  특히, 하기 서열을 갖는 본 발명의 캡핑된 항-

VEGF 앱타머가 유용하다.

X-5'-5'-CGGAAUCAGUGAAUGCUUAUACAUCCG-3'-3'-X (서열 18) [0208]

여기서, 각각의 C, G, A 및 U는 각각 천연-발생 뉴클레오티드 사이티딘, 구아니딘, 아데닌 및 우리딘, 또는 이[0209]

들에 상응하는 변형 뉴클레오티드를 나타내고; X-5'-5'는 앱타머의 5' 말단을 캡핑한 역전 뉴클레오티드이고;

3'-3'-X는 앱타머의 3'말단을 캡핑한 역전 뉴클레오티드이고; 나머지 뉴클레오티드 또는 변형 뉴클레오티드는

5'-3'포스포디에스테르 연결을 통해 순서대로 연결된다.  일부 실시양태에서, 캡핑된 항-VEGF 앱타머의 각각의

뉴클레오티드는 개별적으로 -OH (리보핵산 (RNA)에 대한 표준임) 또는 -H (데옥시리보핵산 (DNA)의 표준임)와

같은 2' 리보실 치환을 수반한다.  다른 실시양태에서, 2'리보실 위치는 O(C1-10 알킬), O(C1-10 알케닐), F, N3

또는 NH2 치환기로 치환된다. 

여전히 특정 예로 제한되지는 않지만, 5'-5' 캡핑된 항-VEGF 앱타머는 하기 구조를 가질 수 있다.[0210]

Td-5'-5'-CfGmGmArArUfCfAmGmUfGmAmAmUfGmCfUfUfAmUfAmCfAmUfCfCfGm 3'-3'-Td (서열 19) [0211]

여기서, "Gm"은 2'-메톡시구아닐산을 나타내고, "Am"은 2'-메톡시아데닐산을 나타내고, "Cf"는 2'-플루오로시티[0212]

딜산을 나타내고, "Uf"는 2'-플루오로우리딜산을 나타내고, "Ar"은 리보아데닐산을 나타내고, "Td"는 데옥시리보

티미딜산을 나타낸다.

안티센스, 리보자임 및 DNA 효소 길항제[0213]

PDGF 및 VEGF를 표적으로 하는 안티센스 올리고뉴클레오티드 및 리보자임은 PDGF 및 VEGF의 매신저 RNA로부터[0214]

단백질 번역을 억제함으로써 또는 각각 상응하는 PDGF 또는 VEGF mRNA의 분해를 표적으로 함으로써 PDGF/VEGF를

억제한다.  상기 기재된 이러한 PDGF 및 VEGF-표적화 핵산은 이들 PDGF 및 VEGF 리보자임 및 안티센스 올리고뉴

클레오티드의 고안 및 합성에 유용한 서열을 제공한다.  안티센스 올리고뉴클레오티드 및 리보자임의 고안 및

합성 방법은 당업계에 공지되어 있다.  추가 지침이 본원에서 제공된다.

특이적이고 효과적인 mRNA-표적화 올리고뉴클레오티드 (안티센스 ODN) 및 리보자임 및 안티센스를 고안하는 데[0215]

있어서 한 사안은 표적 mRNA (부분적으로 자가-쌍형성된 2차 구조내로 그 자체를 폴딩시킴) 내에서 안티센스 쌍

형성이 이루어지기 쉬운 부위를 확인하는 것이다.  RNA 쌍형성 접근성의 예측 및 분자 스크리닝용 컴퓨터-보조

의 알고리즘 조합은 대부분의 mRNA 표적에 대하여 지정된 특이적이고 효과적인 리보자임 및(또는) 안티센스 올

리고뉴클레오티드를 생성을 가능하게 한다.  실제로, 몇몇 접근법은 안티센스 또는 리보자임 억제제에 대한 표
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적 RNA 분자의 접근성을 결정하기 위해 기재된 바 있다.  한 접근법은 가능한 많은 안티센스 올리고데옥시뉴클

레오티드를 사용하는 시험관내 스크리닝 검정법을 이용한다 (문헌 [Monia et al.,(1996) Nature Med., 2: 668-

675]; 및 [Milner et al., (1997) Nature Biotechnol., 15: 537-541] 참조).  또다른 접근법은 ODN의 랜덤 라

이브러리를 사용한다 (문헌 [Ho et al., (1996) Nucleic acids Res., 24: 1901-1907]; [Birikh et al., (1997)

RNA 3: 429-437]; 및 [Lima et al., (1997) J. Biol. Chem., 272: 626-638]).  접근하기 쉬운 부위는 RNase H

절단에 의해 모니터링될 수 있다 (문헌 [Birikh  et  al.,  상기 문헌];  및  문헌 [Ho  et  al.,(1998)  Nature

Biotechnol., 16: 59-63] 참조).  RNase H는 DNA-RNA 이중나선의 RNA 가닥의 포스포디에스테르 주쇄의 가수분

해성 절단을 촉매한다. 

또다른 접근법에서, 화학적으로 합성된 반-랜덤의 키메라성 ODN의 풀의 사용을 포함하는 것은 시험관내 합성된[0216]

RNA 표적에서 RNase H에 의해 절단된 접근하기 쉬운 부위를 확인하는 데 사용된다.  이어서, 프라이머 확장 분

석은 표적 분자에서 이러한 부위를 확인하는 데 이용된다 (문헌 [Lima et al., 상기 문헌] 참조).  RNA로 안티

센스 표적을 고안하기 위한 다른 접근법은 RNA에 대한 컴퓨터 보조의 폴딩 모델을 근거로 한다.  효과적인 절단

을  스크리닝하기  위해  랜덤  리보자임  라이브러리를  사용한  것에  대한  여러  보고가  공개되어  있다  (문헌

[Campbell  et  al.,  (1995)  RNA  1:  598-609];  [Lieber  et  al.,  (1995)  Mol.  Cell  Biol.,  15:  540-551];  및

[Vaish et al., (1997) Biochem., 36: 6459-6501] 참조). 

ODN 및 RNase H의 랜덤 또는 반-랜덤 라이브러리를 이용하는 다른 시험관내 접근법은 컴퓨터 시물레이션보다 더[0217]

유용할 수 있다 (문헌 [Lima et al., 상기 문헌]).  그러나, 최근의 관찰에서는 폴리뉴클레오티드의 어닐링 상

호작용이 RNA-결합 단백질에 의해 영향을 받는 것으로 제안되기 때문에, 시험관내 합성된 RNA를 사용해서는 생

체내 안티센스 ODN의 접근성이 예측되지 않는다 (문헌 [Tsuchihashi et al., (1993) Science, 267: 99-102];

[Portman et al., (1994) EMBO J., 13: 213-221]; 및 [Bertrand and Rossi (1994) EMBO J., 13: 2904-2912]

참조).  그 전문이 본원에 참고로 포함되는 미국 특허 제6,562,570호는 생체내 조건을 모방한 세포 추출물의 존

재하에서 mRNA 내의 접근하기 쉬운 부위를 결정하기 위한 조성물 및 방법을 제공한다.

요컨대, 상기 방법은 내인성 RNA-결합 단백질을 함유한 세포 추출물을 포함한 반응 배지 또는 하나 이상의 RNA-[0218]

결합 단백질이 존재하여 세포 추출물을 모방한 반응 배지 중의 혼성화 조건하에 천연 또는 시험관내-합성된 RNA

를 소정의 안티센스 ODN, 리보자임 또는 DNAzyme과, 또는 랜덤 또는 반-랜덤 ODN, 리보자임 또는 DNAzyme 라이

브러리와 인큐베이션하는 것을 포함한다.  표적 RNA 내의 접근하기 쉬운 부위와 상보적인 임의의 안티센스 ODN,

리보자임 또는 DNAzyme은 그러한 부위에 혼성화될 것이다.  소정의 ODN 또는 ODN 라이브러리가 사용되는 경우,

RNase H는 혼성화 동안 존재하거나 또는 혼성화 후에 첨가되어 혼성화가 일어난 RNA를 절단한다.  리보자임 및

DNAzyme가 혼성화가 일어나는 RNA 절단하기 때문에 RNase H는 리보자임 또는 DNAzyme이 사용되는 경우에 존재할

수 있지만, 이것이 요구되는 것은 아니다.  일부 예에서, 내인성 mRNA, RNA-결합 단백질 및 RNase H를 함유한

세포 추출물 중 랜덤 또는 반-랜덤 ODN 라이브러리가 사용된다.

다음으로, 다양한 방법이 안티센스 ODN, 리보자임 또는 DNAzyme가 결합하여 절단되는 표적 RNA 상의 부위를 인[0219]

식하는 데 이용될 수 있다.  예를 들어, 말단 데옥시뉴클레오티딜 트랜스퍼라제-의존성 폴리머라제 연쇄 반응

(TDPCR)은 이러한 목적을 위해 이용될 수 있다 (문헌 [Komura  and  Riggs  (1998)  Nucleic  acids  Res.,  26:

1807-11]).  역전사 단계는 RNA 주형을 DNA로 전환시킨 다음, TDPCR에 이용된다.  본 발명에서, TDPCR 방법에

필요한 3' 말단은 임의의 적합한 RNA 의존성 DNA 폴리머라제 (예를 들어, 역전사효소)를 사용하여 관심 표적

RNA를 역 전사시킴으로써 생성된다.  이는 연구하고자 하는 표적 RNA 분자의 부분으로부터 하류 영역으로 (즉,

RNA 분자 상의 5'에서 3' 방향으로) 제1 ODN 프라이머 (P1)를 RNA에 혼성화시킴으로써 달성될 수 있다.  dNTP의

존재하에서 폴리머라제는 P1의 3' 말단으로부터 RNA를 DNA로 카피하고, 안티센스 ODN/RNase H, 리보자임 또는

DNAzyme 중 하나에 의해 생성된 절단 부위에서 카피를 중단한다.  새로운 DNA 분자 (제1 가닥 DNA로도 지칭됨)

는 TDPCR 방법의 PCR 부분에서 제1 주형으로써 작용하며, RNA 상에 존재하는 접근하기 쉬운 상응하는 표적 서열

을 확인하는 데 사용된다.

예를 들어, TDPCR 절차는 이어서, 즉 역-전사된 DNA를 말단 데옥시뉴클레오티딜 트랜스퍼라제 (TdT)의 존재하에[0220]

구아노신 트리포스페이트 (rGTP)와  반응시켜 DNA  분자의 3'  말단에 (rG)2-4  테일을 추가하는 데 이용될 수

있다.  다음으로, (rG)2-4 테일을 갖는 그러한 염기-쌍의 하나의 가닥에 3' 2-4 오버행(overhang)을 갖는 이중-

가닥 ODN 링커를 라이게이션한다.  다음으로, 2개의 PCR 프라이머를 가한다.  첫번째 프라이머는 (rG)2-4 테일

에 라이게이션된 TDPCR 링커의 가닥과 상보적인 링커 프라이머 (LP)이다 (종종 하류 가닥으로도 지칭됨).  다른

프라이머 (P2)는 P1과 동일한 것일 수 있지만, P1에 내포될 수 있으며, 즉, P1에 의해 결합되는 영역으로부터

적어도 부분적으로 상류 (즉, RNA 분자 상의 3'에서 5'의 방향)이지만 연구에서의 표적 RNA 분자 부분의 하류인
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영역에서 표적 RNA에 상보적이다.  즉, 접근하기 쉬운 결합 부위를 갖는지 결정하기 위한 연구에서, 표적 RNA

분자의 부분은 P2에 상보적인 영역의 상류 부분이다.  이어서, PCR은 DNA 폴리머라제 및 dNTP의 존재하에 공지

된 방식으로 수행되어 프라이머 LP 및 P2에 의해 한정된 DNA 절편을 증폭시킨다.  이어서, 임의의 공지된 다양

한 방법으로 증폭된 생성물을 포획하여 그후 절단 부위를 정확하게 확인하는 자동화된 DNA 서열분석기 상에서

서열화할 수 있다.  이렇게 확인되면, 한정된 안티센스 DNA 서열 또는 리보자임을 시험관내 또는 생체내 사용하

기 위해 합성할 수 있다. 

합성 안티센스 올리고뉴클레오티드 서열을 사용하여 특이적 유전자의 발현에 안티센스를 개입시킬 수 있다 (예[0221]

를  들어,  문헌  [Lefebvre-d'Hellencourt  et  al.,  (1995)  Eur.  Cvokine  Netw.,  6:  7];  [Agrawal  (1996)

TIBTECH,  14:  376];  및  [Lev-Lehman  et  al,  (1997)  Antisense  Therap.  Cohen  and  Smicek,  eds.  (Plenum

Press, New York)]).  요컨대, 안티센스 올리고뉴클레오티드 서열은 관심 표적 mRNA에 상보적이고 RNA: AS 이중

나선을 형성하도록 고안된, 전형적으로 15 내지 30mer이지만 7mer보다 작지 않은 짧은 DNA 서열일 수 있다 (문

헌 [Wagner et al., (1994) Nature 372: 333] 참조).  이러한 이중나선의 형성은 해당 mRNA의 프로세싱, 스플

라이싱, 수송 또는 번역을 저해할 수 있다.  게다가, 특정 AS 뉴클레오티드 서열은 RNase H의 표적 mRNA와 혼성

화되는  경우  세포내  RNase  H를  활성화시켜  mRNA를  분해할  수  있다  (문헌  [Calabretta  et  al.,  (1996)

Semin.Oncol., 23: 78]).  이러한 경우, RNase H는 이중나선의 RNA 성분을 절단할 것이고, 잠재적으로 AS를 방

출하여 표적 RNA의 추가 분자와 추가로 혼성화될 수 있다.  작동의 추가 모드는 게놈 DNA와 AS와의 상호작용으

로부터 생성되어 전사적으로 비활성일 수 있는 삼중 나선을 형성한다.

본원에서 상기 논의된 안티센스 서열로의 추가 또는 안티센스 서열에 대한 치환의 비제한적인 예에서, 리보자임[0222]

은 유전자 기능을 저하하는데 사용될 수 있다.  이것은 안티센스 치료법이 화학양론적인 고려로 제한되는 경우

에 특히 필수적이다.  게다가, 리보자임은 동일한 서열을 표적으로 하여 사용될 수 있다.  리보자임은 표적 RNA

에서 특이적 부위를 절단하는 RNA 촉매능을 보유한 RNA 분자이다.  리보자임에 의해 절단되는 RNA 분자의 수는

1:  1  화학양론에 의해 예측되는 수보다 많다 (문헌 [Hampel  and  Tritz  (1989)  Biochem.,  28:  4929-33];  및

[Uhlenbeck (1987) Nature, 328: 596-600] 참조).  따라서, 본 발명에서는 또한, PDGF 또는 VEGF mRNA 종의 접

근하기 쉬운 도메인을 표적으로 하고 적절한 촉매 중심을 함유한 리보자임을 사용하는 것이 허용된다.  리보자

임은 당업계에 공지되어 있는 바와 같이 그리고 본원에 추가로 논의되는 바와 같이 제조되고 전달될 수 있다.

리보자임은 안티센스 서열과 함께 사용될 수 있다. 

리보자임은 RNA의 포스포디에스테르 결합의 절단을 촉매한다.  여러가지 리보자임의 구조적 부류는 담배 운문병[0223]

바이러스 위성 RNA (sTRSV)의 네가티브 가닥으로부터 최초로 유래된 I군 인트론, RNase P, 간염 델타 바이러스

리보자임, 해머헤드 리보자임 및 헤어핀 리보자임을 포함하는 것으로 확인된 바 있다 (문헌 [Sullivan (1994)

Investi.Dermatology (Suppl.) 103: 95S]; 및 미국 특허 제5,225,347호 참조).  해머헤드 리보자임 및 헤어핀

리보자임의 두 부류는 비로이드 및 비루소이드로부터 유래되며, 여기서 리보자임은 고리형 회전환 복제 동안 생

성된 올리고머로부터 단량체를 분리하는 것으로 여겨진다 (문헌 [Symons (1989) TIBS, 14: 445-50]; [Symons

(1992) Ann. Rev. Biochem., 61: 641-71] 참조). 해머헤드 및 헤어핀 리보자임 모티브는 유전자 치료법을 위한

mRNA의 트랜스-절단에 가장 일반적으로 적용된다.  본 발명에서 사용된 리보자임 유형은 당업계에 공지된 것들

로부터 선택된다.  헤어핀 리보자임은 현재 임상 시험 중이고 특히 유용한 유형이다.  일반적으로, 리보자임의

길이는 뉴클레오티드 30 내지 100개이다.

표적 mRNA  전사체를 촉매적으로 절단하기 위해 고안된 리보자임 분자가 당업계에 공지되어 있고 (예를 들어,[0224]

PDGF (서열 1) 또는 VEGF (서열 3)), 이들 분자는 또한 mRNA 번역을 저해하는 데 사용될 수 있다 (예를 들어,

PCT  국제  공개  W0  90/11364;  문헌  [Sarver  et  al.,  (1990)  Science,  247:  1222-1225]  및  미국  특허  제

5,093,246호 참조).  부위 특이적 인식 서열에서 mRNA를 절단하는 리보자임이 특정 mRNA를 파괴하는데 사용되는

경우, 해머헤드 리보자임을 사용하는 것이 특히 유용하다.  해머헤드 리보자임은 표적 mRNA와 상보적 염기 쌍을

형성하는 플랭킹 영역에 의해 지시되는 위치에서 mRNA를 절단한다.  유일한 요건은 표적 mRNA가 염기의 서열

5'-UG-  3'를  2개  갖는다는  것이다.   해머헤드  리보자임의  구조  및  제조는  당업계에  공지되어  있고,  문헌

[Haseloff and Gerlach (1988) Nature, 334 : 585]에 보다 상세히 기재되어 있다. 

본 발명의 리보자임은 또한 RNA 엔도리보뉴클레아제 (이하, "Cech-형 리보자임"), 예를 들어 테트라히메나 써모[0225]

필라(Tetrahymena thermophila)에서 천연 발생된 RNA 엔도리보뉴클레아제 (IVS 또는 L-19 IVS RNA로서도 공지

됨)를 포함하고, 이는 토마스 케치(Thomas Cech)와 동료들에 의해 광범위하게 기재되어 있다 (문헌 [Zaug et

al.,  (1984)  Science,  224:  574-578];  [Zaug  and  Cech  (1986)  Science,  231:  470-475];  [Zaug,  et  al.,

(1986) Nature, 324: 429-433]; 국제 특허 출원  W0 88/04300호; [Been and Cech (1986) Cell, 47: 207-216]
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참조).  Cech-형 리보자임은 8개 염기 쌍 활성 부위를 가지며, 이 부위는 표적 RNA를 절단한 후에 그 자리에서

표적 RNA 서열과 혼성화된다.  본 발명은 8개 염기-쌍 활성 부위 서열을 표적으로 하는 이러한 Cech-형 리보자

임을 포함한다.  본 발명은 작동 메카니즘의 특정 이론에 제한되지는 않지만, 본 발명에서 해머헤드 리보자임을

사용하는 것은 해머헤드 리보자임이 mRNA 표적의 RNA 번역 및(또는) mRNA 표적의 특이적 절단을 차단시킴으로써

작동하는 것을 나타낸 최근의 보고에서처럼 PDGF/VEGF-직접 안티센스의 사용보다 잇점을 가질 수 있다. 

안티센스 접근법에서와 같이, 리보자임은 개선된 올리고뉴클레오티드 (예를 들어, 개선된 안정성, 표적화 등)로[0226]

이루어질 수 있고, 표적 mRNA를 발현하는 세포로 전달된다.  유용한 전달 방법은 강한 구조의 pol III 또는 pol

II 프로모터의 조절하에 리보자임을 "코딩"하는 DNA 구조를 사용하는 것을 포함하여, 형질감염된 세포가 충분한

양의 리보자임을 생성함으로써 표적화된 메세지를 파괴하고 번역을 억제할 것이다.  안티센스 분자와 달리 리보

자임는 촉매성이기 때문에, 효율을 위해 세포내 농도가 낮을 것이 요구된다. 

상기 기재된 바와 같이, 필요한 경우의 뉴클레아제 내성은 사용 방법 및 전달 방법에 대해 필요에 따라 안티센[0227]

스 올리고데옥시뉴클레오티드 또는 리보자임의 생물학적 활성을 실질적으로 간섭하지 않는 당업계에 공지된 임

의의 방법에 의해 제공된다 (문헌 [Iyer et al., (1990) J. Org. Chem., 55: 4693-99]; [Eckstein (1985) Ann.

Rev. Biochem., 54: 367-402]; [Spitzer and Eckstein (1988) Nucleic acids Res., 18: 11691-704]; [Woolf

et al., (1990) Nucleic acids Res., 18: 1763-69]; 및 [Shaw et aL, (1991) Nucleic acids Res., 18: 11691-

704]).  앱타머에 대해 상기 기재된 바와 같이, 뉴클레아제 내성을 향상시키기 위해 안티센스 올리고뉴클레오티

드 또는 리보자임에 만들어질 수 있는 비제한적이지만 대표적인 변형은 포스페이트 주쇄 내의 인 또는 산소 헤

테로원자, 단쇄 알킬 또는 시클로알킬의 당 사이의 연결 또는 단쇄 헤테로원자성 또는 헤테로시클릭의 당 사이

의 연결을 변형시키는 것을 포함한다.  여기에는, 예를 들어 2'-플루오르화 O-메틸화 메틸 포스포네이트, 포스

포로티오에이트, 포스포로디티오에이트와 모르폴리노 올리고머를 제조하는 것이 포함된다.  예를 들어, 안티센

스 올리고뉴클레오티드 또는 리보자임은 4 내지 6개의 3'-말단 뉴클레오티드 염기 사이를 연결한 포스포로티오

에이트 결합을 가질 수  있다.   다르게는,  포스포로티오에이트 결합은 모든 뉴클레오티드 염기를 연결할 수

있다.  포스포로티오에이트 안티센스 올리고뉴클레오티드는 일반적으로 유효한 농도의 유의한 독성을 나타내지

않고, 동물에서 충분한 약동학적 반감기를 나타내며 (문헌 [Agarwal et al., (1996) TIBTECH, 14: 376] 참조),

뉴클레아제 내성이다.  다르게는, AS-ODN에 대한 뉴클레아제 내성은 뉴클레오티드 서열 CGCGAAGCG을 갖는 3'-말

단에서 9개의 뉴클레오티드 루프 형성 서열을 가짐으로써 제공될 수 있다.  아비딘-비오틴 접합 반응은 또한 혈

청 뉴클레아제 분해에 대한 개선된 AS-ODN 보호를 위해 사용될 수 있다 (문헌 [Boado and Pardridge (1992)

Bioconj. Chem., 3: 519-23] 참조).  이러한 개념에 따르면,  AS-ODN 작용제는 이들의 3'-말단에서 모노비오틴

화된다.  아비딘과 반응하는 경우, 이들은 비-접합 ODN에 대해 6배 개선된 안정성을 갖는 단단한 뉴클레아제-내

성의 복합물을 형성한다. 

다른 연구에서는 안티센스 올리고데옥시뉴클레오티드의 생체내 확장을 나타나 있다 (문헌 [Agarwal  et  al.,[0228]

(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 88: 7595]).  순환으로부터 외래 AS-올리고뉴클레오티드를 제거하는 스

캐빈징(scavenging) 메카니즘으로서 유용할 수 있는 이러한 과정은 확장이 발생하는 부착된 올리고뉴클레오티드

에 자유로운 3'-말단이 존재하는 가에 의존적이다.  따라서, 이러한 중요한 위치에서의 부분 포스포로티오에이

트, 루프 보호 또는 비오틴-아비딘은 이러한 AS-올리고데옥시뉴클레오티드의 안정성을 보장하는 데 충분할 수

있다. 

상기 기재된 바와 같은 변형된 염기를 사용하는 것 이외에, 뉴클레오티드의 동족체는 뉴클레오티드의 구조가 본[0229]

질적으로 변경되고 치료제 또는 실험 시약으로서 더 적합하도록 제조될 수 있다.  뉴클레오티드 동족체의 예로

는 펩티드 핵산 (PNA)이 있으며, 여기서 DNA (또는 RNA) 중 데옥시리보스 (또는 리보스) 포스페이트 주쇄는 폴

리아미드 주쇄로 대체되는데, 이들은 펩티드에서 발견되는 것과 유사하다.  PNA 동족체는 효소에 의한 분해에

내성인 것으로 나타나고, 생체내 및 시험관내에서 연장된 수명을 갖는 것으로 나타난다.  추가로, PNA는 상보적

인 DNA 서열에 DNA 분자보다 더 강하게 결합하는 것으로 나타났다.  이것은 PNA 가닥과 DNA 가닥 사이의 전하

반발의 부족으로 인해 관찰되는 것이다.  올리고뉴클레오티드에 발생할 수 있는 다른 변형은 중합체 주쇄, 모르

폴리노 중합체 주쇄 (예를 들어, 그 내용이 본원에 참고로 포함되는 미국 특허 제5,034,506호 참조), 시클릭 주

쇄, 또는 비시클릭 주쇄, 당 모방체 또는 올리고뉴클레오티드의 약동학적 성질을 개선할 수 있는 것을 포함한

임의의 다른 변형을 포함한다.

본 발명의 추가 측면은, 예를 들어 PDGF 또는 VEGF와 같이 표적 mRNA의 발현을 감소시키는 DNA 효소의 사용에[0230]

관한 것이다.  DNA 효소는 안티센스 및 리보자임 기술 둘 다의 기계적 특징의 일부를 포함한다.  DNA 효소 축은

이들이 안티센스 올리고뉴클레오티드와 매우 유사하게 특정 표적 핵산 서열을 인지하도록 고안되지만, , 리보자
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임과 매우 유사하게도 이들은 촉매성이고 표적 핵산을 특이적으로 절단한다.

현재 2종의 기본 유형의 DNA 효소가 존재하고, 이들 둘 다 산토로와 조이스(Santoro and Joyce)에 의해 확인되[0231]

었다 (예를 들어, 미국 특허 제6,110,462호 참조).  10-23 DNA 효소는 2개의 암(arm)을 연결하는 루프 구조를

포함한다.  2개의 암은 특정 표적 핵산 서열을 인식함으로써 특이성을 제공하며, 루프 구조는 생리학적 조건 하

에 촉매적 기능을 제공한다.

요컨대, 표적 핵산을 특이적으로 인식하고 절단하는 DNA 효소를 고안하기 위해, 당업자는 먼저 독특한 표적 서[0232]

열을 확인해야만 한다.  이는 안티센스 올리고뉴클레오티드에 대해 개략적으로 설명한 바와 동일한 접근법으로

달성될 수 있다.  특정 예에서, 독특하거나 또는 실질적인 서열은 뉴클레오티드가 대략 18 내지 22개인 G/C 풍

부 영역이다.  높은 G/C 함량은 DNA 효소와 표적 서열 사이에 보다 강한 상호작용을 보장하는 데 도움을 준다. 

DNA 효소를 합성하는 경우, 메세지에 대한 효소를 표적으로 하는 특이적 안티센스 인식 서열을 분할하여 이것이[0233]

DNA 효소의 2개의 암을 포함하도록 하고, DNA 효소 루프가 2개의 특이적 암 사이에 위치하도록 한다.

DNA 효소를 제조하고 관리하는 방법은, 예를 들어 미국 특허 제6110462호에서 발견할 수 있다.  유사하게, 시험[0234]

관내 또는 생체내에서 DNA 리보자임을 전달하는 방법은 상기 언급한 바와 같이 RNA 리보자임을 전달하는 방법을

포함한다.  추가적으로, 당업자는 안티센스 올리고뉴클레오티드와 같이, DNA 효소를 임의로 변형시켜 안전성을

개선하고 분해에 대한 내성을 개선할 수 있음을 인지할 것이다.

RNAi 길항제[0235]

본 발명의 일부 실시양태는 RNA 간섭 (RNAi)을 이용하여 VEGF 및 PDGF의 억제를 달성하기 위한 물질 및 방법의[0236]

사용을 고안한 것이다.  RNAi는 진핵 세포에서 발생할 수 있는 서열-특이적 전사후 유전자 억제 과정이다.  일

반적으로, 이 과정은 서열과 상동성인 이중-가닥 RNA (dsRNA)에 의해 유도되는 특정 mRNA 서열의 분해를 포함한

다.  예를 들어, 특정 단일-가닥 mRNA (ssmRNA)의 서열에 상응하는 긴 dsRNA의 발현은 메세지를 불안정하게 할

것이고, 이로써 상응하는 유전자의 발현을 "간섭"할 것이다.  따라서, 임의의 선택된 유전자는 그 유전자에 대

한 mRNA의 모든 또는 중요한 부분에 상응하는 dsRNA를 도입함으로써 억제될 수 있다.  이러한 억제는 긴 dsRNA

가 발현될 때 나타나고, 이는 초기에 리보뉴클레아제 III에 의해 염기 쌍이 21 내지 22개의 길이만큼 적게 더

짧은 dsRNA 올리고뉴클레오티드로 프로세싱된다.  따라서, RNAi는 상대적으로 짧은 상동성 dsRNA의 도입 또는

발현에 의해 달성될 수 있다.  사실상, 싱대적으로 짧은 상동성 dsRNA를 사용하여 하기 논의되는 특정 잇점을

가질 수 있다.

포유동물 세포는 이중-가닥 RNA (dsRNA)에 의해 영향을 받는 적어도 2개의 경로를 갖는다.  RNAi (서열-특이적)[0237]

경로에서, 개시 dsRNA는 먼저 상기 기재한 바와 같이 짧은 간섭 (si) RNA로 분해된다.  siRNA는 약 21개의 뉴클

레오티드 센스 및 안티센스 가닥을 가지며, 이들은 각각의 3' 말단에 2개 뉴클레오티드의 오버행을 갖는 대략

19개의 뉴클레오티드 siRNA를 형성한다.  짧은 간섭 RNA는 특이적 매신저 RNA가 분해의 표적이 되도록 하는 서

열 정보를 제공하는 것으로 생각된다.  반대로, 비특이적 경로는 염기 쌍의 길이가 약 30개 이상인 임의의 서열

의 dsRNA에 의해 유발된다.  비특이적 효과는 dsRNA가 2종의 효소, 즉 PKR (이중-가닥 RNA-활성화 단백질 키나

제) (이것은 이것의 활성형에서 번역 개시 인자 eIF2를 인산화시켜 모든 단백질 합성을 막음) 및 2',5'올리고아

데닐레이트 신테타제 (2',5'-AS) (이것은, RNase L을 활성화시키는 분자를 합성하고, 모든 mRNA를 표적으로 하

는 비특이적 효소임)를 활성화시키기 때문에 발생한다.  비특이적 경로는 스트레스 또는 바이러스 감염에 대한

숙주  반응을  나타낼  수  있고,  일반적으로,  비특이적  경로의  효과는  본  발명의  특히  유용한  방법에서

최소화된다.  유의하게는, 보다 긴 dsRNA가 비특이적 경로를 유도하는 데 요구되는 것으로 나타나며, 따라서 염

기 쌍이 약 30개 보다 짧은 dsRNA는 RNAi에 의한 유전자 억제를 달성하는 데 특히 유용하다 (예를 들어, 문헌

[Hunter et al., (1975) J. Biol. Chem., 250: 409-17]; [Manche et al., (1992) Mol. Cell Biol., 12: 5239-

48];  [Minks  et  al.,  (1979)  J.  Biol.  Chem.,  254:  10180-3];  및 [Elbashir  et  al.,  (2001)  Nature,  411:

494-8] 참조). 

RNAi를 달성하는 데 사용되는 특정 이중 가닥 올리고뉴클레오티드는 길이가 염기 쌍 30개 이하이고, 리보핵산의[0238]

염기 쌍 약 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18 또는 17개를 포함할 수 있다.  임의로, 본 발명의 dsRNA 올리고뉴

클레오티드는 3' 오버행 말단을 포함할 수 있다.  비제한적인 예로서의 2-뉴클레오티드 3' 오버행은 임의의 유

형의 리보뉴클레오티드 잔기로 이루어질 수 있고, 심지어 RNA 합성 비용을 낮추는 2'-데옥시티미딘 잔기로 이루

어질 수도 있고, 세포 배양 배지 중의 형질감염된 세포 내에서 siRNA의 뉴클레아제 내성을 향상시킬 수 있다

(문헌 [Elbashi et al., (2001) Nature, 411: 494-8] 참조). 
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50, 75, 100 또는 500개 또는 그 이상의 염기 쌍을 갖는 보다 긴 dsRNA가 본 발명의 특정 실시양태에서 사용될[0239]

수 있다.  RNAi를 달성하기 위한 예시적인 dsRNA의 농도는 약 0.05 nM, 0.1 nM, 0.5 nM, 1.0 nM, 1.5 nM, 25

nM 또는 100 nM이지만, 처리하고자 하는 세포의 성질, 표적 유전자 및 당업자들이 용이하게 확인할 수 있는 다

른 인자에 따라 다른 농도로 활용될 수 있다.  예시적인 dsRNA는 화학적으로 합성하거나 또는 적절한 발현 벡터

를 사용하여 시험관내 또는 생체내에서 생성될 수 있다.  예시적인 합성 RNA는 당업계에 공지된 방법으로 화학

적으로 합성된 21개 뉴클레오티드 RNA를 포함한다 (예를 들어, 신속한 RNA 포스포르아미디트 및 티미딘 포스포

르아미디트 (Proligo, Germany)).  합성 올리고뉴클레오티드는 당업계에 공지된 방법으로 탈보호되고 겔-정제될

수 있다 (예를 들어, 문헌 [Elbashir et al., (2001) Genes Dev., 15: 188-200] 참조).  보다 긴 RNA가 당업계

에 공지된 프로모터, 예를 들어 T7 RNA 폴리머라제 프로모터로부터 전사될 수 있다.  단일 RNA 표적은 시험관내

프로모터의 가능한 양쪽 배향의 하류에 위치하여 표적의 양 가닥을 전사시켜 목적하는 표적 서열의 dsRNA 올리

고뉴클레오티드을 생성할 것이다. 

올리고뉴클레오티드의 고안에 활용되는 특이적 서열은 표적 (예를 들어, PDGF (예를 들어, 서열 2) 또는 VEGF[0240]

(예를 들어, 서열 4))의 발현된 유전자 메세지내에 함유된 임의의 뉴클레오티드 인접 서열일 수 있다.  당업계

에 공지된 프로그램 및 알고리즘은 적절한 표적 서열을 선택하는데 이용된다.  추가로, 최적의 서열은, 상기 추

가로 기재된 바와 같이, 명시된 단일 가닥 핵산 서열의 2차 구조를 예측하기 위해 고안된 프로그램을 이용하여

선택될 수 있고, 폴딩된 mRNA의 노출된 단일 가닥 영역에서 유사하게 발견되는 서열을 선택할 수 있다.  적절한

올리고뉴클레오티드를 고안하기 위한 방법 및 조성물은, 예를 들어 그 내용이 본원에 참고로 포함되는 미국 특

허 제6,251,588호에서 발견할 수 있다.  mRNA는 일반적으로 리보뉴클레오티드 서열 내에 단백질 합성을 지시하

는 정보를 함유한 선형 분자로써 여겨진다.  그러나, 여러 연구에서 대부분의 mRNA가 다양한 2차 및 3차 구조임

이 밝혀졌다.  RNA에서의 2차 구조 요소는 동일한 RNA 분자의 상이한 영역 사이에서의 왓슨-클릭 유형의 상호작

용에 의해 대부분 형성된다.  중요한 2차 구조 요소는 분자내 이중 가닥 영역, 헤어핀 루프, 이중나선 RNA 중

불지(bulge) 및 내부 루프를 포함한다.  3차 구조 요소는 2차 구조 요소가 서로 접촉하거나 단일 가닥 영역과

접촉하여 보다 복잡한 3차원 구조를 생성하는 경우에 형성된다.   많은 연구자들은 다수의 RNA 이중나선 구조의

결합 에너지를 측정하였고, RNA 2차 구조를 예측하기 위해 사용될 수 있는 법칙을 도출하였다 (예를 들어, 문헌

[Jaeger et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 86: 7706 (1989)]; 및 문헌 [Turner et al., (1988)

Ann. Rev. Biophys. Biophys. Chem., 17: 167] 참조).  이러한 법칙은 RNA 구조 요소의 확인에 유용하고, 특히

스플라이싱 RNAi, 리보자임 또는 안티센스 기술에 대해 표적이 되는 특히 유용한 mRNA 절편을 나타낼 수 있는

단일 가닥 RNA 영역을 확인하는 데 유용하다.  따라서, mRNA 표적의 특정 절편은 RNAi를 매개하는 dsRNA 올리고

뉴클레오티드의 고안 뿐 아니라 본 발명의 적절한 리보자임 및 해머헤드 리보자임 조성물의 고안을 확인할 수

있다.

dsRNA  올리고뉴클레오티드는  당업계에  공지되어  있는  리포좀과  같은  담체  조성물,  예를  들어  리포펙타민[0241]

(Lipofectamine) 2000 (Life Technologies, Rockville MD)을 제조자 지침에 따라 사용하여 부착 세포주를 이종

표적 유전자로 형질감염시킴으로써 세포내로 도입될 수 있다.  내인성 유전자를 표적으로 하는 dsRNA 올리고뉴

클레오티드의 형질감염은 올리고펙타민(Oligofectamine) (Life Technologies)을 사용하여 수행할 수 있다.  형

질감염 효율은 hGFP 코딩 pAD3의 공동-형질감염 후에 포유동물 세포주에 대해 형광 현미경을 이용하여 체크할

수 있다 (문헌 [Kehlenback et al., (1998) J. Cell. Biol., 141: 863-74]).  RNAi의 유효성은 dsRNA의 도입에

따라 여러가지 임의의 분석법으로 평가할 수 있다.  이러한 분석법에는, 새로운 단백질 합성이 저해된 후 내인

성 풀의 충분한 전환 시간에 이어 표적 유전자 생성물을 인식하는 항체를 사용한 웨스턴 블로팅 분석(Western

blot analysis) 및 존재하는 표적 mRNA의 수준을 측정하는 노던 블로팅 분석(Northern blot analysis)이 포함

되나 이에 제한되지 않는다.

본 발명에 사용되는 RNAi 기술의 추가 조성물, 방법 및 적용은 본원에 참고로 포함되는 미국 특허 제6,278,039[0242]

호, 동 제5,723,750호 및 동 제5,244,805호에서 제공된다.

수용체 티로신 키나제 억제제 길항제 [0243]

또한, 당업계에 공지된 티로신 키나제 길항제 및 이의 변이체 및 변경체는 본 발명에 포함되며, 이들은 당업계[0244]

의 통상적인 기술 및 본원에 참고로 포함되는 기술의 교시를 이용하여 수득할 수 있다.  PDGF (및 VEGF)의 세포

외 신호는 PDGF 수용체 (및 VEGF 수용체)에 의해 야기된 티로신 키나제 매개 인산화 사건을 통해 세포의 다른

부분에 전달되며, 이는 세포막 결합 신호전달 복합체의 하류 기질 단백질에 영향을 미친다.  따라서, PDGF (및

(또는) VEGF) 신호전달의 수용체 키나제 단계에서 작용하는 길항제는 또한 본 발명의 방법에 효과적이다.
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PDGFR 또는 VEGFR과 같은 티로신 키나제 수용체 효소에 선택적인 다수 유형의 티로신 키나제 억제제는 공지되어[0245]

있다 (예를 들어, 문헌 [Spada and Myers, (1995) Exp. Opin. Ther. Patents, 5: 805) 및 [Bridges, (1995)

Exp. Opin. Ther. Patents, 5: 1245] 참조).  또한, 로(Law) 및 라이든(Lydon)은 티로신 키나제 억제제의 항암

잠재력을 개괄하였다 (문헌 [(1996) Emerging Drugs: The Prospect For Improved Medicines, 241-260]).  예를

들어, 미국 특허 제6,528,526호에는 혈소판-유래 성장 인자-수용체 (PDGFR) 티로신 키나제 활성을 선택적으로

억제하는 것으로 나타난 치환된 퀴녹살린 화합물이 개시되어 있다.  PDGFR 티로신 키나제 활성의 공지된 억제제

는 문헌 [Maguire et al., (1994) J. Med. Chem., 37: 2129)]) 및 [Dolle et al., (1994) J. Med. Chem., 37:

2627])에 의해 보고된 퀴놀린-기재 억제제를 포함한다.  페닐아미노-피리미딘-기재 억제제 부류는 최근 트락슬

러(Traxler) 및 그의 동료들의 유럽 특허 제56440호 및 문헌 [Zimmerman et al., (1996) Biorg. Med. Chem.

Lett., 6: 1221-1226]) 및 [Buchdunger, et al., (1995) Proc. Nat. Acad. Sci. (USA), 92: 2558]에 보고되었

다.  PDGF 수용체 티로신 키나제 활성을 억제하는데 유용한 퀴나졸린 유도체로는 비스모노- 및 비시클릭 아릴

화합물 및 헤테로아릴 화합물 (예를 들어, WO 92/20642호 참조), 퀴녹살린 유도체 (문헌 [(1994) Cancer Res.,

54: 6106-6114] 참조), 피리미딘 유도체 (일본 공개 특허 출원 제87834/94호) 및 디메톡시퀴놀린 유도체 (일본

약학회 116차 연례학술대회 (가나자와)의 요약서 [(1996), 2, p. 275,29 (C2) 15-2] 참조)를 포함한다.

VEGFR 티로신 키나제 억제제의 예로는 시놀린 유도체, 예를 들어 미국 특허 제6,514,971호 (이 내용은 그 전체[0246]

가 본원에 참고로 포함됨)에 기재된 것들을 포함한다.  이러한 시놀린 유도체의 다른 것들도 또한 공지되어 있

다.  예를 들어, 문헌 [(1995) J. Med Chem., 38: 3482-7]에는 4-(3-브로모아닐리노)시놀린이 개시되어 있고;

문헌 [(1968) J. Chem. Soc. C, (9): 1152-5]에는 6-클로로-4-페녹시시놀린이 개시되어 있고; 문헌 [(1984) J.

Karnatak Univ., Sci., 29: 82-6]에는 특정한 4-아닐리노시놀린이 개시되어 있으며; 문헌 [(1973) Indian J.

Chem., 11: 211-13]에는 특정한 4-페닐티오시놀린이 개시되어 있다.  또한, 문헌 [(1973) J. Karnatak Univ.,

18: 25-30]에는 특정한 4-페녹시시놀린이 개시되어 있고, 문헌 [(1984) J. Karnatak Univ., Sci., 29: 82-6]에

는 2가지 화합물: 4-(4-메톡시아닐리노)-6,7-디메톡시시놀린 및 4-(3-클로로아닐리노)-6,7-디메톡시시놀린이 개

시되어 있다.  또한, --O--, --S--, --NH-- 및 --CH2--로부터 선택된 기를 통해 4번 위치에서 연결된 페닐기를

갖는 특정한 시놀린은 미국 특허 제5,017,579호, 동 제4,957,925호, 동 제4,994,474호 및 EP 0302793 A2에 개

시되어 있다. 

VEGFR 및(또는) PDGFR 억제를 위한 다른 관련 화합물은 통상의 분석법을 이용하여 관심 수용체 티로신 키나제[0247]

활성에 대한 그들의 효능에 대해 신규 화합물을 스크리닝함으로써 이용가능하다.  후보 PDGFR 또는 VEGFR 소분

자 유기 억제제에 의한 효과적인 억제는 세포-기준 분석 시스템 뿐만 아니라 당업계에 공지된 다른 분석 시스템

을 이용하여 모니터링할 수 있다.

예를 들어, VEGF-수용체 티로신 키나제에 대한 활성에 대한 한가지 시험은 하기와 같이 수행한다.  시험은 Flt-[0248]

1 VEGF-수용체 티로신 키나제를 사용하여 수행한다.  자세한 절차는 하기와 같다: 키나제 용액 30 ㎕ (20 mM 트

리스.HCl (pH 7.5) 중 Flt-1의 키나제 도메인 (문헌 [Shibuya, et al., (1990) Oncogene, 5: 519-24]  참조)

10 ng, 3 mM 이염화망간 (MnCl2), 3 mM 염화마그네슘 (MgCl2), 10 μM 바나듐산나트륨, 0.25 mg/ml 폴리에틸렌

글리콜 (PEG) 20000, 1 mM 디티오트레이톨 및 3 μg/.mu.l 폴리(Glu, Tyr) 4: 1 (스위스 부크스 소재의 시그마

(Sigma)), 8 μM [
33
P]-ATP (0.2 μCi), 1％ 디메틸 술폭시드) 및 0 내지 100 M의 시험 화합물을 실온에서 10분

동안 함께 인큐베이션한다.  이어서 0.25 M 에틸렌디아민테트라아세테이트 (EDTA) (pH 7) 10 ㎕를 첨가하여 반

응을 종결시킨다.  다중채널 분사기 (미국 랩 시스템즈(LAB SYSTEMS))를 이용하여 진공기가 연결된 마이크로적

정 여과 배분기를 통해 분취액 20 ㎕를 PVDF (=폴리비닐 디플루오라이드) 이모빌론(Immobilon) P 막 (미국 밀리

포어(Millipore))에 적용한다.  액체를 완전히 제거하고, 상기 막을 후속적으로 0.5％ 인산 (H3PO4)를 함유한

욕조에서 4회 및 에탄올로 1회 세척하고, 세척시마다 교반하면서 10분 동안 인큐베이션하고, 이어서 휴렛 패커

드 탑카운트 매니폴드(Hewlett  Packard  Top  Count  Manifold)로 계수하고,  마이크로신트.(Microscint.)  RTM.

(베타-신틸레이션 계수 액체) 10 ㎕를 첨가한 후에 방사능을 측정하였다.  각 화합물의 억제 백분율을 3가지 농

도 (일반적으로, 0.01 μmol, 0.1μmol, 및 1 μmol)에서 선형 회귀 분석법으로 IC50-값을 결정하였다.  활성

티로신 억제제 화합물의 IC50-값은 0.01 μM 내지 100 μM의 범위 내에 존재할 수 있다.

또한, VEGF-유도된 VEGFR  티로신 키나제/자가인산화 활성의 억제를 추가로 세포 실험으로 확인할 수 있었다.[0249]

요컨대, 형질감염시켜 인간 VEGF 수용체 (VEGFR/KDR)를 영구적으로 발현하는 CHO 세포를 6-웰 세포 플레이트 내

의 완전 세포 배지 (10％ 소태아 혈청 (FCS)을 함유함)에 시딩하고, 이들이 약 80％ 전면성장을 나타낼 때까지
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5％ CO2하에 37℃에서 인큐베이션하였다.  이어서, 시험할 화합물을 배양 배지 (0.1％ 소 혈청 알부민을 갖는

FCS를 함유함)로 희석하고, 세포에 첨가하였다 (대조군은 시험 화합물 무함유 배지로 이루어짐).  37℃에서 2시

간 후에, 재조합 VEGF를 첨가하여 최종 VEGF 농도는 20 ng/ml가 되게 한다.  37℃에서 추가 5분 동안 인큐베이

션한 후에, 세포를 빙냉 PBS로 2회 세척하고, 웰 당 용해 완충액 100 ㎕ 중에서 즉시 용균시켰다.  이어서, 용

균물을 원심분리하여 세포 핵을 제거하고, 상업적인 단백질 분석법 (바이오라드(BIORAD))을 이용하여 상등액의

단백질 농도를 측정하였다.  이어서, 용균물을 즉시 사용하거나, 경우에 따라 -200℃에 보관하였다.  

이어서, 샌드위치 ELISA를 수행하여 KDR-수용체 인산화를 측정하였으며: KDR에 대한 모노클로날 항체를 블랙[0250]

ELISA 플레이트 (패커드사의 옵티플레이트(OptiPlate)™, HTRF-96) 상에 고정화하였다.  이어서, 상기 플레이트

를 세척하고, 잔류 유리 단백질-결합 부위를 PBS 중 1％ BSA로 포화시켰다.  이어서, 세포 용균물 (웰 당 단백

질 20 ㎍)을 알칼리 포스파타제와 커플링된 항포스포티로신 항체와 함께 상기 플레이트 내 4℃에서 밤새 인큐베

이션하였다.  상기 플레이트를 다시 세척하고, 이어서 발광 AP 기질 (즉시 사용 가능하고, 에메랄드(Emerald)

II를  함유한  CDP-스타(Star);  미국  매사추세츠주  베드폴드  소재의  어플라이드-바이오시스템즈  트로픽스

(Applied-Biosystems TROPIX))을 사용하여 항포스포티로신 항체가 포획 인산화 수용체와 결합하였음을 입증하였

다.  패커드 탑 카운트 마이크로플레이트 신틸레이션 카운터로 발광을 측정하였다.  양성 대조군 (VEGF 또는

PDGF로 자극함)의 신호와 음성 대조군 (VEGF 또는 PDGF로 자극하지 않음)의 신호 차는 VEGF-유도된 KDR-수용체

인산화  (=100％)에  상응한다.   시험  화합물의  활성은  VEGF-유도된  KDR-수용체  인산화의  억제율  (％)로

계산하며, 여기서 최대 억제의 절반을 유도하는 기질의 농도를 ED50 (50％ 억제에 대한 유효선량)으로 정의한다.

활성 티로신 억제제 화합물은 0.001 μM 내지 6 μM, 전형적으로 0.005 μM 내지 0.5 μM의 범위 내의 ED50 값

을 갖는다.

제약 제제 및 치료 투여[0251]

항-VEGF 및 항-PDGF 작용제는 건선, 류마티스성 관절염 및 안구의 혈관신생성 장애를 비롯한 혈관신생성 장애를[0252]

치료하는데 유용하다.  PDGF-B 길항제 화합물을 VEGF-A 길항제와 조합하여 안구의 혈관신생성 장애, 예컨대 황

반 변성 또는 당뇨병성 망막병증을 억제하는 치료법이 특히 주목할 만하다.  따라서, 일단 환자가 혈관신생성

장애의 발병 위험이 있거나 이를 앓는 것으로 진단되면, 상기 환자에게 PDGF 길항제를 VEGF 길항제와 함께 투여

함으로써 치료하여 PDGF 및 VEGF 각각의 음성 효과를 차단하고, 이에 의해 혈관신생성 장애의 발병을 억제하고

혈관신생과 관련된 유해 효과를 완화시킨다.  본 발명에 따른 방법의 실시는 각막 부종을 야기시키지 않는다.

상기 논의한 바와 같이, 매우 다양한 PDGF 및 VEGF 길항제가 본 발명에 사용될 수 있다.

본 발명에 따른 항-PDGF 및 항-VEGF 조합 치료법은 단독으로 또는 또다른 치료법과 함께 수행될 수 있고, 가정,[0253]

진료소, 클리닉, 병원 외래국 또는 병원에서 제공될 수 있다.  일반적으로, 치료는 의사가 치료법의 효과를 면

밀히 관찰하고 필요한 임의의 조치를 취할 수 있도록 병원에서 시작한다.  조합 치료법의 기간은 치료될 혈관신

생성 장애의 유형, 환자의 연령 및 상태, 환자 질환의 단계 및 유형, 및 치료에 대한 환자의 반응에 따라 달라

진다.  추가로, 혈관신생성 장애의 발병 위험이 보다 큰 사람 (예를 들어, 당뇨병 환자)은 징상의 발병을 억제

하거나 지연시키는 치료를 받을 수 있다.  본 발명에 의해 제공되는 하나의 상당한 이점은, 혈관신생성 장애의

치료를 위한 PDGF 길항제 및 VEGF 길항제의 조합물이 각각의 길항제 및 전체 활성 길항제의 적은 투여량 투여를

가능하게 하여, 낮은 독성 및 부작용, 및 감소된 비용으로 유사한 효과를 제공할 수 있다는 것이다. 

조합 치료법에서 각 길항제의 투여는 다른 길항제와 합하여 혈관신생성 장애를 치료하는데 효과적인 길항제 농[0254]

도를 생성시킬 수 있는 임의의 적합한 수단일 수 있다.  예를 들어, 각 길항제는 적합한 담체 물질과 혼합할 수

있으며  일반적으로  조성물  총  중량의  1  내지  95％  양으로  존재할  수  있다.   조성물은  안구  투여용,  경구

투여용, 비경구 (예를 들어, 정맥내, 근육내, 피하) 투여용, 직장 투여용, 경피 투여용, 비강 투여용 또는 흡입

투여용으로 적합한 투여 형태로 제공될 수 있다.  따라서, 조성물은 예를 들어 정제, 캡슐제, 환제, 산제, 과립

제, 현탁액제, 유제, 액제, 히드로겔을 비롯한 겔제, 페이스트, 연고, 크림, 고약, 전달 장치, 좌제, 관장제,

주사제, 임플란트, 스프레이 또는 에어로졸 형태일 수 있다.  단일 길항제 또는 2종 이상의 길항제를 함유하는

제약 조성물은 통상의 제약 실시에 따라 제제화될 수 있다 (예를 들어, 문헌 [Remington:  The  Science  and

Practice of Pharmacy, (20th ed.) ed. A.R. Gennaro, 2000, Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia,

PA.]  및 [Encyclopedia  of  Pharmaceutical  Technology,  eds.,  J.  Swarbrick and J. C. Boylan, 1988-2002,

Marcel Dekker, New York] 참조). 

PDGF 및 VEGF 길항제의 조합물은 하나의 유용한 측면에서 비경구로 (예를 들어, 근육내, 복강내, 정맥내, 안구[0255]
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내, 유리체내, 안구후, 결막하, 힘줄하 또는 피하 주사 또는 임플란트) 또는 전신적으로 투여한다.  비경구 또

는 전신 투여용 제제로는 멸균한 수성 또는 비수성 액제, 현탁액제, 또는 유제를 포함한다.  다양한 수성 담체

로는 예를 들어 물, 완충수, 염수 등을 사용할 수 있다.  다른 적합한 비히클의 예로는 폴리프로파일렌 글리콜,

폴리에틸렌 글리콜, 식물성 오일, 젤라틴, 히드로겔, 수소화 나팔렌 및 주사용 유기 에스테르, 예컨대 에틸 올

레에이트를 포함한다.  이러한 제제는 또한 보조 물질, 예컨대 보존제, 습윤제, 완충제, 유화제 및(또는) 분산

제를 함유할 수 있다.  생적합하고 생분해가능한 락티드 중합체, 락티드/글리콜리드 공중합체, 또는 폴리옥시에

틸렌-폴리옥시프로파일렌 공중합체는 활성 성분의 방출을 제어하는데 사용할 수 있다.

별도로, PDGF와 VEGF 길항제의 조합물은 경구 복용으로 투여할 수 있다.  경구용 조성물은 제약 조성물 제조 업[0256]

계에 공지된 임의의 방법에 따라 고체 또는 액체 형태로 제조될 수 있다.

경구 투여용 고체 투여 형태로는 캡슐제, 정제, 환제, 산제 및 과립제를 포함한다.  일반적으로, 이들 제약 제[0257]

제는 제약상 허용가능한 비-독성 부형제와 혼합된 활성 성분 (예컨대, PDGF 유기 소분자 길항제 및 VEGF 유기

소분자 길항제)을 함유한다.  이들은 예를 들어, 불활성 희석제, 예컨대 탄산칼슘, 탄산나트륨, 락토스, 수크로

스, 글루코스, 만니톨, 셀룰로스, 전분, 인산칼슘, 인산나트륨, 카올린 등을 포함할 수 있다.  결합제, 완충제

및(또는) 윤활제 (예를 들어, 스테아르산마그네슘)를 또한 사용할 수 있다.  정제 및 환제는 추가로 장용 코팅

으로 제조할 수 있다.  조성물은 임의로 감미제, 향미제, 착색제, 방향제 및 보존제를 함유하여 맛좋은 제제로

제공할 수 있다.

예를 들어, PDGF 및 VEGF 길항제를 눈 및 결막하에 유리체내 주사 및 힘줄하 주사로 안구내 투여할 수 있다.[0258]

투여의 다른 경로로는 공막을 통한 투여, 안구후 투여, 복강내 투여, 근육내 투여 및 정맥내 투여를 포함한다.

별도로, 길항제 조합물은 약물 전달 장치 또는 안구내 임플란트를 이용하여 전달할 수 있다 (하기 참조).

경구 투여용 액체 투여 형태로는 제약상 허용가능한 유제, 액제, 현탁액제, 시럽제 및 연질 젤라틴 캡슐제를 포[0259]

함한다.  이들 형태는 당업계에서 통상적으로 사용하는 불활성 희석제, 예컨대 물 또는 오일 매질을 함유하며,

또한 보조제, 예컨대 습윤제, 유화제 및 현탁제를 포함한다.

일부 예에서, PDGF와 VEGF 길항제의 조합물은 또한 국소적으로, 예를 들어 패치로, 또는 혈관신생성 장애에 감[0260]

수성이거나 영향을 받는 부위, 예컨대 표피 또는 눈에 바로 적용하여, 또는 이온영동으로 투여할 수 있다.

안구용 제제로는 활성 성분(들)을 제약상 허용가능한 비-독성 부형제와의 혼합물 형태로 함유하는 정제를 포함[0261]

한다.  이들 부형제는 예를 들어 불활성 희석제 또는 충전제 (예를 들어, 수크로스 및 소르비톨), 윤활제, 활택

제 및 항접착제 (예를 들어, 스테아르산마그네슘, 스테아르산아연, 스테아르산, 실리카, 수소화 식물성 오일,

또는 활석)일 수 있다. 

PDGF 및 VEGF 길항제는 정제 또는 다른 비히클 내에서 함께 혼합될 수 있으며 분할시킬 수도 있다.  한 예에서[0262]

는, 제1 길항제를 정제의 안쪽에 함유시키고, 제2 길항제는 바깥쪽에 함유시켜 제2 길항제의 상당 분량이 방출

된 다음 제1 길항제가 방출된다.  경우에 따라 정제 형태의 길항제는 약물 전달 장치를 이용하여 전달 할 수 있

다 (하기 참조).

일반적으로, 각 길항제는 혈관신생성 장애의 해로운 영향 또는 증상을 억제하거나 감소시키거나 제거시키기에[0263]

충분한 양으로 투여해야 한다.  단독 투여량을 생성시키기 위해 담체 물질과 합한 활성 길항제 성분의 양은 치

료할 대상체 및 특정 투여 방식에 따라 달라질 것이다. 

청구되는 조합물의 각 길항제 투여량은 상태의 중증도, 상태를 치료하기 위해서인지 예방하기 위해서인지의 선[0264]

택, 치료할 사람의 연령, 체중 및 건강 정도를 비롯한 몇가지 요인에 따라 달라진다.  추가로, 특정 환자의 약

물대사유전체(pharmacogenomic)  (치료제의 약동학, 약역학 또는 효능 프로파일에 대한 유전형의 영향) 정보는

사용 투여량에 영향을 미칠 수 있다.  또한, 당업자는 투여될 PDGF와 VEGF 길항제의 특정 조합물, 투여 시간,

투여 경로, 제제의 특성, 장애의 중증도 및 혈관신생성 장애의 해부학적 위치 (예를 들어, 안구 대 체강)를 비

롯한 다양한 요인에 따라 정확한 개별 투여량을 어느 정도 조정할 수 있다.  요구되는 투여량의 광범위한 변화

율은 다양한 투여 경로의 상이한 효능의 관점에서 예측할 수 있을 것이다.  예를 들어, 경구 투여는 일반적으로

정맥내 주사 또는 유리체내 주사에 의한 투여보다 더 높은 투여량 수준을 요구할 것으로 예측할 수 있다.  이러

한 투여량 수준의 변화율은 최적화를 위한 표준 실험 경로를 이용하여 조정할 수 있으며, 이는 당업계에 익히

공지되어 있다.  정확한 치료 효과 투여량 수준 및 형태는 상기-확인된 요인을 고려하여 안과 의사와 같은 수행

의사에 의해 전형적으로 결정된다. 

일반적으로, 인간에게 경구로 투여하는 경우, PDGF 길항제 또는 VEGF 길항제의 투여량은 통상적으로 1일에 약[0265]
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0.001 mg 내지 약 200 mg, 더 바람직하게는 1일에 약 1 mg 내지 100 mg, 보다 바람직하게는 1일에 약 5 mg 내

지 약 50 mg이다.  1일에 약 200 mg 이하의 투여량이 요구될 수 있다.  주사로 PDGF 길항제 또는 VEGF 길항제를

투여하는 경우, 투여량은 통상적으로 1일에 약 0.1 mg 내지 약 250 mg, 바람직하게는 1일에 약 1 mg 내지 약 20

mg, 또는 1일에 약 3 mg 내지 약 5 mg이다.  주사는 1일에 약 4회 이하로 행할 수 있다.  일반적으로 인간에게

비경구 또는 전신적으로 투여하는 경우, PDGF 길항제와 조합하는 VEGF 길항제의 투여량은 통상적으로 1일에 약

0.1 mg 내지 약 1500 mg, 또는 1일에 약 0.5 mg 내지 약 10 mg, 또는 1일에 약 0.5 mg 내지 약 5 mg이다.  1일

에 약 3000 mg 이하의 투여량이 요구될 수 있다. 

인간에게 안과학적으로 투여하는 경우, PDGF 길항제와 조합하는 VEGF 길항제의 투여량은 통상적으로 1일에 약[0266]

0.15 mg 내지 약 3.0 mg, 또는 1일에 약 0.3 mg 내지 약 3.0 mg, 또는 1일에 약 0.1 mg 내지 약 1.0 mg이다.  

예를 들어, 안구용 PDGF-B 및 VEGF-A 앱타머 약물 물질은 pH 5 내지 7인 인산염 완충된 염수에서 제제화한다.[0267]

pH 조정을 위해 수산화나트륨 또는 염산을 첨가할 수 있다.  한 실시 제제에서, PDGF-B 앱타머 및 VEGF-A 앱타

머, 예컨대 EYE001을 하기 3개의 상이한 농도에서 개별적으로 제제화한다: 멸균 27-게이지 니들이 장착된 USP

타입 I 눈금을 매긴 유리 시린지 내에 멸균액 1 mL에 3 mg/100 ㎕, 2 mg/100 ㎕ 및 1 mg/100 ㎕를 패킹한다.

조합  약물  생성물은  보존제-비함유이며  오로지  유리체내  주사용으로만  사용한다.   활성  성분은  농도가  30

mg/ml, 20 mg/ml 및 10 mg/ml인 PDGF-B 및 VEGF-A 약물 물질이다.  부형제로는 염화나트륨, USP; 인산나트륨 1

가산, 1수화물, USP; 인산나트륨 2가산, 7수화물, USP; 수산화나트륨, USP; 염산, USP; 및 주사용수, USP가 있

다.  이러한 형태에서, PDGF-B 및 VEGF-A 앱타머 약물 제품은 1회용 유리 시린지에 제공된 바로 사용가능한 멸

균 용액이다.  이러한 시린지는 사용전 최소 30분 (4시간을 넘어서서는 안됨)에는 냉장 보관에서 꺼내어 용액이

실온이 되게 한다.  시린지 내용물의 투여는 시린지 원통의 내부 고무 마개에 실로 연결된 플라스틱 플런저

(plunger) 막대를 부착시키는 것을 필요로 한다.  이어서, 고무 캡을 제거하고 제품을 투여한다.  PDGF-B 및

VEGF-A 앱타머를 28일 간격으로 3회 100 ㎕ 유리체 주사로 투여한다.  환자는 방문시 3 mg/주사를 투여받는다.

투여량은 경우에 따라 2 mg 또는 1 mg, 및 추가로 0.1 mg으로 감소된다.

투여되는 약물의 특정 양은 성분의 특정 조합에 따라 달라진다.  바람직한 투여 조합물에서, PDGF 길항제 대[0268]

VEGF 길항제의 비율은 중량으로 약 50:1, 약 20:1, 약 10:1, 또는 약 4:1, 약 2:1, 또는 약 1:1이다. 

유용한 조합 치료법은 PDGF-B 앱타머 길항제 및 VEGF-A 앱타머 길항제를 포함한다.  길항제는 PDGF-B 앱타머 길[0269]

항제 대 VEGF-A 앱타머 길항제를 약 0.1 대 약 5.0 내지 약 5.0 대 0.1의 중량 비율 범위로 조합하여 사용한다.

이들 2가지 길항제 (PDGF-B 대 VEGF-A 길항제)의 유용한 범위는 약 0.5 내지 약 2.0, 또는 약 2.0 내지 0.5이

고, 또다른 유용한 비율은 약 1.0 내지 약 1.0이며, PDGF-B 앱타머 길항제 및 VEGF-A 앱타머 길항제의 선택에

궁극적으로 달려 있다.

조합 치료법에서 각 약물의 투여는 독립적으로 1일 내지 1년에 1회 내지 4회일 수 있으며, 심지어 환자의 전 생[0270]

애 동안 일 수도 있다.  만성의 장기 투여는 많은 경우에 지시될 것이다.  투여는 단일 투여 또는 다중 분할 투

여일 수 있다.  일반적으로, 몇 달 이상의 투여라는 장기간이 필요할 지라도 바람직한 투여는 장기간 동안 (보

통 몇 주 이상) 설정된 간격으로 투여해야 한다.

사전 혈관신생성 장애를 치료하는 것 이외에, PDGF 길항제 및 VEGF 길항제를 포함하는 조합 치료법은 이들 장애[0271]

의 개시를 예방하거나 늦추기 위해 예방적으로 투여할 수 있다.  예방적 적용에서, PDGF 및 VEGF 길항제는 특정

혈관신생성 장애에 감수성이거나, 다르게는 이의 위험이 있는 환자에게 투여한다.  또한, 투여의 정확한 시기

및 투여될 양은 환자의 건강 상태, 체중 등과 같은 다양한 요인에 따라 달라진다. 

한 실시예에서, PDGF 길항제 및 VEGF 길항제의 조합물은 이것으로 치료할 필요가 있는 동물에게 전형적으로 주[0272]

사용 제약 조성물 형태로 투여한다.  조합 측면에서, 예를 들어 PDGF-B 앱타머 및 VEGF-A 앱타머는 분리해서 또

는 둘 다를 포함하는 제약 조성물로 투여할 수 있다.  이러한 투여는 주사 또는 약물 전달 장치를 이용하는 것

이 일반적으로 바람직하다.  비경구 투여, 전신 투여 또는 경피 투여가 또한 가능하다.

상기에서 논의한 바와 같이, PDGF 길항제 및 VEGF 길항제는 투여를 시간 연속적으로 또는 투여의 한 방식인 순[0273]

차 방법으로 동시일 수 있는 것처럼 함께 투여한다.  PDGF 및 VEGF 길항제를 연속적으로 투여하는 경우, 각각의

투여는 동일하거나 상이한 방법에 의할 수 있다.  그러나, 순차 투여의 경우, 약 5초에 걸쳐 PDGF 길항제를 투

여하고 (약 3회 이하 주사), 이어서 VEGF 길항제의 1년 당 약 9회 이하 주사에 대해 6주에 한번 투여를 지속한

다.  PDGF 길항제는 의사가 결정한 바대로 매 VEGF 길항제 주사시마다 투여하거나 더 적은 빈도로 투여할 수 있

다.  순차적인 투여는 또한 개별 길항제가 상이한 시간 또는 상이한 경로 또는 둘 다로 투여하나 이는 이로운
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효과를 제공하는 조합으로 작용하여, 예를 들어 혈관신생성 장애를 억제한다.  또한, 주사에 의한 투여가 특히

유용한 것으로 나타나 있다.

본 발명에 따른 제약 조성물은 투여시 실질적으로 즉시 또는 제어 방출 제제를 이용하여 투여 후 임의로 미리[0274]

결정된 시기에 활성 PDGF 및 VEGF 길항제를 방출하도록 제제화할 수 있다.  예를 들어, 각 PDGF 길항제 및 VEGF

길항제 중 하나 이상을 포함하는 제약 조성물은 지속 방출 조성물로 제공할 수 있다.  즉시 또는 지속 방출 조

성물은 치료될 상태의 특성에 따라 달라진다.  상태가 급성 또는 초급성 장애로 이루어진 경우, 전형적으로 즉

시 방출 형태로 치료하는 것이 장기 방출 조성물보다 유용할 것이다.  특정 예방 또는 장기 치료의 경우, 지속

방출 조성물이 또한 적절할 수 있다.

제어 방출 제제의 각 길항제의 투여는 단독 또는 조합인 길항제가 좁은 치료 지수 (예를 들어, 해로운 부작용[0275]

또는 독성 반응을 야기시키는 혈장 농도와 치료 효과가 작게 되는 혈장 농도의 차이; 일반적으로, 치료 지수 TI

는 치사 투여량의 중앙값 (LD50) 대 효과 투여량의 중앙값 (ED50)의 비율로 정의됨); (ii) 소화관의 좁은 흡수

창; (iii) 짧은 생물학적 반감기 (따라서, 치료 수준의 혈장 수준을 유지하기 위해 1일 동안 잦은 투여가 요구

됨)를 갖는 경우 유용하다.

다수의  전략을 실행하여 치료용 길항제의 방출률이 분해율 또는 대사율보다 중요한 제어 방출을 획득할 수[0276]

있다.  예를 들어, 제어 방출은 예를 들어 적절한 제어 방출 조성물 및 코팅물을 비롯한 제제 파라미터 및 성분

의 적절한 선택에 의해 획득할 수 있다.  예로는 단일 또는 다중 단위 정제 또는 캡슐제 조성물, 오일 액제, 현

탁액제, 유제, 미세캡슐제, 미소구, 나노입자, 패치 및 리포솜을 포함한다.  이러한 지속 또는 제어 방출 제제

의 제조 방법은 당업자에게 익히 공지되어 있다.

PDGF 길항제 및(또는) VEGF 길항제 또는 둘 다를 포함하는 제약 조성물은 또한 약물 전달 장치, 예컨대 임플란[0277]

트일 수 있다.  이러한 임플란트는 생분해성 및(또는) 생적합성 임플란트일 수 있거나, 비-생분해성 임플란트일

수 있다.  임플란트는 활성 제제에 대해 투과적이거나 불투과적일 수 있다.  안구용 약물 전달 장치는 안구방,

예컨대 전방 또는 후방에 삽입할 수 있거나 공막, 맥락막 공간 또는 유리체 뒤의 구혈 영역 내 또는 이들 위에

임플란팅할 수 있다.  한 실시양태에서, 임플란트는 구혈 영역 위에, 예컨대 공막 위에 위치할 수 있어서 약물

이 공막을 통해 원하는 치료 부위, 예를 들어 안구내 공간 및 안구 황반으로 확산되게 한다.  또한, 공막을 통

한 확산 부위는 혈관신생 부위, 예컨대 황반에 근접한 부위에 근접할 수 있다.

상기한 바와 같이, 본 발명은 제약 팩에서 분리 제약 조성물을 조합하는 것에 관한 것이다.  따라서, 본 발명의[0278]

조합물은 제약 팩의 성분으로서 제공된다.  둘 이상의 길항제는 개별 투여량으로 함께 또는 분리해서 제제화할

수 있다.  본 발명의 길항제는 또한 염으로 제제화하는 경우 유용하다.

일반적으로 제약 팩은 (1) 제1 단위 투여량 형태로 일정량의 PDGF 길항제 및 제약상 허용가능한 담체, 비히클[0279]

또는 희석제; (2) 제2 단위 투여량 형태로 일정량의 VEGF 길항제 및 제약상 허용가능한 담체, 비히클 또는 희석

제; (3) 용기를 포함한다.  용기는 성분을 분리하는데 사용할 수 있으며, 예를 들어 분할된 병 또는 분할된 호

일 패킷(foil packet)을 포함한다.  분리 길항제 조성물은 또한 경우에 따라 단일의 분할되지 않은 용기에 함유

할 수 있다.  제약 팩은 또한 분리 PDGF 및 VEGF 길항제의 투여를 위한 지시서를 포함한다.  제약 팩은 분리 성

분을 상이한 투여량 형태로 투여하는 경우, 또는 상이한 투여량 수준으로 투여하는 경우, 또는 조합물의 개별

성분의 적정량이 처방하는 의사에 의해 요망되는 경우에 특히 유리하다.  한 실시양태에서, 제약 팩은 그들의

의도된 사용 순서대로 차례대로 PDGF 및 VEGF 길항제의 투여량을 분배하도록 설계된다.  또다른 실시예에서, 제

약 팩은 길항제 한쌍을 투여할 사용자에게 팩 지시대로 팩에 나란히 정렬된 PDGF 길항제 및 VEGF 길항제를 함유

하게 설계된다.  예시 제약 팩은 제약 패킹 산업에 익히 공지되어 있는 소위 블리스터 팩(blister pack)이다. 

효능[0280]

혈관신생성 장애의 억제는 혈관형성을 지연시키거나 감소시키는지를 측정하는 임의의 수용된 방법에 의해 평가[0281]

한다.  이는 직접 관찰 및 비간접 평가, 예컨대 주관적 증상 또는 객관적 생리적 증후를 평가하는 것을 포함한

다.   치료 효능은 예를 들어 혈관신생, 혈관 누수 또는 혈관 부종 또는 이들의 임의의 조합을 예방하거나 역전

시키는 것을 기준으로 하여 평가할 수 있다.  안구의 혈관신생성 장애의 억제를 평가하는 치료 효능은 또한 시

력을 안정시키거나 개선시키는 관점에서 정의될 수 있다.

안구의 혈관신생성 장애의 치료 또는 예방의 특정 조합 치료법의 효능을 측정하는데 있어서, 환자들은 주사 후[0282]

수일 째 및 다음 주사 전 적어도 1달 후에 안과 의사에 의해 임상적으로 평가될 수 있다.  ETDRS 시력, 코다크

롬 포토그라피(kodachrome photography) 및 플루오레신 혈관조영술은 또한 안과 의사에 의해 요구되는 바와 같
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이 처음 4개월 동안 1달에 한 번 수행한다.

예를 들어, 안구 혈관신생에 대한 PDGF 길항제 및 VEGF 길항제 조합 치료법의 효능을 평가하기 위해 안과 업계[0283]

에 익히 공지된 표준 방법에 따라 노인성 황반 변성에 대한 속발성 황반하 맥락막 혈관신생을 앓고 있는 환자에

게서 PDGF-B 앱타머를 VEGF-A 앱타머와 함께 (예를 들어, EYE001의 PEG화 형태) 1회 또는 다수회 유리체내 주사

로 투여하는 것을 포함하여 연구를 수행한다.  한 실시 연구에서, 노인성 황반 변성에 대한 속발성 황반하 맥락

막 혈관신생 (CNV)를 앓고 있는 환자는 PDGF-B 앱타머 및 VEGF-A 앱타머의 유리체내 주사를 1회 투여받는다.

조합 효능을 예를 들어 안구용 평가에 의해 모니터링한다.  치료 후 3개월 동안 안정하고 개선된 시력을 나타내

는, 예를 들어 ETDRS 차트에서 시력이 3-라인 이상 더 개선된 것으로 입증된 환자는 안구의 혈관신생성 장애를

억제하는 PDGF-B 앱타머 및 VEGF-A 앱타머의 유효한 투여량 조합물을 투여받은 것으로 간주된다.

연구 실시예에서, 노인성 황반 변성에 2차적인 황반하 CNV 및 ETDRS 차트 상에의 20/200보다 더 악화된 시력을[0284]

갖는 환자에게 PDGF-B 앱타머 및 VEGF-A 앱타머를 단일 유리체내 주사한다.  개시 투여량은 유리체내로 1회 주

사하는 각 길항제에 대해 0.25 mg이다.  각 길항제 투여량 0.5 mg, 1.2 mg 및 3 mg을 또한 시험하였다.  안저

사진 및 플루오레신 혈관조영술로 완전한 안과 조사를 또한 수행한다.  조합 약물 생성물은 플라스틱 플런저에

부착된 코팅 중지기 및 예비-부착 27 게이지 바늘 상의 고무 말단 캡을 갖는 멸균 및 발열원 무함유 1 cc 유리

몸체 주사기 통 중의 10 mM 인산나트륨 및 0.9％ 염화나트륨 완충 주사액에 용해시킨 PDGF-B 앱타머 및 VEGF-A

앱타머로 이루어진 즉석 멸균 용액이다.  PDGF-B 및 VEGF-A 앱타머를 각 앱타머에 대해 1 mg/ml, 2.5 mg/ml, 5

mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml, 또는 30 mg/ml (올리고뉴클레오티드 함량으로서 나타냄)의 약물 농도로 제공하여

100 ㎕ 전달 부피를 제공한다.  PDGF-B 및 VEGF-A 앱타머의 주사 후 대략 3개월째에 치료의 유효성을 평가하기

위해 시력 조사하였다.  치료 후 안정하거나 또는 개선된 시력을 나타내는, 예를 들어 ETDRS 차트에서 3-라인

이상 증가된 시력을 나타내는 환자는 안구의 혈관신생성 장애를 억제하는 PDGF-B 및 VEGF-A 앱타머의 유효한 투

여량 조합물을 투여받은 것으로 선택된다. 

실 시 예

하기 실시예는 본 발명을 수행하고 실행하는 특정 방식을 설명하지만, 다른 방법도 유사한 결과를 얻기 위해 사[0285]

용할 수 있기 때문에 이는 본 발명의 범위를 제한하려는 의미가 아니다.

실시예 1 : 각막 혈관신생 (각막 NJ)[0286]

각막 혈관신생은 눈에서 비정상 혈관 성장의 명확한 시각화를 허용하는 동물 모델을 널리 사용한다.  정상적으[0287]

로 무혈관 각막으로 성장하는 혈관은 잘 수립될 수 있고, 이를 통해 혈관 퇴화를 연구하는 매력적인 모델을 개

발한다.  실험적 각막 NV를 유도하기 위해, 수컷 C57BL/6 마우스 (18-20 g; 미국 매사추세츠주 윌밍톤 소재의

찰스 리버(Charles River))를 근육내 케타민 히드로클로라이드 (25 mg/kg) 및 크실라진 (10 mg/kg)으로 마취시

켰다.  NaOH (0.2 mM의 2 ㎕)를 국소적으로 가하였다.  각막 및 윤부 상피는 #21 블레이드 (일본 오사까시 페써

(Feather))를 사용하여 가장자리에 평행하게 회전 운동을 가함으로써 제거하였다.  7일 후에, 마우스는 페가프

타니브 나트륨 (마쿠젠™ (미국 뉴욕주 뉴욕 소재의 아이테크 파마슈티칼즈(Eyetech Pharmaceuticals), EYE001

로도 공지된 항-VEGF 앱타머 제제) 25 mg/kg을 1일 2회 복막내 주사로 또는 글리벡 /STI57 ((CGP57148B로도 공

지됨) 스위스 바젤 소재의 노바티스 파마 아게(Novartis Pharma AG)로부터의 2-페닐아미노피리미딘-관련, 티로

신 키나제-억제 항-PDGF 제제) 50 mg/kg을 1일 2회 급식을 통해 경구 투여하거나 또는 7일 동안 모두에 의해 처

리하였다.  각막 NV 유도 후 14일째에, 마우스에 크실라진 히드로클로라이드 및 케타민 히드로클로라이드로 깊

게 마취시킨 동안에 플루오레신-이소티오시아네이트 연결 콘카나발린 A 렉틴 (미국 캘리포니아주 벌링게임 소재

의  벡터  래버러토리즈(Vector  Laboratories))  20  ㎍/g을  정맥내  투여하였다.   30분  후에,  마우스  눈을

적출하고, 각막을 평평하게 탑재하였다.  각막 NV를 형광 현미경을 사용하여 시각화하고, 오픈랩(Openlab) 소프

트웨어를 사용하여 정량하였다.  혈관에 의해 덮힌 각막의 백분율을 총 각막 영역의 백분율로서 계산하였다. 

가장자리 및 각막의 상피에 대한 NaOH 처리 및 상해 후 각막의 혈관신생에 대한 페가프타니브 나트륨 및 글리벡[0288]

의 영향을 조사하였다.  페가프타니브 나트륨 (마쿠젠)으로 처리한 동물은 처리하지 않은 눈 및 글리벡 처리 눈

모두에  비해  혈관 성장에서 19.6％  (p=0.0014)  감소를 나타냈다 (도  5).   페가프타니브 나트륨 및  글리벡

(Mac+Glee)으로 처리한 동물은 대조군 및 글리벡 단독으로 처리한 동물에 비해 각막에서 혈관신생 성장을 유의

하게 덜 나타냈다 (35.6％ p<0.0001) (도 5).  조합 처치는 또한 감소된 혈관 성장 (16％ p<0.0145)에서 페가

프타니브 나트륨 (마쿠젠) 단독보다 더 효과적이었다. 

대표적인 각막 혈관신생 실험의 결과는 또한 도 6 및 7에 나타낸다.  도 6(D)는 마쿠젠 (도 6(C)) 또는 글리벡[0289]
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(도 6(B))의 개별 처치에 비해 조합 (Mac+글리벡)-처치 각막에서 신규 혈관 형성의 효과적 억제를 나타내는 형

광-현미경 이미지의 사진이다.  도 6(A)는 대조군 (PEG-처치) 각막에서 혈관신생의 정도를 나타내는 형광-현미

경 이미지의 사진이다.   도 7은 개별 (도 7(A)  (APB5-처치)  및 도 7(B)  (글리벡-처치))  및 조합 처치 (도

7(C))가 단지 신규 혈관 성장만을 억제하고, 수립된 혈관에는 영향을 미치지 않았음을 나타내는 형광-현미경 이

미지의 사진이다.  도 7(D)는 대조군 (PEG-처치) 각막에서 혈관신생의 정도를 나타내는 형광-현미경 이미지의

사진이다.  

실시예 2 : 맥락막 혈관신생 (CNV) [0290]

실험적 CNV는 노인성 황반 변성 (AMD)에 대한 모델로서 종종 사용한다.  이 모델에서, 맥락막의 혈관이 AMD 환[0291]

자에서 관찰되는 것과 유사하게 브루크막(Bruch's membrane)에서의 파괴를 통해 망막 내로 성장한다.  실험적

CNV를 유도하기 위해, 수컷 C57BL/6 마우스 (18-20 g; 미국 매사추세츠주 윌밍톤 소재의 찰스 리버)를 근육내

케타민 히드로클로라이드 (25 mg/kg) 및 크실라진 (10 mg/kg)으로 마취시키고, 동공을 1％ 트로피크아미드로 팽

창시켰다.   4개의  화상은  다이오드  레이저  광응고  (75-㎛  스팟  크기,  0.1-초  지속,  90  mW,  오쿨라이트

(Oculight)  SL  레이저,  미국  캘리포니아주 마운틴 뷰 소재의 IRIDEX)  및  콘택트 렌즈로서 핸드-헬드(hand-

helf)형 커버 슬라이드를 사용하여 생성시켰다.  화상을 망막 후극의 3, 6, 9 및 12시 부위에 위치시켰다.  브

루크막의 파열을 나타내는 레이져 시간에서의 거품 발생은 맥락막 혈관신생을 얻는 중요한 인자이므로, 거품이

모든 4개의 화상에 대해 생성된 마우스만 연구에 포함시켰다.  7일 후에, 마우스는 페가프타니브 나트륨 25

mg/kg을 1일 2회 복막내 주사로 또는 글리벡 /STI57 (스위스 바젤 소재의 노바티스 파마 아게) 50 mg/kg을 1일

2회 급식으로 또는 7일 동안 모두에 의해 처리하였다.  APB5 (미국 캘리포니아주 샌디에고 소재의 이바이오사이

언스(eBioscience)로부터의 항-마우스 PDGFRb  (CD140b)  항체 (항-PDGF  제제))를 사용하는 실험에서,  항체 5

mg/kg을 1일 2회 복막내 주사로 투여하였다.  맥락막 NV 병소의 영역을 PECAM으로 염색한 평평-탑재 맥락막에서

조사하였다.  평평-탑재물을 형광 현미경으로 조사하고, 오픈랩 소프트웨어로 정량하였다. 

페가프타니브 나트륨 (마쿠젠™)으로 처리한 눈은 처리하지 않은 대조군에 비해 CNV 영역에서 24％ (p=0.007)[0292]

감소를 나타냈다 (도 8).  대조적으로, APB5-처치 눈은 대조군과 유의하게 상이하지 않았다 (대조군에 비해 CNV

영역에서 6.5％ 감소).  페가프타니브 나트륨 및 APB5 모두로 처리한 눈은 대조군 눈 (46％ p=0.001) 또는 페가

프타니브 나트륨 (22％ p=0.011) 또는 APB5 (39.5％ p<0.0001) 단독으로 처리한 눈에 비해 CNV 영역을 유의하

게 덜 나타냈다 (도 8). 

유사한 경향이 PDGFRβ 억제제를 사용하는 경우에도 관찰되었다.  글리벡  처리 눈은 대조군 눈에 비해 유의한[0293]

차이를 나타내지 않았다 (4.2％) (도 9).  그러나, 페가프타니브 나트륨 (마쿠젠™) 처리 눈에서 CNV의 영역은

대조군과 유의하게 상이하였다 (27％ 미만 p=0.0034).  중요하게는, 페가프타니브 나트륨 및 글리벡 (마쿠젠+글

리벡) 모두로 처리한 동물은 대조군 눈에 비해 최소량의 CNV (46％ p<0.0001)를 나타내고, 페가프타니브 나트륨

단독 처리 눈에 비해 CNV 영역에서 19％ 감소를 나타냈다 (p=0.0407) (도 9). 

실시예 3 : 신생 마우스 모델 [0294]

페가프타니브  나트륨  (마쿠젠™),  및  ARC-127  (미국  매사추세츠주  캠브리지  소재의  아르케믹스  코포레이션[0295]

(Archemix Corp.)), 위치 6, 20 및 30에 2'-플루오로-2'-데옥시우리딘, 위치 8, 21, 28 및 29에 2'-플루오로-

2'-데옥시시티딘, 위치 9, 15, 17, 및 31에 2'-O-메틸-2'-데옥시구아노신, 위치 22에 2'-O-메틸-2'-데옥시아데

노신, 위치 10 및 23 중 "N"에 헥사에틸렌-글리콜 포스포르아미다이트, 및 위치 32에 역 방향 T (즉, 3'-3'-연

결됨)를 갖는 서열 CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT (서열 20) (미국 특허 제6,582,918호로부터의 서열

146 참조, 상기 문헌은 본원에 그의 전체로서 인용됨)를 갖는 페길화된 항-PDGF 앱타머또는 모두의 망막의 발생

혈관 상에서의 투여 영향을 조사하였다.  신생 C57BL/6 마우스에 ARC-127 100 ㎍ 또는 마쿠젠 100 ㎍, 또는 이

들 모두를 매일 (복강내) 주사하여, 출생 0 (PO)일째에 시작하였다.  마우스 눈을 P4에 적출하였다.  망막 혈관

구조는 평평-탑재 망막에서 PECAM 및 NG-2로 면역염색하거나 또는 ConA-FITC로 관류시킴으로써 시각화키고, 형

광 현미경으로 분석하였다.  ARC-127의 주사는 망막의 발생 혈관에 대한 벽 세포 동원을 완전히 차단하였다.

또한, 대조군 비-처치 망막에 비해 혈관 성장이 P4에서 덜 관찰되었다.  대조적으로, 마쿠젠은 정상 혈관 발생

을 방해하지 않았다.  그러나, 마쿠젠 및 ARC-127 모두로 처리한 마우스가 유사하게 나타나지만, 유의하게 ARC-

127 단독 처리 마우스보다 더 심각한 결함을 나타냈다.  도 10에 도시한 이들 결과는 마쿠젠이 발생 망막의 혈

관 상에 아무른 영향을 미치지 않았음을 나타낸다.  PDGFR-B 길항제 ARC-127은 혈관 발생결과 및 형태에 영향을

미친다.  그러나, 마쿠젠은 ARC-127과 조합하여 이들 중 하나의 단독보다 더 심각하게 혈관에 영향을 미친다. 
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실시예 4 : 항-PDGF 앱타머 및 항-VEGF 항체를 사용하는 조합 치료법[0296]

이 실시예에서, 항-PDGF 앱타머 및 항-VEGF 항체를 사용하는 조합 치료법의 유효성은 상기 기재한 각막 혈관신[0297]

생 모델을 사용하여 입증한다.  실험적 각막 NV를 유도하기 위해, 수컷 C57BL/6 마우스 (18-20 g; 미국 매사추

세츠주 윌밍톤 소재의 찰스 리버)를 근육내 케타민 히드로클로라이드 (25 mg/kg) 및 크실라진 (10 mg/kg)으로

마취시켰다.  NaOH (0.2 mM의 2 ㎕)를 국소적으로 가하였다.  각막 및 윤부 상피는 #21 블레이드 (일본 오사까

시 페써)를 사용하여 가장자리에 평행하게 회전 운동을 가함으로써 제거하였다.  7일 후에, 마우스는 구조 40Kd

PEG-5'-CAGGCTACGCGTAGAGCATCATGATCCTG(iT)-3' (서열 21) (여기서, iT는 최종 뉴클레오티드가 역 방향 (3'-3'

연결됨)인 것을 나타냄)을 갖는 항-PDGF 앱타머 25 mg/kg을 미국 특허 제6,342,221호 (본원에 참고로 포함됨)에

기재된 항-VEGF 항체 2C3 100 ㎍과 조합하여 복막내 주사함으로써 처리하였다.  각막 NV 유도 후 14일째에, 마

우스에 크실라진 히드로클로라이드 및 케타민 히드로클로라이드로 깊게 마취시킨 동안에 플루오레신-이소티오시

아네이트 연결 콘카나발린 A 렉틴 (미국 캘리포니아주 벌링게임 소재의 벡터 래버러토리즈) 20 ㎍/g을 정맥내

투여하였다.  30분 후에, 마우스 눈을 적출하고, 각막을 평평하게 탑재하였다.  각막 NV를 형광 현미경을 사용

하여 시각화하고, 오픈랩 소프트웨어를 사용하여 정량하였다.  혈관에 의해 덮힌 각막의 백분율을 총 각막 영역

의 백분율로서 계산하였다.  그 결과는 항-PDGF 앱타머 또는 항-VEGF 항체를 단독으로 사용하는 개개의 치료에

대한 조합 치료법의 효능을 나타낸다. 

개별 실험으로, 2개의 관련 항-PDGF 앱타머의 영향은 미국 특허 제6,342,221호에 기재된 항-VEGF 항체 2C3 100[0298]

㎍과 조합하여 시험하였다.  하기 2개의 항-PDGF 앱타머의 페길화 및 비-페길화 형태를 조사하였다: (i) 위치

6, 20 및 30에 2'-플루오로-2'-데옥시우리딘, 위치 8, 21, 28 및 29에 2'-플루오로-2'-데옥시시티딘, 위치 9,

15,  17,  및 31에 2'-O-메틸-2'-데옥시구아노신, 위치 22에 2'-O-메틸-2'-데옥시아데노신, 위치 10  및 23  중

"N"에 헥사에틸렌-글리콜 포스포르아미다이트, 및 위치 32에 역 방향 T (즉, 3'-3'-연결됨)를 갖는 CAGGCUACGN

CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT (서열 20) (미국 특허 제6,582,918호로부터의 서열 146 참조, 상기 문헌은 그 전체

로서 본원에 참고로 포함됨); 및 (ii) 위치 8의 C에 O-메틸-2-데옥시시티딘, 위치 9, 17 및 31의 G에 2-O-메틸-

2-데옥시구아노신, 위치 22의 A에 2-O-메틸-2-데옥시아데닌, 위치 30에 2-O-메틸-2-데옥시우리딘, 위치 6 및 20

의 U에 2-플루오로-2-데옥시우리딘, 위치 21, 28 및 29의 C에 2-플루오로-2-데옥시시티딘, 위치 10 및 23의 N에

펜타에틸렌  글리콜  포스포르아미다이트  스페이서,  및  위치  32에  역  방향  T  (즉,  3'-3'-연결됨)를  갖는

CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT (서열 22) (미국 특허 제5,723,594호로부터의 서열 87 참조, 상기 문헌

은 그 전체로서 본원에 참고로 포함됨).  개개의 항-PDGF 앱타머 또는 항-VEGF 항체 처리에 대한 조합 치료법의

개선된 항-혈관신생 효과를 검출하기 위해 적절한 대조군을 제공한다.  그 결과는 항-PDGF 앱타머 또는 항-VEGF

항체를 단독으로 사용하는 개개의 처리에 대한 조합 치료법의 효능을 입증한다. 

실시예 5 : 항-PDGF 앱타머 및 항-VEGF 앱타머의 조합이 맥락막 혈관신생 (CNV)을 차단한다.[0299]

이 실시예에서, 맥락막 혈관신생의 블로킹에서 항-PDGF 앱타머 및 항-VEGF 앱타머를 사용하는 조합 치료법의 유[0300]

효성은 상기 기재한 맥락막 혈관신생 모델을 사용하여 입증한다.  실험적 CNV는 노인성 황반 변성 (AMD)에 대한

모델로서 종종 사용된다.  이 모델에서, 맥락막의 혈관이 AMD 환자에서 관찰되는 것과 유사하게 브루크막에서의

파괴를 통해 망막 내로 성장한다.  실험적 CNV를 유도하기 위해, 수컷 C57BL/6 마우스 (18-20 g; 미국 매사추세

츠주 윌밍톤 소재의 찰스 리버)를 근육내 케타민 히드로클로라이드 (25 mg/kg) 및 크실라진 (10 mg/kg)으로 마

취시키고, 동공을 1％ 트로피크아미드로 팽창시켰다.  4개의 화상은 다이오드 레이저 광응고 (75-㎛ 스팟 크기,

0.1-초 지속, 90 mW, 오쿨라이트(Oculight) SL 레이저, 미국 캘리포니아주 마운틴 뷰 소재의 IRIDEX) 및 콘택트

렌즈로서 핸드-헬드형 커버 슬라이드를 사용하여 생성시켰다.  화상을 망막 후극의 3, 6, 9 및 12시 부위에 위

치시켰다.  브루크막의 파열을 나타내는 레이져 시간에서의 거품 발생은 맥락막 혈관신생을 얻는 중요한 인자이

므로, 거품이 모든 4개의 화상에 대해 생성된 마우스만 연구에 포함시켰다.  7일 후에, 마우스는 페가프타니브

나트륨 25 mg/kg을 1일 2회 복막내 주사로 처리하였다.  항-PDGF 앱타머를 사용하는 실험에서, 구조 40Kd PEG-

5'-CAGGCTACGCGTAGAGCATCATGATCCTG(iT)-3' (서열 21) (여기서, iT는 최종 뉴클레오티드가 역 방향 (3'-3' 연결

됨)인 것을 나타냄)을 갖는 항-PDGF 앱타머 25 mg/kg을 페가프타니브 나트륨과 공동-투여하였다.  맥락막 NV 병

소의 영역을 PECAM으로 염색한 평평-탑재 맥락막에서 조사하였다.  평평-탑재물을 형광 현미경으로 조사하고,

오픈랩 소프트웨어로 정량하였다.  그 결과는 조합 치료법으로 처리한 눈이 대조군 눈 또는 페가프타니브 나트

륨 또는 항-PDGF 앱타머 단독으로 처리한 눈에 비해 CNV 영역을 유의하게 덜 나타냈음을 나타낸다. 

개별 실험으로, 2개의 관련 항-PDGF 앱타머의 영향은 페가프타니브 나트륨 25 mg/kg을 1일 2회 복막내 주사함으[0301]

로써 항-VEGF 처리와 조합하여 시험하였다.  하기 2개의 항-PDGF 앱타머의 페길화 및 비-페길화 형태를 조사하

였다: (i) 위치 6, 20 및 30에 2'-플루오로-2'-데옥시우리딘, 위치 8, 21, 28 및 29에 2'-플루오로-2'-데옥시
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시티딘, 위치 9, 15, 17, 및 31에 2'-O-메틸-2'-데옥시구아노신, 위치 22에 2'-O-메틸-2'-데옥시아데노신, 위치

10 및 23 중 "N"에 헥사에틸렌-글리콜 포스포르아미다이트, 및 위치 32에 역 방향 T (즉, 3'-3'-연결됨)를 갖는

CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT (서열 20) (미국 특허 제6,582,918호로부터의 서열 146 참조, 상기 문헌

은 그 전체로서 본원에 참고로 포함됨); 및 (ii) 위치 8의 C에 O-메틸-2-데옥시시티딘, 위치 9, 17 및 31의 G에

2-O-메틸-2-데옥시구아노신, 위치 22의 A에 2-O-메틸-2-데옥시아데닌, 위치 30에 2-O-메틸-2-데옥시우리딘, 위

치 6 및 20의 U에 2-플루오로-2-데옥시우리딘, 위치 21, 28 및 29의 C에 2-플루오로-2-데옥시시티딘, 위치 10

및 23의 N에 펜타에틸렌 글리콜 포스포르아미다이트 스페이서, 및 위치 32에 역 방향 T (즉, 3'-3'-연결됨)를

갖는 CAGGCUACGN CGTAGAGCAU CANTGATCCU GT (서열 22) (미국 특허 제5,723,594호로부터의 서열 87 참조, 상기

문헌은 그 전체로서 본원에 참고로 포함됨).  개개의 항-PDGF 앱타머 또는 항-VEGF 항체 처리에 대한 조합 치료

법의 개선된 항-혈관신생 효과를 검출하기 위해 적절한 대조군을 제공한다.  그 결과는 항-PDGF 앱타머 또는 항

-VEGF 앱타머를 단독으로 사용하는 개개의 처리에 대한 맥락막 혈관신생 블로킹에서의 조합 치료법의 효능을 입

증한다. 

실시예 6 : 각막 혈관신생 (각막 NV)-퇴화[0302]

실시예 1의 각막 NV 모델을 사용하여 항-VEGF 앱타머 및 항-PDGF 앱타머의 조합을 조사하였다.  10일 후에, 마[0303]

우스는 10일 동안 페가프타니브 나트륨 (마쿠젠™, 미국 뉴욕주 뉴욕 소재의 아이테크 파마슈티칼즈, 항-VEGF

앱타머 제제) 25 mg/kg을 1일 2회 및(또는) ARC-127 (미국 매사추세츠주 캠브리지 소재의 아르케믹스 코포레이

션, 구조 40Kd PEG-5'-CAGGCTACGCGTAGAGCATCATGATCCTG(iT)-3' (서열 21)를 갖는 항-PDGF 앱타머 (여기서, iT는

최종  뉴클레오티드가  역  방향  (3'-3'  연결됨)인  것을  나타냄))  50  mg/kg을  1일  1회  복막내  주사하여

처리하였다.  각막 NV 유도 후 20일째에, 눈을 적출하고, 각막을 평평-탑재하였다.  각막 NV는 CD31 염색 (미국

캘리포니아주 샌디에고 비디 바이오사이언스즈 파르민겐(BD Biosciences Pharmingen))을 사용하여 시각화하고,

메타모르프(Metamorph) 소프트웨어를 사용하여 정량하였다.  혈관에 의해 덮힌 각막의 백분율을 총 각막 영역의

백분율로서 계산하였다.

가장자리 및 각막의 상피에 대한 NaOH 처리 및 상해 후 각막의 혈관신생의 퇴화에 대한 페가프타니브 나트륨 및[0304]

(또는) ARC-127의 영향을 도 11 및 12에 도시한다.  ARC-127로 처리한 동물은 20일 대조군에 비해 혈관 성장에

서 유의한 감소를 나타내지 않았다.  20일 대조군은 10일 대조군에 비해 각막 혈관신생에서 12.92％ 증가를 나

타냈다.  페가프타니브 나트륨 (마쿠젠) 단독으로 처리한 동물은 20일 대조군에 비해 혈관 성장에서 13.81％ (p

≤0.016) 감소를 나타냈다.  페가프타니브 나트륨 및 ARC-127로 처리한 동물은 대조군에 비해 각막 상에서 혈관

신생 성장을 유의하게 덜 나타냈다 (26.85％, p≤0.002). 

실시예 7 : 각막 혈관신생 (각막 NV)-퇴화 [0305]

실시예 1의 각막 NV 모델을 사용하여 항-VEGF 앱타머 및 PDGFB 수용체에 대한 항체의 조합을 조사하였다.  14일[0306]

후에, 마우스는 14일 동안 페가프타니브 나트륨 (마쿠젠, 항-VEGF 앱타머 제제) 25 mg/kg을 1일 2회 복막내 주

사하고(거나) APB5 (PDGFB 수용체에 대한 폴리클로날 항체) 50 mg/kg을 1일 2회 급식시켜 경구 투여함으로써 처

리하였다.  각막 NV 유도 후 28일째에, 마우스에 크실라진 히드로클로라이드 및 케타민 히드로클로라이드로 깊

게 마취시킨 동안에 플루오레신-이소티오시아네이트 연결 콘카나발린 A 렉틴 (미국 캘리포니아주 벌링게임 소재

의 벡터 래버러토리즈) 20 ㎍/g을 정맥내 투여하였다.  30분 후에, 마우스 눈을 적출하고, 각막을 평평하게 탑

재하였다.  각막 NV를 형광 현미경을 사용하여 시각화하고, 오픈랩 소프트웨어를 사용하여 정량하였다.  혈관에

의해 덮힌 각막의 백분율을 총 각막 영역의 백분율로서 계산하였다. 

가장자리 및 각막의 상피에 대한 NaOH 처리 및 상해 후 각막의 혈관신생의 퇴화에 대한 페가프타니브 나트륨 및[0307]

APB5의 영향을 도 13에 도시하였다.  페가프타니브 나트륨 (마쿠젠)으로 처리한 동물은 대조군에 비해 혈관 성

장에서 8.3％ 감소를 나타냈다.  페가프타니브 나트륨 및 APB5로 처리한 동물은 대조군에 비해 각막 상에서 혈

관신생 성장을 유의하게 덜 나타냈다 (21.4％). 

실시예 8 : 각막 혈관신생 (각막 NV)-퇴화 (치료제의 첨가 순서)[0308]

실시예 1의 각막 NV 모델을 사용하여 항-VEGF 앱타머 및 PDGFB 수용체에 대한 항체를 사용하는 조합 치료법의[0309]

첨가 순서의 영향을 조사하였다.  14일 후에, 마우스에 7일 동안 상이한 시간에 페가프타니브 나트륨 (마쿠젠,

항-VEGF 앱타머 제제) 25 mg/kg을 1일 2회 복막내 주사하고(거나) PDGFB 수용체에 대한 폴리클로날 항체인 APB5

(미국 캘리포니아주 샌디에고 소재의 이바이오사이언스) 50 mg/kg을 1일 2회 급식시켜 경구 투여함으로써 처리

하였다.  각막 NV 유도 후 28일째에, 마우스에 크실라진 히드로클로라이드 및 케타민 히드로클로라이드로 깊게
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마취시킨 동안에 플루오레신-이소티오시아네이트 연결 콘카나발린 A 렉틴 (미국 캘리포니아주 벌링게임 소재의

벡터 래버러토리즈) 20 ㎍/g을 정맥내 투여하였다.  30분 후에, 마우스 눈을 적출하고, 각막을 평평하게 탑재하

였다.  각막 NV를 형광 현미경을 사용하여 시각화하고, 오픈랩 소프트웨어를 사용하여 정량하였다.  혈관에 의

해 덮힌 각막의 백분율을 총 각막 영역의 백분율로서 계산하고, 그 결과를 도 14에 나타낸다. 

차후 처리가 없는 21-28일 동안의 페가프타니브 나트륨 단독 또는 14-21일 동안의 APB5 단독 처리는 가장자리[0310]

및 각막의 상피에 대한 NaOH 처리 및 상해 후 각막의 혈관신생의 퇴화에 대해 대조군에 비해 거의 영향을 나타

내지 않았다.  14-21일 동안 APB5로 처리하고, 21-28일 동안 페가프타니브 나트륨으로 처리한 동물은 대조군에

비해 각막 상에서 혈관신생 성장을 덜 나타냈다 (13.4％). 

등가물[0311]

본 발명의 기재된 방법 및 시스템의 각종 변경 및 변형은 본 발명의 범위 및 취지로부터 벗어남 없이 당업자에[0312]

게 명백할 것이다.  본 발명이 특정 바람직한 실시양태와 관련하여 기재되었지만, 청구된 본 발명이 이러한 특

정 실시양태에 부당하게 제한되지는 않아야 하는 것으로 이해되어야 한다.  당업자는 본원에 기재된 본 발명의

특정 실시양태에 대한 다수의 등가물인 통상의 실험만을 사용하여 인식하거나 확인할 수 있다.  이러한 등가물

은 본 발명의 범위에 포함되는 것으로 의도된다. 

도면의 간단한 설명

도 1(A)는 인간 PDGF-B의 핵산 서열 (젠뱅크(GenBank) 등록 번호 X02811) (서열 1)에 대한 개략도이다.[0036]

도 1(B)는 인간 PDGF-B의 아미노산 서열 (젠뱅크 등록 번호 CAA26579) (서열 2)에 대한 개략도이다.[0037]

도 1(C)는 인간 PDGF-A의 핵산 서열 (젠뱅크 등록 번호 X06374) (서열 11)에 대한 개략도이다.[0038]

도 1(D)는 인간 PDGF-A의 폴리펩티드 서열 (젠뱅크 등록 번호 CAA29677) (서열 12)에 대한 개략도이다.[0039]

도 2(A)는 인간 VEGF의 핵산 서열 (젠뱅크 등록 번호 NM_003376) (서열 3)에 대한 개략도이다.[0040]

도 2(B)는 인간 VEGF 폴리펩티드의 아미노산 서열 (젠뱅크 등록 번호 NP_003367) (서열 4)에 대한 개략도이다.[0041]

도 3(A)는 인간 PDGFR-B의 핵산 서열 (젠뱅크 등록 번호 NM_002609) (서열 5)에 대한 개략도이다.[0042]

도 3(B)는 인간 PDGFR-B의 폴리펩티드 서열 (젠뱅크 등록 번호 NP_002600) (서열 6)에 대한 개략도이다.[0043]

도 3(C)는 인간 PDGFR-A의 핵산 서열 (젠뱅크 등록 번호 NM_006206) ((서열 13)에 대한 개략도이다.[0044]

도 3(D)는 인간 PDGFR-A의 폴리펩티드 서열 (젠뱅크 등록 번호 NP_006197) (서열 14)에 대한 개략도이다. [0045]

도 4(A)는 인간 VEGFR-1 (Flt-1)의 핵산 서열 (젠뱅크 등록 번호 AF063657) (서열 7)에 대한 개략도이다. [0046]

도 4(B)는 인간 VEGFR-1 (Flt-1)의 폴리펩티드 서열 (젠뱅크 등록 번호) (서열 8)에 대한 개략도이다. [0047]

도 4(C)는 인간 VEGFR-2 (KDR/Flk-1)의 핵산 서열 (젠뱅크 등록 번호 AF035121) (서열 9)에 대한 개략도이다.[0048]

도 4(D)는 인간 VEGFR-2 (KDR/Flk-1)의 폴리펩티드 서열 (젠뱅크 등록 번호AAB88005) (서열 10)에 대한 개략도[0049]

이다.

도 5는 대조군 처치 (대조군), 글리벡 처치 (항-PDGF 작용제) 및 마쿠젠(Macugen)™ 처치 (즉, 페가프타니브 처[0050]

치, 항-VEGF 작용제)를 마쿠젠™과 글리벡을 사용한 조합 처치 (항-PDGF/항-VEGF 조합 치료법) 결과와 비교한,

각막 혈관신생 검정에 대한 결과를 나타내는 그래프이다. 

도 6(A)는 대조군 (PEG-처치) 마우스 각막에서 발생하는 각막 혈관신생에 대한 형광-현미경 화상의 사진이다. [0051]

도 6(B)는 글리벡으로 처치한 마우스 각막에서 발생하는 각막 혈관신생에 대한 형광-현미경 화상의 사진이다. [0052]

도 6(C)는 마쿠젠™으로 처치한 마우스 각막에서 발생하는 각막 혈관신생에 대한 형광-현미경 화상의 사진이다.[0053]

도 6(D)는 마쿠젠™과 글리벡 둘 다로 처치한 마우스 각막에서 발생하는 각막 혈관신생에 대한 형광-현미경 화[0054]

상의 사진이다.  

도 7(A)는 정상적인 각막의 맥관구조가 APB5 (PDGFR 항체, 항-PDGF 작용제) 투여에 영향을 받지 않음을 보여주[0055]
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는 형광-현미경 화상의 사진이다.  

도 7(B)는 정상적인 각막의 맥관구조가 글리벡 투여에 영향을 받지 않음을 보여주는 형광-현미경 화상의 사진이[0056]

다.  

도 7(C)는 정상적인 각막의 맥관구조가 마쿠젠™ (마쿠젠)과 글리벡의 동시 투여에 영향을 받지 않음을 보여주[0057]

는 형광-현미경 화상의 사진이다. 

도 7(D)는 정상적인 각막의 맥관구조가 PEG 투여에 영향을 받지 않음을 보여주는 형광-현미경 화상의 사진이다. [0058]

도 8은 대조군 처치 (대조군), 글리벡 처치 (항-PDGF 작용제) 및 마쿠젠™ 처치 (즉, 페가프타니브 처치, 항-[0059]

VEGF 작용제)를 마쿠젠™과 글리벡을 사용한 조합 처치 (항-PDGF/항-VEGF 조합 치료법) 결과와 비교한, 레이저

로 유도된 맥락막 혈관신생 검정에 대한 결과를 나타내는 그래프이다. 

도 9는 대조군-처치 (대조군), APB5-처치 (항-PGFR 항체, 항-PDGF 작용제로 작용함) 및 마쿠젠 처치 (즉, 페가[0060]

프타니브 처치, 항-VEGF 앱타머)를 마쿠젠과 APB5를 사용한 조합 처치 (마쿠젠 + APB5) 결과와 비교한, 레이저

로 유도된 맥락막 혈관신생 검정에 대한 결과를 나타내는 그래프이다. 

도 10은 대조군 처치 (대조군), ARC-127 처치 (항-PDGF 작용제) 및 마쿠젠 처치 (즉, 페가프타니브 처치, 항-[0061]

VEGF 작용제)를 마쿠젠과 ARC-127을 사용한 조합 처치 (항-PDGF/항-VEGF 조합 치료법) 결과와 비교한, 망막의

발생 모델에서의 결과를 나타내는 그래프이다. 

도 11은 대조군 처치 (대조군), ARC-127 처치 (항-PDGF 작용제) 및 마쿠젠 처치 (즉, 페가프타니브 처치, 항-[0062]

VEGF 작용제)를 마쿠젠과 ARC-127을 사용한 조합 처치 (항-PDGF/항-VEGF 조합 치료법) 결과와 비교한, 각막 혈

관신생 검정에 대한 결과를 나타내는 그래프이다. 

도 12(A)는 대조군 마우스 각막에서 발생하는 각막 혈관신생에 대한 형광-현미경 화상의 사진이다. [0063]

도 12(B)는 ARC-127을 처치한 마우스 각막에서 발생하는 각막 혈관신생에 대한 형광-현미경 화상의 사진이다. [0064]

도 12(C)는 마쿠젠을 처치한 마우스 각막에서 발생하는 각막 혈관신생에 대한 형광-현미경 화상의 사진이다. [0065]

도 12(D)는 마쿠젠과 ARC-127 둘 다를 처치한 마우스 각막에서 발생하는 각막 혈관신생에 대한 형광-현미경 화[0066]

상의 사진이다. 

도 13은 대조군 처치 (대조군), APB-5 처치 (항-PDGF 작용제) 및 마쿠젠 처치 (즉, 페가프타니브 처치, 항-VEGF[0067]

작용제)를 마쿠젠과 APB-5를 사용한 조합 처치 (항-PDGF/항-VEGF 조합 치료법) 결과와 비교한, 각막 혈관신생

검정에 대한 결과를 나타내는 그래프이다. 

도 14는 대조군 처치 (대조군), APB-5 처치 (항-PDGF 작용제) 및 마쿠젠-처치 (즉, 페가프타니브 처치, 항-VEGF[0068]

작용제)를 마쿠젠과 APB-5를 사용한 조합 처치 (항-PDGF/항-VEGF 조합 치료법) 결과와 비교한, 각막 혈관신생

검정에 대한 결과를 나타내는 그래프이다.
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<110> EYETECH PHARMACEUTICALS, INC.

<120> COMBINATION THERAPY FOR THE TREATMENT OF OCULAR
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<130> EYE-013PCT
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<150> 60/498,407

<151> 2003-08-27

<160> 22                            

<170> PatentIn Ver. 3.3

<210> 1

<211> 2137

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1

ccctgcctgc ctccctgcgc acccgcagcc tcccccgctg cctccctagg gctcccctcc 60    

ggccgccagc gcccattttt cattccctag atagagatac tttgcgcgca cacacataca 120   

tacgcgcgca aaaaggaaaa aaaaaaaaaa aagcccaccc tccagcctcg ctgcaaagag 180   

aaaaccggag cagccgcagc tcgcagctcg cagcccgcag cccgcagagg acgcccagag 240   

cggcgagcgg gcgggcagac ggaccgacgg actcgcgccg cgtccacctg tcggccgggc 300   

ccagccgagc gcgcagcggg cacgccgcgc gcgcggagca gccgtgcccg ccgcccgggc 360   

ccgccgccag ggcgcacacg ctcccgcccc cctacccggc ccgggcggga gtttgcacct 420   

ctccctgccc gggtgctcga gctgccgttg caaagccaac tttggaaaaa gttttttggg 480   

ggagacttgg gccttgaggt gcccagctcc gcgctttccg attttggggg cctttccaga 540   

aaatgttgca aaaaagctaa gccggcgggc agaggaaaac gcctgtagcc ggcgagtgaa 600   

gacgaaccat cgactgccgt gttccttttc ctcttggagg ttggagtccc ctgggcgccc 660   

ccacacggct agacgcctcg gctggttcgc gacgcagccc cccggccgtg gatgctgcac 720   

tcgggctcgg gatccgccca ggtagcggcc tcggacccag gtcctgcgcc caggtcctcc 780   

cctgcccccc agcgacggag ccggggccgg gggcggcggc gccgggggca tgcgggtgag 840   

ccgcggctgc agaggcctga gcgcctgatc gccgcggacc cgagccgagc ccacccccct 900   

ccccagcccc ccaccctggc cgcgggggcg gcgcgctcga tctacgcgtt cggggccccg 960   

cggggccggg cccggagtcg gcatgaatcg ctgctgggcg ctcttcctgt ctctctgctg 1020  

ctacctgcgt ctggtcagcg ccgaggggga ccccattccc gaggagcttt atgagatgct 1080  

gagtgaccac tcgatccgct cctttgatga tctccaacgc ctgctgcacg gagaccccgg 1140  

agaggaagat ggggccgagt tggacctgaa catgacccgc tcccactctg gaggcgagct 1200  

ggagagcttg gctcgtggaa gaaggagcct gggttccctg accattgctg agccggccat 1260  

gatcgccgag tgcaagacgc gcaccgaggt gttcgagatc tcccggcgcc tcatagaccg 1320  

caccaacgcc aacttcctgg tgtggccgcc ctgtgtggag gtgcagcgct gctccggctg 1380  

ctgcaacaac cgcaacgtgc agtgccgccc cacccaggtg cagctgcgac ctgtccaggt 1440  

gagaaagatc gagattgtgc ggaagaagcc aatctttaag aaggccacgg tgacgctgga 1500  

agaccacctg gcatgcaagt gtgagacagt ggcagctgca cggcctgtga cccgaagccc 1560  

ggggggttcc caggagcagc gagccaaaac gccccaaact cgggtgacca ttcggacggt 1620  

gcgagtccgc cggcccccca agggcaagca ccggaaattc aagcacacgc atgacaagac 1680  

ggcactgaag gagacccttg gagcctaggg gcatcggcag gagagtgtgt gggcagggtt 1740  

atttaatatg gtatttgctg tattgccccc atggggcctt ggagtagata atattgtttc 1800  

cctcgtccgt ctgtctcgat gcctgattcg gacggccaat ggtgcctccc ccacccctcc 1860  

acgtgtccgt ccacccttcc atcagcgggt ctcctcccag cggcctccgg ctcttgccca 1920  

gcagctcaag aagaaaaaga aggactgaac tccatcgcca tcttcttccc ttaactccaa 1980  

gaacttggga taagagtgtg agagagactg atggggtcgc tctttggggg aaacgggttc 2040  

cttcccctgc acctggcctg ggccacacct gagcgctgtg gactgtcctg aggagccctg 2100  
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aggacctctc agcatagcct gcctgatccc tgaaccc                          2137  

<210> 2

<211> 241

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Asn Arg Cys Trp Ala Leu Phe Leu Ser Leu Cys Cys Tyr Leu Arg  

  1               5                  10                  15    

Leu Val Ser Ala Glu Gly Asp Pro Ile Pro Glu Glu Leu Tyr Glu Met  

             20                  25                  30        

Leu Ser Asp His Ser Ile Arg Ser Phe Asp Asp Leu Gln Arg Leu Leu  

         35                  40                  45            

His Gly Asp Pro Gly Glu Glu Asp Gly Ala Glu Leu Asp Leu Asn Met  

     50                  55                  60                

Thr Arg Ser His Ser Gly Gly Glu Leu Glu Ser Leu Ala Arg Gly Arg  

 65                  70                  75                  80

Arg Ser Leu Gly Ser Leu Thr Ile Ala Glu Pro Ala Met Ile Ala Glu  

                 85                  90                  95    

Cys Lys Thr Arg Thr Glu Val Phe Glu Ile Ser Arg Arg Leu Ile Asp  

            100                 105                 110        

Arg Thr Asn Ala Asn Phe Leu Val Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Gln  

        115                 120                 125            

Arg Cys Ser Gly Cys Cys Asn Asn Arg Asn Val Gln Cys Arg Pro Thr  

    130                 135                 140                

Gln Val Gln Leu Arg Pro Val Gln Val Arg Lys Ile Glu Ile Val Arg  

145                 150                 155                 160

Lys Lys Pro Ile Phe Lys Lys Ala Thr Val Thr Leu Glu Asp His Leu  

                165                 170                 175    
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Ala Cys Lys Cys Glu Thr Val Ala Ala Ala Arg Pro Val Thr Arg Ser  

            180                 185                 190        

Pro Gly Gly Ser Gln Glu Gln Arg Ala Lys Thr Pro Gln Thr Arg Val  

        195                 200                 205            

Thr Ile Arg Thr Val Arg Val Arg Arg Pro Pro Lys Gly Lys His Arg  

    210                 215                 220                

Lys Phe Lys His Thr His Asp Lys Thr Ala Leu Lys Glu Thr Leu Gly  

225                 230                 235                 240

Ala                                                              

   

<210> 3

<211> 1723

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 3

tcgcggaggc ttggggcagc cgggtagctc ggaggtcgtg gcgctggggg ctagcaccag 60    

cgctctgtcg ggaggcgcag cggttaggtg gaccggtcag cggactcacc ggccagggcg 120   

ctcggtgctg gaatttgata ttcattgatc cgggttttat ccctcttctt ttttcttaaa 180   

catttttttt taaaactgta ttgtttctcg ttttaattta tttttgcttg ccattcccca 240   

cttgaatcgg gccgacggct tggggagatt gctctacttc cccaaatcac tgtggatttt 300   

ggaaaccagc agaaagagga aagaggtagc aagagctcca gagagaagtc gaggaagaga 360   

gagacggggt cagagagagc gcgcgggcgt gcgagcagcg aaagcgacag gggcaaagtg 420   

agtgacctgc ttttgggggt gaccgccgga gcgcggcgtg agccctcccc cttgggatcc 480   

cgcagctgac cagtcgcgct gacggacaga cagacagaca ccgcccccag ccccagctac 540   

cacctcctcc ccggccggcg gcggacagtg gacgcggcgg cgagccgcgg gcaggggccg 600   

gagcccgcgc ccggaggcgg ggtggagggg gtcggggctc gcggcgtcgc actgaaactt 660   

ttcgtccaac ttctgggctg ttctcgcttc ggaggagccg tggtccgcgc gggggaagcc 720   

gagccgagcg gagccgcgag aagtgctagc tcgggccggg aggagccgca gccggaggag 780   

ggggaggagg aagaagagaa ggaagaggag agggggccgc agtggcgact cggcgctcgg 840   

aagccgggct catggacggg tgaggcggcg gtgtgcgcag acagtgctcc agccgcgcgc 900   

gctccccagg ccctggcccg ggcctcgggc cggggaggaa gagtagctcg ccgaggcgcc 960   

gaggagagcg ggccgcccca cagcccgagc cggagaggga gcgcgagccg cgccggcccc 1020  

ggtcgggcct ccgaaaccat gaactttctg ctgtcttggg tgcattggag ccttgccttg 1080  

ctgctctacc tccaccatgc caagtggtcc caggctgcac ccatggcaga aggaggaggg 1140  

cagaatcatc acgaagtggt gaagttcatg gatgtctatc agcgcagcta ctgccatcca 1200  

atcgagaccc tggtggacat cttccaggag taccctgatg agatcgagta catcttcaag 1260  

ccatcctgtg tgcccctgat gcgatgcggg ggctgctgca atgacgaggg cctggagtgt 1320  

gtgcccactg aggagtccaa catcaccatg cagattatgc ggatcaaacc tcaccaaggc 1380  

cagcacatag gagagatgag cttcctacag cacaacaaat gtgaatgcag accaaagaaa 1440  

gatagagcaa gacaagaaaa aaaatcagtt cgaggaaagg gaaaggggca aaaacgaaag 1500  

cgcaagaaat cccggtataa gtcctggagc gttccctgtg ggccttgctc agagcggaga 1560  
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aagcatttgt ttgtacaaga tccgcagacg tgtaaatgtt cctgcaaaaa cacagactcg 1620  

cgttgcaagg cgaggcagct tgagttaaac gaacgtactt gcagatgtga caagccgagg 1680  

cggtgagccg ggcaggagga aggagcctcc ctcagggttt cgg                   1723  

<210> 4

<211> 215

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Asn Phe Leu Leu Ser Trp Val His Trp Ser Leu Ala Leu Leu Leu  

  1               5                  10                  15    

Tyr Leu His His Ala Lys Trp Ser Gln Ala Ala Pro Met Ala Glu Gly  

             20                  25                  30        

Gly Gly Gln Asn His His Glu Val Val Lys Phe Met Asp Val Tyr Gln  

         35                  40                  45            

Arg Ser Tyr Cys His Pro Ile Glu Thr Leu Val Asp Ile Phe Gln Glu  

     50                  55                  60                

Tyr Pro Asp Glu Ile Glu Tyr Ile Phe Lys Pro Ser Cys Val Pro Leu  

 65                  70                  75                  80

Met Arg Cys Gly Gly Cys Cys Asn Asp Glu Gly Leu Glu Cys Val Pro  

                 85                  90                  95    

Thr Glu Glu Ser Asn Ile Thr Met Gln Ile Met Arg Ile Lys Pro His  

            100                 105                 110        

Gln Gly Gln His Ile Gly Glu Met Ser Phe Leu Gln His Asn Lys Cys  

        115                 120                 125            

Glu Cys Arg Pro Lys Lys Asp Arg Ala Arg Gln Glu Lys Lys Ser Val  

    130                 135                 140                

Arg Gly Lys Gly Lys Gly Gln Lys Arg Lys Arg Lys Lys Ser Arg Tyr  

145                 150                 155                 160

Lys Ser Trp Ser Val Pro Cys Gly Pro Cys Ser Glu Arg Arg Lys His  
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                165                 170                 175    

Leu Phe Val Gln Asp Pro Gln Thr Cys Lys Cys Ser Cys Lys Asn Thr  

            180                 185                 190        

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

        195                 200                 205            

Arg Cys Asp Lys Pro Arg Arg                                      

    210                 215

<210> 5

<211> 5598

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 5

ggcccctcag ccctgctgcc cagcacgagc ctgtgctcgc cctgcccaac gcagacagcc 60    

agacccaggg cggcccctct ggcggctctg ctcctcccga aggatgcttg gggagtgagg 120   

cgaagctggg cgctcctctc ccctacagca gcccccttcc tccatccctc tgttctcctg 180   

agccttcagg agcctgcacc agtcctgcct gtccttctac tcagctgtta cccactctgg 240   

gaccagcagt ctttctgata actgggagag ggcagtaagg aggacttcct ggagggggtg 300   

actgtccaga gcctggaact gtgcccacac cagaagccat cagcagcaag gacaccatgc 360   

ggcttccggg tgcgatgcca gctctggccc tcaaaggcga gctgctgttg ctgtctctcc 420   

tgttacttct ggaaccacag atctctcagg gcctggtcgt cacacccccg gggccagagc 480   

ttgtcctcaa tgtctccagc accttcgttc tgacctgctc gggttcagct ccggtggtgt 540   

gggaacggat gtcccaggag cccccacagg aaatggccaa ggcccaggat ggcaccttct 600   

ccagcgtgct cacactgacc aacctcactg ggctagacac gggagaatac ttttgcaccc 660   

acaatgactc ccgtggactg gagaccgatg agcggaaacg gctctacatc tttgtgccag 720   

atcccaccgt gggcttcctc cctaatgatg ccgaggaact attcatcttt ctcacggaaa 780   

taactgagat caccattcca tgccgagtaa cagacccaca gctggtggtg acactgcacg 840   

agaagaaagg ggacgttgca ctgcctgtcc cctatgatca ccaacgtggc ttttctggta 900   

tctttgagga cagaagctac atctgcaaaa ccaccattgg ggacagggag gtggattctg 960   

atgcctacta tgtctacaga ctccaggtgt catccatcaa cgtctctgtg aacgcagtgc 1020  

agactgtggt ccgccagggt gagaacatca ccctcatgtg cattgtgatc gggaatgagg 1080  

tggtcaactt cgagtggaca tacccccgca aagaaagtgg gcggctggtg gagccggtga 1140  

ctgacttcct cttggatatg ccttaccaca tccgctccat cctgcacatc cccagtgccg 1200  

agttagaaga ctcggggacc tacacctgca atgtgacgga gagtgtgaat gaccatcagg 1260  

atgaaaaggc catcaacatc accgtggttg agagcggcta cgtgcggctc ctgggagagg 1320  

tgggcacact acaatttgct gagctgcatc ggagccggac actgcaggta gtgttcgagg 1380  

cctacccacc gcccactgtc ctgtggttca aagacaaccg caccctgggc gactccagcg 1440  

ctggcgaaat cgccctgtcc acgcgcaacg tgtcggagac ccggtatgtg tcagagctga 1500  

cactggttcg cgtgaaggtg gcagaggctg gccactacac catgcgggcc ttccatgagg 1560  

atgctgaggt ccagctctcc ttccagctac agatcaatgt ccctgtccga gtgctggagc 1620  

taagtgagag ccaccctgac agtggggaac agacagtccg ctgtcgtggc cggggcatgc 1680  

cccagccgaa catcatctgg tctgcctgca gagacctcaa aaggtgtcca cgtgagctgc 1740  

cgcccacgct gctggggaac agttccgaag aggagagcca gctggagact aacgtgacgt 1800  
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actgggagga ggagcaggag tttgaggtgg tgagcacact gcgtctgcag cacgtggatc 1860  

ggccactgtc ggtgcgctgc acgctgcgca acgctgtggg ccaggacacg caggaggtca 1920  

tcgtggtgcc acactccttg ccctttaagg tggtggtgat ctcagccatc ctggccctgg 1980  

tggtgctcac catcatctcc cttatcatcc tcatcatgct ttggcagaag aagccacgtt 2040  

acgagatccg atggaaggtg attgagtctg tgagctctga cggccatgag tacatctacg 2100  

tggaccccat gcagctgccc tatgactcca cgtgggagct gccgcgggac cagcttgtgc 2160  

tgggacgcac cctcggctct ggggcctttg ggcaggtggt ggaggccacg gctcatggcc 2220  

tgagccattc tcaggccacg atgaaagtgg ccgtcaagat gcttaaatcc acagcccgca 2280  

gcagtgagaa gcaagccctt atgtcggagc tgaagatcat gagtcacctt gggccccacc 2340  

tgaacgtggt caacctgttg ggggcctgca ccaaaggagg acccatctat atcatcactg 2400  

agtactgccg ctacggagac ctggtggact acctgcaccg caacaaacac accttcctgc 2460  

agcaccactc cgacaagcgc cgcccgccca gcgcggagct ctacagcaat gctctgcccg 2520  

ttgggctccc cctgcccagc catgtgtcct tgaccgggga gagcgacggt ggctacatgg 2580  

acatgagcaa ggacgagtcg gtggactatg tgcccatgct ggacatgaaa ggagacgtca 2640  

aatatgcaga catcgagtcc tccaactaca tggcccctta cgataactac gttccctctg 2700  

cccctgagag gacctgccga gcaactttga tcaacgagtc tccagtgcta agctacatgg 2760  

acctcgtggg cttcagctac caggtggcca atggcatgga gtttctggcc tccaagaact 2820  

gcgtccacag agacctggcg gctaggaacg tgctcatctg tgaaggcaag ctggtcaaga 2880  

tctgtgactt tggcctggct cgagacatca tgcgggactc gaattacatc tccaaaggca 2940  

gcaccttttt gcctttaaag tggatggctc cggagagcat cttcaacagc ctctacacca 3000  

ccctgagcga cgtgtggtcc ttcgggatcc tgctctggga gatcttcacc ttgggtggca 3060  

ccccttaccc agagctgccc atgaacgagc agttctacaa tgccatcaaa cggggttacc 3120  

gcatggccca gcctgcccat gcctccgacg agatctatga gatcatgcag aagtgctggg 3180  

aagagaagtt tgagattcgg ccccccttct cccagctggt gctgcttctc gagagactgt 3240  

tgggcgaagg ttacaaaaag aagtaccagc aggtggatga ggagtttctg aggagtgacc 3300  

acccagccat ccttcggtcc caggcccgct tgcctgggtt ccatggcctc cgatctcccc 3360  

tggacaccag ctccgtcctc tatactgccg tgcagcccaa tgagggtgac aacgactata 3420  

tcatccccct gcctgacccc aaacccgagg ttgctgacga gggcccactg gagggttccc 3480  

ccagcctagc cagctccacc ctgaatgaag tcaacacctc ctcaaccatc tcctgtgaca 3540  

gccccctgga gccccaggac gaaccagagc cagagcccca gcttgagctc caggtggagc 3600  

cggagccaga gctggaacag ttgccggatt cggggtgccc tgcgcctcgg gcggaagcag 3660  

aggatagctt cctgtagggg gctggcccct accctgccct gcctgaagct ccccccctgc 3720  

cagcacccag catctcctgg cctggcctga ccgggcttcc tgtcagccag gctgccctta 3780  

tcagctgtcc ccttctggaa gctttctgct cctgacgtgt tgtgccccaa accctggggc 3840  

tggcttagga ggcaagaaaa ctgcaggggc cgtgaccagc cctctgcctc cagggaggcc 3900  

aactgactct gagccagggt tcccccaggg aactcagttt tcccatatgt aagatgggaa 3960  

agttaggctt gatgacccag aatctaggat tctctccctg gctgacaggt ggggagaccg 4020  

aatccctccc tgggaagatt cttggagtta ctgaggtggt aaattaactt ttttctgttc 4080  

agccagctac ccctcaagga atcatagctc tctcctcgca ctttttatcc acccaggagc 4140  

tagggaagag accctagcct ccctggctgc tggctgagct agggcctagc cttgagcagt 4200  

gttgcctcat ccagaagaaa gccagtctcc tccctatgat gccagtccct gcgttccctg 4260  

gcccgagctg gtctggggcc attaggcagc ctaattaatg ctggaggctg agccaagtac 4320  

aggacacccc cagcctgcag cccttgccca gggcacttgg agcacacgca gccatagcaa 4380  

gtgcctgtgt ccctgtcctt caggcccatc agtcctgggg ctttttcttt atcaccctca 4440  

gtcttaatcc atccaccaga gtctagaagg ccagacgggc cccgcatctg tgatgagaat 4500  

gtaaatgtgc cagtgtggag tggccacgtg tgtgtgccag tatatggccc tggctctgca 4560  

ttggacctgc tatgaggctt tggaggaatc cctcaccctc tctgggcctc agtttcccct 4620  

tcaaaaaatg aataagtcgg acttattaac tctgagtgcc ttgccagcac taacattcta 4680  

gagtattcca ggtggttgca catttgtcca gatgaagcaa ggccatatac cctaaacttc 4740  

catcctgggg gtcagctggg ctcctgggag attccagatc acacatcaca ctctggggac 4800  
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tcaggaacca tgccccttcc ccaggccccc agcaagtctc aagaacacag ctgcacaggc 4860  

cttgacttag agtgacagcc ggtgtcctgg aaagccccaa gcagctgccc cagggacatg 4920  

ggaagaccac gggacctctt tcactaccca cgatgacctc cgggggtatc ctgggcaaaa 4980  

gggacaaaga gggcaaatga gatcacctcc tgcagcccac cactccagca cctgtgccga 5040  

ggtctgcgtc gaagacagaa tggacagtga ggacagttat gtcttgtaaa agacaagaag 5100  

cttcagatgg taccccaaga aggatgtgag aggtggccgc ttggagtttg cccctcaccc 5160  

accagctgcc ccatccctga ggcagcgctc catgggggta tggttttgtc actgcccaga 5220  

cctagcagtg acatctcatt gtccccagcc cagtgggcat tggaggtgcc aggggagtca 5280  

gggttgtagc caagacgccc ccgcacgggg agggttggga agggggtgca ggaagctcaa 5340  

cccctctggg caccaaccct gcattgcagg ttggcacctt acttccctgg gatccccaga 5400  

gttggtccaa ggagggagag tgggttctca atacggtacc aaagatataa tcacctaggt 5460  

ttacaaatat ttttaggact cacgttaact cacatttata cagcagaaat gctattttgt 5520  

atgctgttaa gtttttctat ctgtgtactt ttttttaagg gaaagatttt aatattaaac 5580  

ctggtgcttc tcactcac                                               5598  

<210> 6

<211> 1106

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met Arg Leu Pro Gly Ala Met Pro Ala Leu Ala Leu Lys Gly Glu Leu  

  1               5                  10                  15    

Leu Leu Leu Ser Leu Leu Leu Leu Leu Glu Pro Gln Ile Ser Gln Gly  

             20                  25                  30        

Leu Val Val Thr Pro Pro Gly Pro Glu Leu Val Leu Asn Val Ser Ser  

         35                  40                  45            

Thr Phe Val Leu Thr Cys Ser Gly Ser Ala Pro Val Val Trp Glu Arg  

     50                  55                  60                

Met Ser Gln Glu Pro Pro Gln Glu Met Ala Lys Ala Gln Asp Gly Thr  

 65                  70                  75                  80

Phe Ser Ser Val Leu Thr Leu Thr Asn Leu Thr Gly Leu Asp Thr Gly  

                 85                  90                  95    

Glu Tyr Phe Cys Thr His Asn Asp Ser Arg Gly Leu Glu Thr Asp Glu  

            100                 105                 110        

Arg Lys Arg Leu Tyr Ile Phe Val Pro Asp Pro Thr Val Gly Phe Leu  
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        115                 120                 125            

Pro Asn Asp Ala Glu Glu Leu Phe Ile Phe Leu Thr Glu Ile Thr Glu  

    130                 135                 140                

Ile Thr Ile Pro Cys Arg Val Thr Asp Pro Gln Leu Val Val Thr Leu  

145                 150                 155                 160

His Glu Lys Lys Gly Asp Val Ala Leu Pro Val Pro Tyr Asp His Gln  

                165                 170                 175    

Arg Gly Phe Ser Gly Ile Phe Glu Asp Arg Ser Tyr Ile Cys Lys Thr  

            180                 185                 190        

Thr Ile Gly Asp Arg Glu Val Asp Ser Asp Ala Tyr Tyr Val Tyr Arg  

        195                 200                 205            

Leu Gln Val Ser Ser Ile Asn Val Ser Val Asn Ala Val Gln Thr Val  

    210                 215                 220                

Val Arg Gln Gly Glu Asn Ile Thr Leu Met Cys Ile Val Ile Gly Asn  

225                 230                 235                 240

Glu Val Val Asn Phe Glu Trp Thr Tyr Pro Arg Lys Glu Ser Gly Arg  

                245                 250                 255    

Leu Val Glu Pro Val Thr Asp Phe Leu Leu Asp Met Pro Tyr His Ile  

            260                 265                 270        

Arg Ser Ile Leu His Ile Pro Ser Ala Glu Leu Glu Asp Ser Gly Thr  

        275                 280                 285            

Tyr Thr Cys Asn Val Thr Glu Ser Val Asn Asp His Gln Asp Glu Lys  

    290                 295                 300                

Ala Ile Asn Ile Thr Val Val Glu Ser Gly Tyr Val Arg Leu Leu Gly  

305                 310                 315                 320

Glu Val Gly Thr Leu Gln Phe Ala Glu Leu His Arg Ser Arg Thr Leu  

                325                 330                 335    

등록특허 10-1218889

- 81 -



Gln Val Val Phe Glu Ala Tyr Pro Pro Pro Thr Val Leu Trp Phe Lys  

            340                 345                 350        

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

        355                 360                 365            

Thr Arg Asn Val Ser Glu Thr Arg Tyr Val Ser Glu Leu Thr Leu Val  

    370                 375                 380                

Arg Val Lys Val Ala Glu Ala Gly His Tyr Thr Met Arg Ala Phe His  

385                 390                 395                 400

Glu Asp Ala Glu Val Gln Leu Ser Phe Gln Leu Gln Ile Asn Val Pro  

                405                 410                 415    

Val Arg Val Leu Glu Leu Ser Glu Ser His Pro Asp Ser Gly Glu Gln  

            420                 425                 430        

Thr Val Arg Cys Arg Gly Arg Gly Met Pro Gln Pro Asn Ile Ile Trp  

        435                 440                 445            

Ser Ala Cys Arg Asp Leu Lys Arg Cys Pro Arg Glu Leu Pro Pro Thr  

    450                 455                 460                

Leu Leu Gly Asn Ser Ser Glu Glu Glu Ser Gln Leu Glu Thr Asn Val  

465                 470                 475                 480

Thr Tyr Trp Glu Glu Glu Gln Glu Phe Glu Val Val Ser Thr Leu Arg  

                485                 490                 495    

Leu Gln His Val Asp Arg Pro Leu Ser Val Arg Cys Thr Leu Arg Asn  

            500                 505                 510        

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

        515                 520                 525            

Pro Phe Lys Val Val Val Ile Ser Ala Ile Leu Ala Leu Val Val Leu  

    530                 535                 540                

Thr Ile Ile Ser Leu Ile Ile Leu Ile Met Leu Trp Gln Lys Lys Pro  

545                 550                 555                 560
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Arg Tyr Glu Ile Arg Trp Lys Val Ile Glu Ser Val Ser Ser Asp Gly  

                565                 570                 575    

His Glu Tyr Ile Tyr Val Asp Pro Met Gln Leu Pro Tyr Asp Ser Thr  

            580                 585                 590        

Trp Glu Leu Pro Arg Asp Gln Leu Val Leu Gly Arg Thr Leu Gly Ser  

        595                 600                 605            

Gly Ala Phe Gly Gln Val Val Glu Ala Thr Ala His Gly Leu Ser His  

    610                 615                 620                

Ser Gln Ala Thr Met Lys Val Ala Val Lys Met Leu Lys Ser Thr Ala  

625                 630                 635                 640

Arg Ser Ser Glu Lys Gln Ala Leu Met Ser Glu Leu Lys Ile Met Ser  

                645                 650                 655    

His Leu Gly Pro His Leu Asn Val Val Asn Leu Leu Gly Ala Cys Thr  

            660                 665                 670        

Lys Gly Gly Pro Ile Tyr Ile Ile Thr Glu Tyr Cys Arg Tyr Gly Asp  

        675                 680                 685            

Leu Val Asp Tyr Leu His Arg Asn Lys His Thr Phe Leu Gln His His  

    690                 695                 700                

Ser Asp Lys Arg Arg Pro Pro Ser Ala Glu Leu Tyr Ser Asn Ala Leu  

705                 710                 715                 720

Pro Val Gly Leu Pro Leu Pro Ser His Val Ser Leu Thr Gly Glu Ser  

                725                 730                 735    

Asp Gly Gly Tyr Met Asp Met Ser Lys Asp Glu Ser Val Asp Tyr Val  

            740                 745                 750        

Pro Met Leu Asp Met Lys Gly Asp Val Lys Tyr Ala Asp Ile Glu Ser  

        755                 760                 765            

Ser Asn Tyr Met Ala Pro Tyr Asp Asn Tyr Val Pro Ser Ala Pro Glu  
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    770                 775                 780                

Arg Thr Cys Arg Ala Thr Leu Ile Asn Glu Ser Pro Val Leu Ser Tyr  

785                 790                 795                 800

Met Asp Leu Val Gly Phe Ser Tyr Gln Val Ala Asn Gly Met Glu Phe  

                805                 810                 815    

Leu Ala Ser Lys Asn Cys Val His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn Val  

            820                 825                 830        

Leu Ile Cys Glu Gly Lys Leu Val Lys Ile Cys Asp Phe Gly Leu Ala  

        835                 840                 845            

Arg Asp Ile Met Arg Asp Ser Asn Tyr Ile Ser Lys Gly Ser Thr Phe  

    850                 855                 860                

Leu Pro Leu Lys Trp Met Ala Pro Glu Ser Ile Phe Asn Ser Leu Tyr  

865                 870                 875                 880

Thr Thr Leu Ser Asp Val Trp Ser Phe Gly Ile Leu Leu Trp Glu Ile  

                885                 890                 895    

Phe Thr Leu Gly Gly Thr Pro Tyr Pro Glu Leu Pro Met Asn Glu Gln  

            900                 905                 910        

Phe Tyr Asn Ala Ile Lys Arg Gly Tyr Arg Met Ala Gln Pro Ala His  

        915                 920                 925            

Ala Ser Asp Glu Ile Tyr Glu Ile Met Gln Lys Cys Trp Glu Glu Lys  

    930                 935                 940                

Phe Glu Ile Arg Pro Pro Phe Ser Gln Leu Val Leu Leu Leu Glu Arg  

945                 950                 955                 960

Leu Leu Gly Glu Gly Tyr Lys Lys Lys Tyr Gln Gln Val Asp Glu Glu  

                965                 970                 975    

Phe Leu Arg Ser Asp His Pro Ala Ile Leu Arg Ser Gln Ala Arg Leu  

            980                 985                 990        
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Pro Gly Phe His Gly Leu Arg Ser Pro Leu Asp Thr Ser Ser Val Leu  

        995                1000                1005            

Tyr Thr Ala Val Gln Pro Asn Glu Gly Asp Asn Asp Tyr Ile Ile Pro  

   1010                1015                1020                

Leu Pro Asp Pro Lys Pro Glu Val Ala Asp Glu Gly Pro Leu Glu Gly  

1025               1030                1035                1040

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

               1045                1050                1055    

Thr Ile Ser Cys Asp Ser Pro Leu Glu Pro Gln Asp Glu Pro Glu Pro  

           1060                1065                1070        

Glu Pro Gln Leu Glu Leu Gln Val Glu Pro Glu Pro Glu Leu Glu Gln  

       1075                1080                1085            

Leu Pro Asp Ser Gly Cys Pro Ala Pro Arg Ala Glu Ala Glu Asp Ser  

   1090                1095                1100                

Phe Leu                                                          

1105   

<210> 7

<211> 4017

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7

atggtcagct actgggacac cggggtcctg ctgtgcgcgc tgctcagctg tctgcttctc 60    

acaggatcta gttcaggttc aaaattaaaa gatcctgaac tgagtttaaa aggcacccag 120   

cacatcatgc aagcaggcca gacactgcat ctccaatgca ggggggaagc agcccataaa 180   

tggtctttgc ctgaaatggt gagtaaggaa agcgaaaggc tgagcataac taaatctgcc 240   

tgtggaagaa atggcaaaca attctgcagt actttaacct tgaacacagc tcaagcaaac 300   

cacactggct tctacagctg caaatatcta gctgtaccta cttcaaagaa gaaggaaaca 360   

gaatctgcaa tctatatatt tattagtgat acaggtagac ctttcgtaga gatgtacagt 420   

gaaatccccg aaattataca catgactgaa ggaagggagc tcgtcattcc ctgccgggtt 480   

acgtcaccta acatcactgt tactttaaaa aagtttccac ttgacacttt gatccctgat 540   

ggaaaacgca taatctggga cagtagaaag ggcttcatca tatcaaatgc aacgtacaaa 600   

gaaatagggc ttctgacctg tgaagcaaca gtcaatgggc atttgtataa gacaaactat 660   

ctcacacatc gacaaaccaa tacaatcata gatgtccaaa taagcacacc acgcccagtc 720   

aaattactta gaggccatac tcttgtcctc aattgtactg ctaccactcc cttgaacacg 780   

agagttcaaa tgacctggag ttaccctgat gaaaaaaata agagagcttc cgtaaggcga 840   
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cgaattgacc aaagcaattc ccatgccaac atattctaca gtgttcttac tattgacaaa 900   

atgcagaaca aagacaaagg actttatact tgtcgtgtaa ggagtggacc atcattcaaa 960   

tctgttaaca cctcagtgca tatatatgat aaagcattca tcactgtgaa acatcgaaaa 1020  

cagcaggtgc ttgaaaccgt agctggcaag cggtcttacc ggctctctat gaaagtgaag 1080  

gcatttccct cgccggaagt tgtatggtta aaagatgggt tacctgcgac tgagaaatct 1140  

gctcgctatt tgactcgtgg ctactcgtta attatcaagg acgtaactga agaggatgca 1200  

gggaattata caatcttgct gagcataaaa cagtcaaatg tgtttaaaaa cctcactgcc 1260  

actctaattg tcaatgtgaa accccagatt tacgaaaagg ccgtgtcatc gtttccagac 1320  

ccggctctct acccactggg cagcagacaa atcctgactt gtaccgcata tggtatccct 1380  

caacctacaa tcaagtggtt ctggcacccc tgtaaccata atcattccga agcaaggtgt 1440  

gacttttgtt ccaataatga agagtccttt atcctggatg ctgacagcaa catgggaaac 1500  

agaattgaga gcatcactca gcgcatggca ataatagaag gaaagaataa gatggctagc 1560  

accttggttg tggctgactc tagaatttct ggaatctaca tttgcatagc ttccaataaa 1620  

gttgggactg tgggaagaaa cataagcttt tatatcacag atgtgccaaa tgggtttcat 1680  

gttaacttgg aaaaaatgcc gacggaagga gaggacctga aactgtcttg cacagttaac 1740  

aagttcttat acagagacgt tacttggatt ttactgcgga cagttaataa cagaacaatg 1800  

cactacagta ttagcaagca aaaaatggcc atcactaagg agcactccat cactcttaat 1860  

cttaccatca tgaatgtttc cctgcaagat tcaggcacct atgcctgcag agccaggaat 1920  

gtatacacag gggaagaaat cctccagaag aaagaaatta caatcagaga tcaggaagca 1980  

ccatacctcc tgcgaaacct cagtgatcac acagtggcca tcagcagttc caccacttta 2040  

gactgtcatg ctaatggtgt ccccgagcct cagatcactt ggtttaaaaa caaccacaaa 2100  

atacaacaag agcctggaat tattttagga ccaggaagca gcacgctgtt tattgaaaga 2160  

gtcacagaag aggatgaagg tgtctatcac tgcaaagcca ccaaccagaa gggctctgtg 2220  

gaaagttcag catacctcac tgttcaagga acctcggaca agtctaatct ggagctgatc 2280  

actctaacat gcacctgtgt ggctgcgact ctcttctggc tcctattaac cctctttatc 2340  

cgaaaaatga aaaggtcttc ttctgaaata aagactgact acctatcaat tataatggac 2400  

ccagatgaag ttcctttgga tgagcagtgt gagcggctcc cttatgatgc cagcaagtgg 2460  

gagtttgccc gggagagact taaactgggc aaatcacttg gaagaggggc ttttggaaaa 2520  

gtggttcaag catcagcatt tggcattaag aaatcaccta cgtgccggac tgtggctgtg 2580  

aaaatgctga aagagggggc cacggccagc gagtacaaag ctctgatgac tgagctaaaa 2640  

atcttgaccc acattggcca ccatctgaac gtggttaacc tgctgggagc ctgcaccaag 2700  

caaggagggc ctctgatggt gattgttgaa tactgcaaat atggaaatct ctccaactac 2760  

ctcaagagca aacgtgactt attttttctc aacaaggatg cagcactaca catggagcct 2820  

aagaaagaaa aaatggagcc aggcctggaa caaggcaaga aaccaagact agatagcgtc 2880  

accagcagcg aaagctttgc gagctccggc tttcaggaag ataaaagtct gagtgatgtt 2940  

gaggaagagg aggattctga cggtttctac aaggagccca tcactatgga agatctgatt 3000  

tcttacagtt ttcaagtggc cagaggcatg gagttcctgt cttccagaaa gtgcattcat 3060  

cgggacctgg cagcgagaaa cattctttta tctgagaaca acgtggtgaa gatttgtgat 3120  

tttggccttg cccgggatat ttataagaac cccgattatg tgagaaaagg agatactcga 3180  

cttcctctga aatggatggc tcctgaatct atctttgaca aaatctacag caccaagagc 3240  

gacgtgtggt cttacggagt attgctgtgg gaaatcttct ccttaggtgg gtctccatac 3300  

ccaggagtac aaatggatga ggacttttgc agtcgcctga gggaaggcat gaggatgaga 3360  

gctcctgagt actctactcc tgaaatctat cagatcatgc tggactgctg gcacagagac 3420  

ccaaaagaaa ggccaagatt tgcagaactt gtggaaaaac taggtgattt gcttcaagca 3480  

aatgtacaac aggatggtaa agactacatc ccaatcaatg ccatactgac aggaaatagt 3540  

gggtttacat actcaactcc tgccttctct gaggacttct tcaaggaaag tatttcagct 3600  

ccgaagttta attcaggaag ctctgatgat gtcagatatg taaatgcttt caagttcatg 3660  

agcctggaaa gaatcaaaac ctttgaagaa cttttaccga atgccacctc catgtttgat 3720  

gactaccagg gcgacagcag cactctgttg gcctctccca tgctgaagcg cttcacctgg 3780  

actgacagca aacccaaggc ctcgctcaag attgacttga gagtaaccag taaaagtaag 3840  
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gagtcggggc tgtctgatgt cagcaggccc agtttctgcc attccagctg tgggcacgtc 3900  

agcgaaggca agcgcaggtt cacctacgac cacgctgagc tggaaaggaa aatcgcgtgc 3960  

tgctccccgc ccccagacta caactcggtg gtcctgtact ccaccccacc catctag    4017  

<210> 8

<211> 1338

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Met Val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser  

  1               5                  10                  15    

Cys Leu Leu Leu Thr Gly Ser Ser Ser Gly Ser Lys Leu Lys Asp Pro  

             20                  25                  30        

Glu Leu Ser Leu Lys Gly Thr Gln His Ile Met Gln Ala Gly Gln Thr  

         35                  40                  45            

Leu His Leu Gln Cys Arg Gly Glu Ala Ala His Lys Trp Ser Leu Pro  

     50                  55                  60                

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

 65                  70                  75                  80

Cys Gly Arg Asn Gly Lys Gln Phe Cys Ser Thr Leu Thr Leu Asn Thr  

                 85                  90                  95    

Ala Gln Ala Asn His Thr Gly Phe Tyr Ser Cys Lys Tyr Leu Ala Val  

            100                 105                 110        

Pro Thr Ser Lys Lys Lys Glu Thr Glu Ser Ala Ile Tyr Ile Phe Ile  

        115                 120                 125            

Ser Asp Thr Gly Arg Pro Phe Val Glu Met Tyr Ser Glu Ile Pro Glu  

    130                 135                 140                

Ile Ile His Met Thr Glu Gly Arg Glu Leu Val Ile Pro Cys Arg Val  

145                 150                 155                 160

Thr Ser Pro Asn Ile Thr Val Thr Leu Lys Lys Phe Pro Leu Asp Thr  
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                165                 170                 175    

Leu Ile Pro Asp Gly Lys Arg Ile Ile Trp Asp Ser Arg Lys Gly Phe  

            180                 185                 190        

Ile Ile Ser Asn Ala Thr Tyr Lys Glu Ile Gly Leu Leu Thr Cys Glu  

        195                 200                 205            

Ala Thr Val Asn Gly His Leu Tyr Lys Thr Asn Tyr Leu Thr His Arg  

    210                 215                 220                

Gln Thr Asn Thr Ile Ile Asp Val Gln Ile Ser Thr Pro Arg Pro Val  

225                 230                 235                 240

Lys Leu Leu Arg Gly His Thr Leu Val Leu Asn Cys Thr Ala Thr Thr  

                245                 250                 255    

Pro Leu Asn Thr Arg Val Gln Met Thr Trp Ser Tyr Pro Asp Glu Lys  

            260                 265                 270        

Asn Lys Arg Ala Ser Val Arg Arg Arg Ile Asp Gln Ser Asn Ser His  

        275                 280                 285            

Ala Asn Ile Phe Tyr Ser Val Leu Thr Ile Asp Lys Met Gln Asn Lys  

    290                 295                 300                

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

305                 310                 315                 320

Ser Val Asn Thr Ser Val His Ile Tyr Asp Lys Ala Phe Ile Thr Val  

                325                 330                 335    

Lys His Arg Lys Gln Gln Val Leu Glu Thr Val Ala Gly Lys Arg Ser  

            340                 345                 350        

Tyr Arg Leu Ser Met Lys Val Lys Ala Phe Pro Ser Pro Glu Val Val  

        355                 360                 365            

Trp Leu Lys Asp Gly Leu Pro Ala Thr Glu Lys Ser Ala Arg Tyr Leu  

    370                 375                 380                
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Thr Arg Gly Tyr Ser Leu Ile Ile Lys Asp Val Thr Glu Glu Asp Ala  

385                 390                 395                 400

Gly Asn Tyr Thr Ile Leu Leu Ser Ile Lys Gln Ser Asn Val Phe Lys  

                405                 410                 415    

Asn Leu Thr Ala Thr Leu Ile Val Asn Val Lys Pro Gln Ile Tyr Glu  

            420                 425                 430        

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

        435                 440                 445            

Arg Gln Ile Leu Thr Cys Thr Ala Tyr Gly Ile Pro Gln Pro Thr Ile  

    450                 455                 460                

Lys Trp Phe Trp His Pro Cys Asn His Asn His Ser Glu Ala Arg Cys  

465                 470                 475                 480

Asp Phe Cys Ser Asn Asn Glu Glu Ser Phe Ile Leu Asp Ala Asp Ser  

                485                 490                 495    

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

            500                 505                 510        

Glu Gly Lys Asn Lys Met Ala Ser Thr Leu Val Val Ala Asp Ser Arg  

        515                 520                 525            

Ile Ser Gly Ile Tyr Ile Cys Ile Ala Ser Asn Lys Val Gly Thr Val  

    530                 535                 540                

Gly Arg Asn Ile Ser Phe Tyr Ile Thr Asp Val Pro Asn Gly Phe His  

545                 550                 555                 560

Val Asn Leu Glu Lys Met Pro Thr Glu Gly Glu Asp Leu Lys Leu Ser  

                565                 570                 575    

Cys Thr Val Asn Lys Phe Leu Tyr Arg Asp Val Thr Trp Ile Leu Leu  

            580                 585                 590        

Arg Thr Val Asn Asn Arg Thr Met His Tyr Ser Ile Ser Lys Gln Lys  

        595                 600                 605            
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Met Ala Ile Thr Lys Glu His Ser Ile Thr Leu Asn Leu Thr Ile Met  

    610                 615                 620                

Asn Val Ser Leu Gln Asp Ser Gly Thr Tyr Ala Cys Arg Ala Arg Asn  

625                 630                 635                 640

Val Tyr Thr Gly Glu Glu Ile Leu Gln Lys Lys Glu Ile Thr Ile Arg  

                645                 650                 655    

Asp Gln Glu Ala Pro Tyr Leu Leu Arg Asn Leu Ser Asp His Thr Val  

            660                 665                 670        

Ala Ile Ser Ser Ser Thr Thr Leu Asp Cys His Ala Asn Gly Val Pro  

        675                 680                 685            

Glu Pro Gln Ile Thr Trp Phe Lys Asn Asn His Lys Ile Gln Gln Glu  

    690                 695                 700                

Pro Gly Ile Ile Leu Gly Pro Gly Ser Ser Thr Leu Phe Ile Glu Arg  

705                 710                 715                 720

Val Thr Glu Glu Asp Glu Gly Val Tyr His Cys Lys Ala Thr Asn Gln  

                725                 730                 735    

Lys Gly Ser Val Glu Ser Ser Ala Tyr Leu Thr Val Gln Gly Thr Ser  

            740                 745                 750        

Asp Lys Ser Asn Leu Glu Leu Ile Thr Leu Thr Cys Thr Cys Val Ala  

        755                 760                 765            

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

    770                 775                 780                

Arg Ser Ser Ser Glu Ile Lys Thr Asp Tyr Leu Ser Ile Ile Met Asp  

785                 790                 795                 800

Pro Asp Glu Val Pro Leu Asp Glu Gln Cys Glu Arg Leu Pro Tyr Asp  

                805                 810                 815    

Ala Ser Lys Trp Glu Phe Ala Arg Glu Arg Leu Lys Leu Gly Lys Ser  
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            820                 825                 830        

Leu Gly Arg Gly Ala Phe Gly Lys Val Val Gln Ala Ser Ala Phe Gly  

        835                 840                 845            

Ile Lys Lys Ser Pro Thr Cys Arg Thr Val Ala Val Lys Met Leu Lys  

    850                 855                 860                

Glu Gly Ala Thr Ala Ser Glu Tyr Lys Ala Leu Met Thr Glu Leu Lys  

865                 870                 875                 880

Ile Leu Thr His Ile Gly His His Leu Asn Val Val Asn Leu Leu Gly  

                885                 890                 895    

Ala Cys Thr Lys Gln Gly Gly Pro Leu Met Val Ile Val Glu Tyr Cys  

            900                 905                 910        

Lys Tyr Gly Asn Leu Ser Asn Tyr Leu Lys Ser Lys Arg Asp Leu Phe  

        915                 920                 925            

Phe Leu Asn Lys Asp Ala Ala Leu His Met Glu Pro Lys Lys Glu Lys  

    930                 935                 940                

Met Glu Pro Gly Leu Glu Gln Gly Lys Lys Pro Arg Leu Asp Ser Val  

945                 950                 955                 960

Thr Ser Ser Glu Ser Phe Ala Ser Ser Gly Phe Gln Glu Asp Lys Ser  

                965                 970                 975    

Leu Ser Asp Val Glu Glu Glu Glu Asp Ser Asp Gly Phe Tyr Lys Glu  

            980                 985                 990        

Pro Ile Thr Met Glu Asp Leu Ile Ser Tyr Ser Phe Gln Val Ala Arg  

        995                1000                1005            

Gly Met Glu Phe Leu Ser Ser Arg Lys Cys Ile His Arg Asp Leu Ala  

   1010                1015                1020                

Ala Arg Asn Ile Leu Leu Ser Glu Asn Asn Val Val Lys Ile Cys Asp  

1025               1030                1035                1040
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Phe Gly Leu Ala Arg Asp Ile Tyr Lys Asn Pro Asp Tyr Val Arg Lys  

               1045                1050                1055    

Gly Asp Thr Arg Leu Pro Leu Lys Trp Met Ala Pro Glu Ser Ile Phe  

           1060                1065                1070        

Asp Lys Ile Tyr Ser Thr Lys Ser Asp Val Trp Ser Tyr Gly Val Leu  

       1075                1080                1085            

Leu Trp Glu Ile Phe Ser Leu Gly Gly Ser Pro Tyr Pro Gly Val Gln  

   1090                1095                1100                

Met Asp Glu Asp Phe Cys Ser Arg Leu Arg Glu Gly Met Arg Met Arg  

1105               1110                1115                1120

Ala Pro Glu Tyr Ser Thr Pro Glu Ile Tyr Gln Ile Met Leu Asp Cys  

               1125                1130                1135    

Trp His Arg Asp Pro Lys Glu Arg Pro Arg Phe Ala Glu Leu Val Glu  

           1140                1145                1150        

Lys Leu Gly Asp Leu Leu Gln Ala Asn Val Gln Gln Asp Gly Lys Asp  

       1155                1160                1165            

Tyr Ile Pro Ile Asn Ala Ile Leu Thr Gly Asn Ser Gly Phe Thr Tyr  

   1170                1175                1180                

Ser Thr Pro Ala Phe Ser Glu Asp Phe Phe Lys Glu Ser Ile Ser Ala  

1185               1190                1195                1200

Pro Lys Phe Asn Ser Gly Ser Ser Asp Asp Val Arg Tyr Val Asn Ala  

               1205                1210                1215    

Phe Lys Phe Met Ser Leu Glu Arg Ile Lys Thr Phe Glu Glu Leu Leu  

           1220                1225                1230        

Pro Asn Ala Thr Ser Met Phe Asp Asp Tyr Gln Gly Asp Ser Ser Thr  

       1235                1240                1245            

Leu Leu Ala Ser Pro Met Leu Lys Arg Phe Thr Trp Thr Asp Ser Lys  

   1250                1255                1260                
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Pro Lys Ala Ser Leu Lys Ile Asp Leu Arg Val Thr Ser Lys Ser Lys  

1265               1270                1275                1280

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

               1285                1290                1295    

Cys Gly His Val Ser Glu Gly Lys Arg Arg Phe Thr Tyr Asp His Ala  

           1300                1305                1310        

Glu Leu Glu Arg Lys Ile Ala Cys Cys Ser Pro Pro Pro Asp Tyr Asn  

       1315                1320                1325            

Ser Val Val Leu Tyr Ser Thr Pro Pro Ile                          

   1330                1335            

<210> 9

<211> 5830

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 9

actgagtccc gggaccccgg gagagcggtc agtgtgtggt cgctgcgttt cctctgcctg 60    

cgccgggcat cacttgcgcg ccgcagaaag tccgtctggc agcctggata tcctctccta 120   

ccggcacccg cagacgcccc tgcagccgcc ggtcggcgcc cgggctccct agccctgtgc 180   

gctcaactgt cctgcgctgc ggggtgccgc gagttccacc tccgcgcctc cttctctaga 240   

caggcgctgg gagaaagaac cggctcccga gttctgggca tttcgcccgg ctcgaggtgc 300   

aggatgcaga gcaaggtgct gctggccgtc gccctgtggc tctgcgtgga gacccgggcc 360   

gcctctgtgg gtttgcctag tgtttctctt gatctgccca ggctcagcat acaaaaagac 420   

atacttacaa ttaaggctaa tacaactctt caaattactt gcaggggaca gagggacttg 480   

gactggcttt ggcccaataa tcagagtggc agtgagcaaa gggtggaggt gactgagtgc 540   

agcgatggcc tcttctgtaa gacactcaca attccaaaag tgatcggaaa tgacactgga 600   

gcctacaagt gcttctaccg ggaaactgac ttggcctcgg tcatttatgt ctatgttcaa 660   

gattacagat ctccatttat tgcttctgtt agtgaccaac atggagtcgt gtacattact 720   

gagaacaaaa acaaaactgt ggtgattcca tgtctcgggt ccatttcaaa tctcaacgtg 780   

tcactttgtg caagataccc agaaaagaga tttgttcctg atggtaacag aatttcctgg 840   

gacagcaaga agggctttac tattcccagc tacatgatca gctatgctgg catggtcttc 900   

tgtgaagcaa aaattaatga tgaaagttac cagtctatta tgtacatagt tgtcgttgta 960   

gggtatagga tttatgatgt ggttctgagt ccgtctcatg gaattgaact atctgttgga 1020  

gaaaagcttg tcttaaattg tacagcaaga actgaactaa atgtggggat tgacttcaac 1080  

tgggaatacc cttcttcgaa gcatcagcat aagaaacttg taaaccgaga cctaaaaacc 1140  

cagtctggga gtgagatgaa gaaatttttg agcaccttaa ctatagatgg tgtaacccgg 1200  

agtgaccaag gattgtacac ctgtgcagca tccagtgggc tgatgaccaa gaagaacagc 1260  

acatttgtca gggtccatga aaaacctttt gttgcttttg gaagtggcat ggaatctctg 1320  

gtggaagcca cggtggggga gcgtgtcaga atccctgcga agtaccttgg ttacccaccc 1380  
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ccagaaataa aatggtataa aaatggaata ccccttgagt ccaatcacac aattaaagcg 1440  

gggcatgtac tgacgattat ggaagtgagt gaaagagaca caggaaatta cactgtcatc 1500  

cttaccaatc ccatttcaaa ggagaagcag agccatgtgg tctctctggt tgtgtatgtc 1560  

ccaccccaga ttggtgagaa atctctaatc tctcctgtgg attcctacca gtacggcacc 1620  

actcaaacgc tgacatgtac ggtctatgcc attcctcccc cgcatcacat ccactggtat 1680  

tggcagttgg aggaagagtg cgccaacgag cccagccaag ctgtctcagt gacaaaccca 1740  

tacccttgtg aagaatggag aagtgtggag gacttccagg gaggaaataa aattgaagtt 1800  

aataaaaatc aatttgctct aattgaagga aaaaacaaaa ctgtaagtac ccttgttatc 1860  

caagcggcaa atgtgtcagc tttgtacaaa tgtgaagcgg tcaacaaagt cgggagagga 1920  

gagagggtga tctccttcca cgtgaccagg ggtcctgaaa ttactttgca acctgacatg 1980  

cagcccactg agcaggagag cgtgtctttg tggtgcactg cagacagatc tacgtttgag 2040  

aacctcacat ggtacaagct tggcccacag cctctgccaa tccatgtggg agagttgccc 2100  

acacctgttt gcaagaactt ggatactctt tggaaattga atgccaccat gttctctaat 2160  

agcacaaatg acattttgat catggagctt aagaatgcat ccttgcagga ccaaggagac 2220  

tatgtctgcc ttgctcaaga caggaagacc aagaaaagac attgcgtggt caggcagctc 2280  

acagtcctag agcgtgtggc acccacgatc acaggaaacc tggagaatca gacgacaagt 2340  

attggggaaa gcatcgaagt ctcatgcacg gcatctggga atccccctcc acagatcatg 2400  

tggtttaaag ataatgagac ccttgtagaa gactcaggca ttgtattgaa ggatgggaac 2460  

cggaacctca ctatccgcag agtgaggaag gaggacgaag gcctctacac ctgccaggca 2520  

tgcagtgttc ttggctgtgc aaaagtggag gcatttttca taatagaagg tgcccaggaa 2580  

aagacgaact tggaaatcat tattctagta ggcacggcgg tgattgccat gttcttctgg 2640  

ctacttcttg tcatcatcct acggaccgtt aagcgggcca atggagggga actgaagaca 2700  

ggctacttgt ccatcgtcat ggatccagat gaactcccat tggatgaaca ttgtgaacga 2760  

ctgccttatg atgccagcaa atgggaattc cccagagacc ggctgaagct aggtaagcct 2820  

cttggccgtg gtgcctttgg ccaagtgatt gaagcagatg cctttggaat tgacaagaca 2880  

gcaacttgca ggacagtagc agtcaaaatg ttgaaagaag gagcaacaca cagtgagcat 2940  

cgagctctca tgtctgaact caagatcctc attcatattg gtcaccatct caatgtggtc 3000  

aaccttctag gtgcctgtac caagccagga gggccactca tggtgattgt ggaattctgc 3060  

aaatttggaa acctgtccac ttacctgagg agcaagagaa atgaatttgt cccctacaag 3120  

accaaagggg cacgattccg tcaagggaaa gactacgttg gagcaatccc tgtggatctg 3180  

aaacggcgct tggacagcat caccagtagc cagagctcag ccagctctgg atttgtggag 3240  

gagaagtccc tcagtgatgt agaagaagag gaagctcctg aagatctgta taaggacttc 3300  

ctgaccttgg agcatctcat ctgttacagc ttccaagtgg ctaagggcat ggagttcttg 3360  

gcatcgcgaa agtgtatcca cagggacctg gcggcacgaa atatcctctt atcggagaag 3420  

aacgtggtta aaatctgtga ctttggcttg gcccgggata tttataaaga tccagattat 3480  

gtcagaaaag gagatgctcg cctccctttg aaatggatgg ccccagaaac aatttttgac 3540  

agagtgtaca caatccagag tgacgtctgg tcttttggtg ttttgctgtg ggaaatattt 3600  

tccttaggtg cttctccata tcctggggta aagattgatg aagaattttg taggcgattg 3660  

aaagaaggaa ctagaatgag ggcccctgat tatactacac cagaaatgta ccagaccatg 3720  

ctggactgct ggcacgggga gcccagtcag agacccacgt tttcagagtt ggtggaacat 3780  

ttgggaaatc tcttgcaagc taatgctcag caggatggca aagactacat tgttcttccg 3840  

atatcagaga ctttgagcat ggaagaggat tctggactct ctctgcctac ctcacctgtt 3900  

tcctgtatgg aggaggagga agtatgtgac cccaaattcc attatgacaa cacagcagga 3960  

atcagtcagt atctgcagaa cagtaagcga aagagccggc ctgtgagtgt aaaaacattt 4020  

gaagatatcc cgttagaaga accagaagta aaagtaatcc cagatgacaa ccagacggac 4080  

agtggtatgg ttcttgcctc agaagagctg aaaactttgg aagacagaac caaattatct 4140  

ccatcttttg gtggaatggt gcccagcaaa agcagggagt ctgtggcatc tgaaggctca 4200  

aaccagacaa gcggctacca gtccggatat cactccgatg acacagacac caccgtgtac 4260  

tccagtgagg aagcagaact tttaaagctg atagagattg gagtgcaaac cggtagcaca 4320  

gcccagattc tccagcctga ctcggggacc acactgagct ctcctcctgt ttaaaaggaa 4380  
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gcatccacac cccaactccc ggacatcaca tgagaggtct gctcagattt tgaagtgttg 4440  

ttctttccac cagcaggaag tagccgcatt tgattttcat ttcgacaaca gaaaaaggac 4500  

ctcggactgc agggagccag tcttctaggc atatcctgga agaggcttgt gacccaagaa 4560  

tgtgtctgtg tcttctccca gtgttgacct gatcctcttt tttcattcat ttaaaaagca 4620  

ttatcatgcc cctgctgcgg gtctcaccat gggtttagaa caaagagctt caagcaatgg 4680  

ccccatcctc aaagaagtag cagtacctgg ggagctgaca cttctgtaaa actagaagat 4740  

aaaccaggca acgtaagtgt tcgaggtgtt gaagatggga aggatttgca gggctgagtc 4800  

tatccaagag gctttgttta ggacgtgggt cccaagccaa gccttaagtg tggaattcgg 4860  

attgatagaa aggaagacta acgttacctt gctttggaga gtactggagc ctgcaaatgc 4920  

attgtgtttg ctctggtgga ggtgggcatg gggtctgttc tgaaatgtaa agggttcaga 4980  

cggggtttct ggttttagaa ggttgcgtgt tcttcgagtt gggctaaagt agagttcgtt 5040  

gtgctgtttc tgactcctaa tgagagttcc ttccagaccg ttagctgtct ccttgccaag 5100  

ccccaggaag aaaatgatgc agctctggct ccttgtctcc caggctgatc ctttattcag 5160  

aataccacaa agaaaggaca ttcagctcaa ggctccctgc cgtgttgaag agttctgact 5220  

gcacaaacca gcttctggtt tcttctggaa tgaataccct catatctgtc ctgatgtgat 5280  

atgtctgaga ctgaatgcgg gaggttcaat gtgaagctgt gtgtggtgtc aaagtttcag 5340  

gaaggatttt acccttttgt tcttccccct gtccccaacc cactctcacc ccgcaaccca 5400  

tcagtatttt agttatttgg cctctactcc agtaaacctg attgggtttg ttcactctct 5460  

gaatgattat tagccagact tcaaaattat tttatagccc aaattataac atctattgta 5520  

ttatttagac ttttaacata tagagctatt tctactgatt tttgcccttg ttctgtcctt 5580  

tttttcaaaa aagaaaatgt gttttttgtt tggtaccata gtgtgaaatg ctgggaacaa 5640  

tgactataag acatgctatg gcacatatat ttatagtctg tttatgtaga aacaaatgta 5700  

atatattaaa gccttatata taatgaactt tgtactattc acattttgta tcagtattat 5760  

gtagcataac aaaggtcata atgctttcag caattgatgt cattttatta aagaacattg 5820  

aaaaacttga                                                        5830  

<210> 10

<211> 1356

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Met Gln Ser Lys Val Leu Leu Ala Val Ala Leu Trp Leu Cys Val Glu  

  1               5                  10                  15    

Thr Arg Ala Ala Ser Val Gly Leu Pro Ser Val Ser Leu Asp Leu Pro  

             20                  25                  30        

Arg Leu Ser Ile Gln Lys Asp Ile Leu Thr Ile Lys Ala Asn Thr Thr  

         35                  40                  45            

Leu Gln Ile Thr Cys Arg Gly Gln Arg Asp Leu Asp Trp Leu Trp Pro  

     50                  55                  60                

Asn Asn Gln Ser Gly Ser Glu Gln Arg Val Glu Val Thr Glu Cys Ser  

등록특허 10-1218889

- 95 -



 65                  70                  75                  80

Asp Gly Leu Phe Cys Lys Thr Leu Thr Ile Pro Lys Val Ile Gly Asn  

                 85                  90                  95    

Asp Thr Gly Ala Tyr Lys Cys Phe Tyr Arg Glu Thr Asp Leu Ala Ser  

            100                 105                 110        

Val Ile Tyr Val Tyr Val Gln Asp Tyr Arg Ser Pro Phe Ile Ala Ser  

        115                 120                 125            

Val Ser Asp Gln His Gly Val Val Tyr Ile Thr Glu Asn Lys Asn Lys  

    130                 135                 140                

Thr Val Val Ile Pro Cys Leu Gly Ser Ile Ser Asn Leu Asn Val Ser  

145                 150                 155                 160

Leu Cys Ala Arg Tyr Pro Glu Lys Arg Phe Val Pro Asp Gly Asn Arg  

                165                 170                 175    

Ile Ser Trp Asp Ser Lys Lys Gly Phe Thr Ile Pro Ser Tyr Met Ile  

            180                 185                 190        

Ser Tyr Ala Gly Met Val Phe Cys Glu Ala Lys Ile Asn Asp Glu Ser  

        195                 200                 205            

Tyr Gln Ser Ile Met Tyr Ile Val Val Val Val Gly Tyr Arg Ile Tyr  

    210                 215                 220                

Asp Val Val Leu Ser Pro Ser His Gly Ile Glu Leu Ser Val Gly Glu  

225                 230                 235                 240

Lys Leu Val Leu Asn Cys Thr Ala Arg Thr Glu Leu Asn Val Gly Ile  

                245                 250                 255    

Asp Phe Asn Trp Glu Tyr Pro Ser Ser Lys His Gln His Lys Lys Leu  

            260                 265                 270        

Val Asn Arg Asp Leu Lys Thr Gln Ser Gly Ser Glu Met Lys Lys Phe  

        275                 280                 285            
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Leu Ser Thr Leu Thr Ile Asp Gly Val Thr Arg Ser Asp Gln Gly Leu  

    290                 295                 300                

Tyr Thr Cys Ala Ala Ser Ser Gly Leu Met Thr Lys Lys Asn Ser Thr  

305                 310                 315                 320

Phe Val Arg Val His Glu Lys Pro Phe Val Ala Phe Gly Ser Gly Met  

                325                 330                 335    

Glu Ser Leu Val Glu Ala Thr Val Gly Glu Arg Val Arg Ile Pro Ala  

            340                 345                 350        

Lys Tyr Leu Gly Tyr Pro Pro Pro Glu Ile Lys Trp Tyr Lys Asn Gly  

        355                 360                 365            

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

    370                 375                 380                

Ile Met Glu Val Ser Glu Arg Asp Thr Gly Asn Tyr Thr Val Ile Leu  

385                 390                 395                 400

Thr Asn Pro Ile Ser Lys Glu Lys Gln Ser His Val Val Ser Leu Val  

                405                 410                 415    

Val Tyr Val Pro Pro Gln Ile Gly Glu Lys Ser Leu Ile Ser Pro Val  

            420                 425                 430        

Asp Ser Tyr Gln Tyr Gly Thr Thr Gln Thr Leu Thr Cys Thr Val Tyr  

        435                 440                 445            

Ala Ile Pro Pro Pro His His Ile His Trp Tyr Trp Gln Leu Glu Glu  

    450                 455                 460                

Glu Cys Ala Asn Glu Pro Ser Gln Ala Val Ser Val Thr Asn Pro Tyr  

465                 470                 475                 480

Pro Cys Glu Glu Trp Arg Ser Val Glu Asp Phe Gln Gly Gly Asn Lys  

                485                 490                 495    

Ile Glu Val Asn Lys Asn Gln Phe Ala Leu Ile Glu Gly Lys Asn Lys  

            500                 505                 510        
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Thr Val Ser Thr Leu Val Ile Gln Ala Ala Asn Val Ser Ala Leu Tyr  

        515                 520                 525            

Lys Cys Glu Ala Val Asn Lys Val Gly Arg Gly Glu Arg Val Ile Ser  

    530                 535                 540                

Phe His Val Thr Arg Gly Pro Glu Ile Thr Leu Gln Pro Asp Met Gln  

545                 550                 555                 560

Pro Thr Glu Gln Glu Ser Val Ser Leu Trp Cys Thr Ala Asp Arg Ser  

                565                 570                 575    

Thr Phe Glu Asn Leu Thr Trp Tyr Lys Leu Gly Pro Gln Pro Leu Pro  

            580                 585                 590        

Ile His Val Gly Glu Leu Pro Thr Pro Val Cys Lys Asn Leu Asp Thr  

        595                 600                 605            

Leu Trp Lys Leu Asn Ala Thr Met Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asp Ile  

    610                 615                 620                

Leu Ile Met Glu Leu Lys Asn Ala Ser Leu Gln Asp Gln Gly Asp Tyr  

625                 630                 635                 640

Val Cys Leu Ala Gln Asp Arg Lys Thr Lys Lys Arg His Cys Val Val  

                645                 650                 655    

Arg Gln Leu Thr Val Leu Glu Arg Val Ala Pro Thr Ile Thr Gly Asn  

            660                 665                 670        

Leu Glu Asn Gln Thr Thr Ser Ile Gly Glu Ser Ile Glu Val Ser Cys  

        675                 680                 685            

Thr Ala Ser Gly Asn Pro Pro Pro Gln Ile Met Trp Phe Lys Asp Asn  

    690                 695                 700                

Glu Thr Leu Val Glu Asp Ser Gly Ile Val Leu Lys Asp Gly Asn Arg  

705                 710                 715                 720

Asn Leu Thr Ile Arg Arg Val Arg Lys Glu Asp Glu Gly Leu Tyr Thr  
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                725                 730                 735    

Cys Gln Ala Cys Ser Val Leu Gly Cys Ala Lys Val Glu Ala Phe Phe  

            740                 745                 750        

Ile Ile Glu Gly Ala Gln Glu Lys Thr Asn Leu Glu Ile Ile Ile Leu  

        755                 760                 765            

Val Gly Thr Ala Val Ile Ala Met Phe Phe Trp Leu Leu Leu Val Ile  

    770                 775                 780                

Ile Leu Arg Thr Val Lys Arg Ala Asn Gly Gly Glu Leu Lys Thr Gly  

785                 790                 795                 800

Tyr Leu Ser Ile Val Met Asp Pro Asp Glu Leu Pro Leu Asp Glu His  

                805                 810                 815    

Cys Glu Arg Leu Pro Tyr Asp Ala Ser Lys Trp Glu Phe Pro Arg Asp  

            820                 825                 830        

Arg Leu Lys Leu Gly Lys Pro Leu Gly Arg Gly Ala Phe Gly Gln Val  

        835                 840                 845            

Ile Glu Ala Asp Ala Phe Gly Ile Asp Lys Thr Ala Thr Cys Arg Thr  

    850                 855                 860                

Val Ala Val Lys Met Leu Lys Glu Gly Ala Thr His Ser Glu His Arg  

865                 870                 875                 880

Ala Leu Met Ser Glu Leu Lys Ile Leu Ile His Ile Gly His His Leu  

                885                 890                 895    

Asn Val Val Asn Leu Leu Gly Ala Cys Thr Lys Pro Gly Gly Pro Leu  

            900                 905                 910        

Met Val Ile Val Glu Phe Cys Lys Phe Gly Asn Leu Ser Thr Tyr Leu  

        915                 920                 925            

Arg Ser Lys Arg Asn Glu Phe Val Pro Tyr Lys Thr Lys Gly Ala Arg  

    930                 935                 940                

등록특허 10-1218889

- 99 -



Phe Arg Gln Gly Lys Asp Tyr Val Gly Ala Ile Pro Val Asp Leu Lys  

945                 950                 955                 960

Arg Arg Leu Asp Ser Ile Thr Ser Ser Gln Ser Ser Ala Ser Ser Gly  

                965                 970                 975    

Phe Val Glu Glu Lys Ser Leu Ser Asp Val Glu Glu Glu Glu Ala Pro  

            980                 985                 990        

Glu Asp Leu Tyr Lys Asp Phe Leu Thr Leu Glu His Leu Ile Cys Tyr  

        995                1000                1005            

Ser Phe Gln Val Ala Lys Gly Met Glu Phe Leu Ala Ser Arg Lys Cys  

   1010                1015                1020                

Ile His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn Ile Leu Leu Ser Glu Lys Asn  

1025               1030                1035                1040

Val Val Lys Ile Cys Asp Phe Gly Leu Ala Arg Asp Ile Tyr Lys Asp  

               1045                1050                1055    

Pro Asp Tyr Val Arg Lys Gly Asp Ala Arg Leu Pro Leu Lys Trp Met  

           1060                1065                1070        

Ala Pro Glu Thr Ile Phe Asp Arg Val Tyr Thr Ile Gln Ser Asp Val  

       1075                1080                1085            

Trp Ser Phe Gly Val Leu Leu Trp Glu Ile Phe Ser Leu Gly Ala Ser  

   1090                1095                1100                

Pro Tyr Pro Gly Val Lys Ile Asp Glu Glu Phe Cys Arg Arg Leu Lys  

1105               1110                1115                1120

Glu Gly Thr Arg Met Arg Ala Pro Asp Tyr Thr Thr Pro Glu Met Tyr  

               1125                1130                1135    

Gln Thr Met Leu Asp Cys Trp His Gly Glu Pro Ser Gln Arg Pro Thr  

           1140                1145                1150        

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

       1155                1160                1165            
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Gln Gln Asp Gly Lys Asp Tyr Ile Val Leu Pro Ile Ser Glu Thr Leu  

   1170                1175                1180                

Ser Met Glu Glu Asp Ser Gly Leu Ser Leu Pro Thr Ser Pro Val Ser  

1185               1190                1195                1200

Cys Met Glu Glu Glu Glu Val Cys Asp Pro Lys Phe His Tyr Asp Asn  

               1205                1210                1215    

Thr Ala Gly Ile Ser Gln Tyr Leu Gln Asn Ser Lys Arg Lys Ser Arg  

           1220                1225                1230        

Pro Val Ser Val Lys Thr Phe Glu Asp Ile Pro Leu Glu Glu Pro Glu  

       1235                1240                1245            

Val Lys Val Ile Pro Asp Asp Asn Gln Thr Asp Ser Gly Met Val Leu  

   1250                1255                1260                

Ala Ser Glu Glu Leu Lys Thr Leu Glu Asp Arg Thr Lys Leu Ser Pro  

1265               1270                1275                1280

Ser Phe Gly Gly Met Val Pro Ser Lys Ser Arg Glu Ser Val Ala Ser  

               1285                1290                1295    

Glu Gly Ser Asn Gln Thr Ser Gly Tyr Gln Ser Gly Tyr His Ser Asp  

           1300                1305                1310        

Asp Thr Asp Thr Thr Val Tyr Ser Ser Glu Glu Ala Glu Leu Leu Lys  

       1315                1320                1325            

Leu Ile Glu Ile Gly Val Gln Thr Gly Ser Thr Ala Gln Ile Leu Gln  

   1330                1335                1340                

Pro Asp Ser Gly Thr Thr Leu Ser Ser Pro Pro Val                  

1345               1350                1355    

<210> 11

<211> 2305

<212> DNA
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<213> Homo sapiens

<400> 11

ttcttggggc tgatgtccgc aaatatgcag aattaccggc cgggtcgctc ctgaagccag 60    

cgcggggagc gagcgcggcg gcggccagca ccgggaacgc accgaggaag aagcccagcc 120   

cccgccctcc gccccttccg tccccacccc ctacccggcg gcccaggagg ctccccggct 180   

gcggcgcgca ctccctgttt ctcctcctcc tggctggcgc tgcctgcctc tccgcactca 240   

ctgctcgccg ggcgccgtcc gccagctccg tgctccccgc gccaccctcc tccgggccgc 300   

gctccctaag ggatggtact gaatttcgcc gccacaggag accggctgga gcgcccgccc 360   

cgcgcctcgc ctctcctccg agcagccagc gcctcgggac gcgatgagga ccttggcttg 420   

cctgctgctc ctcggctgcg gatacctcgc ccatgttctg gccgaggaag ccgagatccc 480   

ccgcgaggtg atcgagaggc tggcccgcag tcagatccac agcatccggg acctccagcg 540   

actcctggag atagactccg tagggagtga ggattctttg gacaccagcc tgagagctca 600   

cggggtccac gccactaagc atgtgcccga gaagcggccc ctgcccattc ggaggaagag 660   

aagcatcgag gaagctgtcc ccgctgtctg caagaccagg acggtcattt acgagattcc 720   

tcggagtcag gtcgacccca cgtccgccaa cttcctgatc tggcccccgt gcgtggaggt 780   

gaaacgctgc accggctgct gcaacacgag cagtgtcaag tgccagccct cccgcgtcca 840   

ccaccgcagc gtcaaggtgg ccaaggtgga atacgtcagg aagaagccaa aattaaaaga 900   

agtccaggtg aggttagagg agcatttgga gtgcgcctgc gcgaccacaa gcctgaatcc 960   

ggattatcgg gaagaggaca cggatgtgag gtgaggatga gccgcagccc tttcctggga 1020  

catggatgta catggcgtgt tacattcctg aacctactat gtacggtgct ttattgccag 1080  

tgtgcggtct ttgttctcct ccgtgaaaaa ctgtgtccga gaacactcgg gagaacaaag 1140  

agacagtgca catttgttta atgtgacatc aaagcaagta ttgtagcact cggtgaagca 1200  

gtaagaagct tccttgtcaa aaagagagag agagagagag agagagaaaa caaaaccaca 1260  

aatgacaaaa acaaaacgga ctcacaaaaa tatctaaact cgatgagatg gagggtcgcc 1320  

ccgtgggatg gaagtgcaga ggtctcagca gactggattt ctgtccgggt ggtcacaggt 1380  

gcttttttgc cgaggatgca gagcctgctt tgggaacgac tccagagggg tgctggtggg 1440  

ctctgcaggg cccgcaggaa gcaggaatgt cttggaaacc gccacgcgaa ctttagaaac 1500  

cacacctcct cgctgtagta tttaagccca tacagaaacc ttcctgagag ccttaagtgg 1560  

tttttttttt tgtttttgtt ttgttttttt tttttttgtt tttttttttt tttttttttt 1620  

ttacaccata aagtgattat taagcttcct tttactcttt ggctagcttt tttttttttt 1680  

tttttttttt ttttttttaa ttatctcttg gatgacattt acaccgataa cacacaggct 1740  

gctgtaactg tcaggacagt gcgacggtat ttttcctagc aagatgcaaa ctaatgagat 1800  

gtattaaaat aaacatggta tacctaccta tgcatcattt cctaaatgtt tctggctttg 1860  

tgtttctccc ttaccctgct ttatttgtta atttaagcca ttttgaaaga actatgcgtc 1920  

aaccaatcgt acgccgtccc tgcggcacct gccccagagc ccgtttgtgg ctgagtgaca 1980  

acttgttccc cgcagtgcac acctagaatg ctgtgttccc acgcggcacg tgagatgcat 2040  

tgccgcttct gtctgtgttg ttggtgtgcc ctggtgccgt ggtggcggtc actccctctg 2100  

ctgccagtgt ttggacagaa cccaaattct ttatttttgg taagatattg tgctttacct 2160  

gtattaacag aaatgtgtgt gtgtggtttg tttttttgta aaggtgaagt ttgtatgttt 2220  

acctaatatt acctgttttg tatacctgag agcctgctat gttcttcttt tgttgatcca 2280  

aaattaaaaa aaaaatacca ccaac                                       2305  

<210> 12

<211> 196

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 12

Met Arg Thr Leu Ala Cys Leu Leu Leu Leu Gly Cys Gly Tyr Leu Ala  

  1               5                  10                  15    

His Val Leu Ala Glu Glu Ala Glu Ile Pro Arg Glu Val Ile Glu Arg  

             20                  25                  30        

Leu Ala Arg Ser Gln Ile His Ser Ile Arg Asp Leu Gln Arg Leu Leu  

         35                  40                  45            

Glu Ile Asp Ser Val Gly Ser Glu Asp Ser Leu Asp Thr Ser Leu Arg  

     50                  55                  60                

Ala His Gly Val His Ala Thr Lys His Val Pro Glu Lys Arg Pro Leu  

 65                  70                  75                  80

Pro Ile Arg Arg Lys Arg Ser Ile Glu Glu Ala Val Pro Ala Val Cys  

                 85                  90                  95    

Lys Thr Arg Thr Val Ile Tyr Glu Ile Pro Arg Ser Gln Val Asp Pro  

            100                 105                 110        

Thr Ser Ala Asn Phe Leu Ile Trp Pro Pro Cys Val Glu Val Lys Arg  

        115                 120                 125            

Cys Thr Gly Cys Cys Asn Thr Ser Ser Val Lys Cys Gln Pro Ser Arg  

    130                 135                 140                

Val His His Arg Ser Val Lys Val Ala Lys Val Glu Tyr Val Arg Lys  

145                 150                 155                 160

Lys Pro Lys Leu Lys Glu Val Gln Val Arg Leu Glu Glu His Leu Glu  

                165                 170                 175    

Cys Ala Cys Ala Thr Thr Ser Leu Asn Pro Asp Tyr Arg Glu Glu Asp  

            180                 185                 190        

Thr Asp Val Arg                                                  

        195    

<210> 13
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<211> 6633

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 13

ttctccccgc cccccagttg ttgtcgaagt ctgggggttg ggactggacc ccctgattgc 60    

gtaagagcaa aaagcgaagg cgcaatctgg acactgggag attcggagcg cagggagttt 120   

gagagaaact tttattttga agagaccaag gttgaggggg ggcttatttc ctgacagcta 180   

tttacttaga gcaaatgatt agttttagaa ggatggacta taacattgaa tcaattacaa 240   

aacgcggttt ttgagcccat tactgttgga gctacaggga gagaaacagg aggagactgc 300   

aagagatcat ttgggaaggc cgtgggcacg ctctttactc catgtgtggg acattcattg 360   

cggaataaca tcggaggaga agtttcccag agctatgggg acttcccatc cggcgttcct 420   

ggtcttaggc tgtcttctca cagggctgag cctaatcctc tgccagcttt cattaccctc 480   

tatccttcca aatgaaaatg aaaaggttgt gcagctgaat tcatcctttt ctctgagatg 540   

ctttggggag agtgaagtga gctggcagta ccccatgtct gaagaagaga gctccgatgt 600   

ggaaatcaga aatgaagaaa acaacagcgg cctttttgtg acggtcttgg aagtgagcag 660   

tgcctcggcg gcccacacag ggttgtacac ttgctattac aaccacactc agacagaaga 720   

gaatgagctt gaaggcaggc acatttacat ctatgtgcca gacccagatg tagcctttgt 780   

acctctagga atgacggatt atttagtcat cgtggaggat gatgattctg ccattatacc 840   

ttgtcgcaca actgatcccg agactcctgt aaccttacac aacagtgagg gggtggtacc 900   

tgcctcctac gacagcagac agggctttaa tgggaccttc actgtagggc cctatatctg 960   

tgaggccacc gtcaaaggaa agaagttcca gaccatccca tttaatgttt atgctttaaa 1020  

agcaacatca gagctggatc tagaaatgga agctcttaaa accgtgtata agtcagggga 1080  

aacgattgtg gtcacctgtg ctgtttttaa caatgaggtg gttgaccttc aatggactta 1140  

ccctggagaa gtgaaaggca aaggcatcac aatgctggaa gaaatcaaag tcccatccat 1200  

caaattggtg tacactttga cggtccccga ggccacggtg aaagacagtg gagattacga 1260  

atgtgctgcc cgccaggcta ccagggaggt caaagaaatg aagaaagtca ctatttctgt 1320  

ccatgagaaa ggtttcattg aaatcaaacc caccttcagc cagttggaag ctgtcaacct 1380  

gcatgaagtc aaacattttg ttgtagaggt gcgggcctac ccacctccca ggatatcctg 1440  

gctgaaaaac aatctgactc tgattgaaaa tctcactgag atcaccactg atgtggaaaa 1500  

gattcaggaa ataaggtatc gaagcaaatt aaagctgatc cgtgctaagg aagaagacag 1560  

tggccattat actattgtag ctcaaaatga agatgctgtg aagagctata cttttgaact 1620  

gttaactcaa gttccttcat ccattctgga cttggtcgat gatcaccatg gctcaactgg 1680  

gggacagacg gtgaggtgca cagctgaagg cacgccgctt cctgatattg agtggatgat 1740  

atgcaaagat attaagaaat gtaataatga aacttcctgg actattttgg ccaacaatgt 1800  

ctcaaacatc atcacggaga tccactcccg agacaggagt accgtggagg gccgtgtgac 1860  

tttcgccaaa gtggaggaga ccatcgccgt gcgatgcctg gctaagaatc tccttggagc 1920  

tgagaaccga gagctgaagc tggtggctcc caccctgcgt tctgaactca cggtggctgc 1980  

tgcagtcctg gtgctgttgg tgattgtgat catctcactt attgtcctgg ttgtcatttg 2040  

gaaacagaaa ccgaggtatg aaattcgctg gagggtcatt gaatcaatca gcccggatgg 2100  

acatgaatat atttatgtgg acccgatgca gctgccttat gactcaagat gggagtttcc 2160  

aagagatgga ctagtgcttg gtcgggtctt ggggtctgga gcgtttggga aggtggttga 2220  

aggaacagcc tatggattaa gccggtccca acctgtcatg aaagttgcag tgaagatgct 2280  

aaaacccacg gccagatcca gtgaaaaaca agctctcatg tctgaactga agataatgac 2340  

tcacctgggg ccacatttga acattgtaaa cttgctggga gcctgcacca agtcaggccc 2400  

catttacatc atcacagagt attgcttcta tggagatttg gtcaactatt tgcataagaa 2460  

tagggatagc ttcctgagcc accacccaga gaagccaaag aaagagctgg atatctttgg 2520  

attgaaccct gctgatgaaa gcacacggag ctatgttatt ttatcttttg aaaacaatgg 2580  

tgactacatg gacatgaagc aggctgatac tacacagtat gtccccatgc tagaaaggaa 2640  

agaggtttct aaatattccg acatccagag atcactctat gatcgtccag cctcatataa 2700  
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gaagaaatct atgttagact cagaagtcaa aaacctcctt tcagatgata actcagaagg 2760  

ccttacttta ttggatttgt tgagcttcac ctatcaagtt gcccgaggaa tggagttttt 2820  

ggcttcaaaa aattgtgtcc accgtgatct ggctgctcgc aacgtcctcc tggcacaagg 2880  

aaaaattgtg aagatctgtg actttggcct ggccagagac atcatgcatg attcgaacta 2940  

tgtgtcgaaa ggcagtacct ttctgcccgt gaagtggatg gctcctgaga gcatctttga 3000  

caacctctac accacactga gtgatgtctg gtcttatggc attctgctct gggagatctt 3060  

ttcccttggt ggcacccctt accccggcat gatggtggat tctactttct acaataagat 3120  

caagagtggg taccggatgg ccaagcctga ccacgctacc agtgaagtct acgagatcat 3180  

ggtgaaatgc tggaacagtg agccggagaa gagaccctcc ttttaccacc tgagtgagat 3240  

tgtggagaat ctgctgcctg gacaatataa aaagagttat gaaaaaattc acctggactt 3300  

cctgaagagt gaccatcctg ctgtggcacg catgcgtgtg gactcagaca atgcatacat 3360  

tggtgtcacc tacaaaaacg aggaagacaa gctgaaggac tgggagggtg gtctggatga 3420  

gcagagactg agcgctgaca gtggctacat cattcctctg cctgacattg accctgtccc 3480  

tgaggaggag gacctgggca agaggaacag acacagctcg cagacctctg aagagagtgc 3540  

cattgagacg ggttccagca gttccacctt catcaagaga gaggacgaga ccattgaaga 3600  

catcgacatg atggacgaca tcggcataga ctcttcagac ctggtggaag acagcttcct 3660  

gtaactggcg gattcgaggg gttccttcca cttctggggc cacctctgga tcccgttcag 3720  

aaaaccactt tattgcaatg cggaggttga gaggaggact tggttgatgt ttaaagagaa 3780  

gttcccagcc aagggcctcg gggagcgttc taaatatgaa tgaatgggat attttgaaat 3840  

gaactttgtc agtgttgcct ctcgcaatgc ctcagtagca tctcagtggt gtgtgaagtt 3900  

tggagataga tggataaggg aataataggc cacagaaggt gaactttgtg cttcaaggac 3960  

attggtgaga gtccaacaga cacaatttat actgcgacag aacttcagca ttgtaattat 4020  

gtaaataact ctaaccaagg ctgtgtttag attgtattaa ctatcttctt tggacttctg 4080  

aagagaccac tcaatccatc catgtacttc cctcttgaaa cctgatgtca gctgctgttg 4140  

aactttttaa agaagtgcat gaaaaaccat ttttgaacct taaaaggtac tggtactata 4200  

gcattttgct atctttttta gtgttaagag ataaagaata ataattaacc aaccttgttt 4260  

aatagatttg ggtcatttag aagcctgaca actcattttc atattgtaat ctatgtttat 4320  

aatactacta ctgttatcag taatgctaaa tgtgtaataa tgtaacatga tttccctcca 4380  

gagaaagcac aatttaaaac aatccttact aagtaggtga tgagtttgac agtttttgac 4440  

atttatatta aataacatgt ttctctataa agtatggtaa tagctttagt gaattaaatt 4500  

tagttgagca tagagaacaa agtaaaagta gtgttgtcca ggaagtcaga atttttaact 4560  

gtactgaata ggttccccaa tccatcgtat taaaaaacaa ttaactgccc tctgaaataa 4620  

tgggattaga aacaaacaaa actcttaagt cctaaaagtt ctcaatgtag aggcataaac 4680  

ctgtgctgaa cataacttct catgtatatt acccaatgga aaatataatg atcagcaaaa 4740  

agactggatt tgcagaagtt tttttttttt ttcttcatgc ctgatgaaag ctttggcaac 4800  

cccaatatat gtattttttg aatctatgaa cctgaaaagg gtcagaagga tgcccagaca 4860  

tcagcctcct tctttcaccc cttaccccaa agagaaagag tttgaaactc gagaccataa 4920  

agatattctt tagtggaggc tggatgtgca ttagcctgga tcctcagttc tcaaatgtgt 4980  

gtggcagcca ggatgactag atcctgggtt tccatccttg agattctgaa gtatgaagtc 5040  

tgagggaaac cagagtctgt atttttctaa actccctggc tgttctgatc ggccagtttt 5100  

cggaaacact gacttaggtt tcaggaagtt gccatgggaa acaaataatt tgaactttgg 5160  

aacagggttg gaattcaacc acgcaggaag cctactattt aaatccttgg cttcaggtta 5220  

gtgacattta atgccatcta gctagcaatt gcgaccttaa tttaactttc cagtcttagc 5280  

tgaggctgag aaagctaaag tttggttttg acaggttttc caaaagtaaa gatgctactt 5340  

cccactgtat gggggagatt gaactttccc cgtctcccgt cttctgcctc ccactccata 5400  

ccccgccaag gaaaggcatg tacaaaaatt atgcaattca gtgttccaag tctctgtgta 5460  

accagctcag tgttttggtg gaaaaaacat tttaagtttt actgataatt tgaggttaga 5520  

tgggaggatg aattgtcaca tctatccaca ctgtcaaaca ggttggtgtg ggttcattgg 5580  

cattctttgc aatactgctt aattgctgat accatatgaa tgaaacatgg gctgtgatta 5640  

ctgcaatcac tgtgctatcg gcagatgatg ctttggaaga tgcagaagca ataataaagt 5700  
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acttgactac ctactggtgt aatctcaatg caagccccaa ctttcttatc caactttttc 5760  

atagtaagtg cgaagactga gccagattgg ccaattaaaa acgaaaacct gactaggttc 5820  

tgtagagcca attagacttg aaatacgttt gtgtttctag aatcacagct caagcattct 5880  

gtttatcgct cactctccct tgtacagcct tattttgttg gtgctttgca ttttgatatt 5940  

gctgtgagcc ttgcatgaca tcatgaggcc ggatgaaact tctcagtcca gcagtttcca 6000  

gtcctaacaa atgctcccac ctgaatttgt atatgactgc atttgtgggt gtgtgtgtgt 6060  

tttcagcaaa ttccagattt gtttcctttt ggcctcctgc aaagtctcca gaagaaaatt 6120  

tgccaatctt tcctactttc tatttttatg atgacaatca aagccggcct gagaaacact 6180  

atttgtgact ttttaaacga ttagtgatgt ccttaaaatg tggtctgcca atctgtacaa 6240  

aatggtccta tttttgtgaa gagggacata agataaaatg atgttataca tcaatatgta 6300  

tatatgtatt tctatataga cttggagaat actgccaaaa catttatgac aagctgtatc 6360  

actgccttcg tttatatttt tttaactgtg ataatcccca caggcacatt aactgttgca 6420  

cttttgaatg tccaaaattt atattttaga aataataaaa agaaagatac ttacatgttc 6480  

ccaaaacaat ggtgtggtga atgtgtgaga aaaactaact tgatagggtc taccaataca 6540  

aaatgtatta cgaatgcccc tgttcatgtt tttgttttaa aacgtgtaaa tgaagatctt 6600  

tatatttcaa taaatgatat ataatttaaa gtt                              6633  

<210> 14

<211> 1089

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Met Gly Thr Ser His Pro Ala Phe Leu Val Leu Gly Cys Leu Leu Thr  

  1               5                  10                  15    

Gly Leu Ser Leu Ile Leu Cys Gln Leu Ser Leu Pro Ser Ile Leu Pro  

             20                  25                  30        

Asn Glu Asn Glu Lys Val Val Gln Leu Asn Ser Ser Phe Ser Leu Arg  

         35                  40                  45            

Cys Phe Gly Glu Ser Glu Val Ser Trp Gln Tyr Pro Met Ser Glu Glu  

     50                  55                  60                

Glu Ser Ser Asp Val Glu Ile Arg Asn Glu Glu Asn Asn Ser Gly Leu  

 65                  70                  75                  80

Phe Val Thr Val Leu Glu Val Ser Ser Ala Ser Ala Ala His Thr Gly  

                 85                  90                  95    

Leu Tyr Thr Cys Tyr Tyr Asn His Thr Gln Thr Glu Glu Asn Glu Leu  

            100                 105                 110        
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Glu Gly Arg His Ile Tyr Ile Tyr Val Pro Asp Pro Asp Val Ala Phe  

        115                 120                 125            

Val Pro Leu Gly Met Thr Asp Tyr Leu Val Ile Val Glu Asp Asp Asp  

    130                 135                 140                

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

145                 150                 155                 160

Leu His Asn Ser Glu Gly Val Val Pro Ala Ser Tyr Asp Ser Arg Gln  

                165                 170                 175    

Gly Phe Asn Gly Thr Phe Thr Val Gly Pro Tyr Ile Cys Glu Ala Thr  

            180                 185                 190        

Val Lys Gly Lys Lys Phe Gln Thr Ile Pro Phe Asn Val Tyr Ala Leu  

        195                 200                 205            

Lys Ala Thr Ser Glu Leu Asp Leu Glu Met Glu Ala Leu Lys Thr Val  

    210                 215                 220                

Tyr Lys Ser Gly Glu Thr Ile Val Val Thr Cys Ala Val Phe Asn Asn  

225                 230                 235                 240

Glu Val Val Asp Leu Gln Trp Thr Tyr Pro Gly Glu Val Lys Gly Lys  

                245                 250                 255    

Gly Ile Thr Met Leu Glu Glu Ile Lys Val Pro Ser Ile Lys Leu Val  

            260                 265                 270        

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

        275                 280                 285            

Glu Cys Ala Ala Arg Gln Ala Thr Arg Glu Val Lys Glu Met Lys Lys  

    290                 295                 300                

Val Thr Ile Ser Val His Glu Lys Gly Phe Ile Glu Ile Lys Pro Thr  

305                 310                 315                 320

Phe Ser Gln Leu Glu Ala Val Asn Leu His Glu Val Lys His Phe Val  
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                325                 330                 335    

Val Glu Val Arg Ala Tyr Pro Pro Pro Arg Ile Ser Trp Leu Lys Asn  

            340                 345                 350        

Asn Leu Thr Leu Ile Glu Asn Leu Thr Glu Ile Thr Thr Asp Val Glu  

        355                 360                 365            

Lys Ile Gln Glu Ile Arg Tyr Arg Ser Lys Leu Lys Leu Ile Arg Ala  

    370                 375                 380                

Lys Glu Glu Asp Ser Gly His Tyr Thr Ile Val Ala Gln Asn Glu Asp  

385                 390                 395                 400

Ala Val Lys Ser Tyr Thr Phe Glu Leu Leu Thr Gln Val Pro Ser Ser  

                405                 410                 415    

Ile Leu Asp Leu Val Asp Asp His His Gly Ser Thr Gly Gly Gln Thr  

            420                 425                 430        

Val Arg Cys Thr Ala Glu Gly Thr Pro Leu Pro Asp Ile Glu Trp Met  

        435                 440                 445            

Ile Cys Lys Asp Ile Lys Lys Cys Asn Asn Glu Thr Ser Trp Thr Ile  

    450                 455                 460                

Leu Ala Asn Asn Val Ser Asn Ile Ile Thr Glu Ile His Ser Arg Asp  

465                 470                 475                 480

Arg Ser Thr Val Glu Gly Arg Val Thr Phe Ala Lys Val Glu Glu Thr  

                485                 490                 495    

Ile Ala Val Arg Cys Leu Ala Lys Asn Leu Leu Gly Ala Glu Asn Arg  

            500                 505                 510        

Glu Leu Lys Leu Val Ala Pro Thr Leu Arg Ser Glu Leu Thr Val Ala  

        515                 520                 525            

Ala Ala Val Leu Val Leu Leu Val Ile Val Ile Ile Ser Leu Ile Val  

    530                 535                 540                
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Leu Val Val Ile Trp Lys Gln Lys Pro Arg Tyr Glu Ile Arg Trp Arg  

545                 550                 555                 560

Val Ile Glu Ser Ile Ser Pro Asp Gly His Glu Tyr Ile Tyr Val Asp  

                565                 570                 575    

Pro Met Gln Leu Pro Tyr Asp Ser Arg Trp Glu Phe Pro Arg Asp Gly  

            580                 585                 590        

Leu Val Leu Gly Arg Val Leu Gly Ser Gly Ala Phe Gly Lys Val Val  

        595                 600                 605            

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

    610                 615                 620                

Ala Val Lys Met Leu Lys Pro Thr Ala Arg Ser Ser Glu Lys Gln Ala  

625                 630                 635                 640

Leu Met Ser Glu Leu Lys Ile Met Thr His Leu Gly Pro His Leu Asn  

                645                 650                 655    

Ile Val Asn Leu Leu Gly Ala Cys Thr Lys Ser Gly Pro Ile Tyr Ile  

            660                 665                 670        

Ile Thr Glu Tyr Cys Phe Tyr Gly Asp Leu Val Asn Tyr Leu His Lys  

        675                 680                 685            

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

    690                 695                 700                

Leu Asp Ile Phe Gly Leu Asn Pro Ala Asp Glu Ser Thr Arg Ser Tyr  

705                 710                 715                 720

Val Ile Leu Ser Phe Glu Asn Asn Gly Asp Tyr Met Asp Met Lys Gln  

                725                 730                 735    

Ala Asp Thr Thr Gln Tyr Val Pro Met Leu Glu Arg Lys Glu Val Ser  

            740                 745                 750        

Lys Tyr Ser Asp Ile Gln Arg Ser Leu Tyr Asp Arg Pro Ala Ser Tyr  

        755                 760                 765            
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Lys Lys Lys Ser Met Leu Asp Ser Glu Val Lys Asn Leu Leu Ser Asp  

    770                 775                 780                

Asp Asn Ser Glu Gly Leu Thr Leu Leu Asp Leu Leu Ser Phe Thr Tyr  

785                 790                 795                 800

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

                805                 810                 815    

Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn Val Leu Leu Ala Gln Gly Lys Ile Val  

            820                 825                 830        

Lys Ile Cys Asp Phe Gly Leu Ala Arg Asp Ile Met His Asp Ser Asn  

        835                 840                 845            

Tyr Val Ser Lys Gly Ser Thr Phe Leu Pro Val Lys Trp Met Ala Pro  

    850                 855                 860                

Glu Ser Ile Phe Asp Asn Leu Tyr Thr Thr Leu Ser Asp Val Trp Ser  

865                 870                 875                 880

Tyr Gly Ile Leu Leu Trp Glu Ile Phe Ser Leu Gly Gly Thr Pro Tyr  

                885                 890                 895    

Pro Gly Met Met Val Asp Ser Thr Phe Tyr Asn Lys Ile Lys Ser Gly  

            900                 905                 910        

Tyr Arg Met Ala Lys Pro Asp His Ala Thr Ser Glu Val Tyr Glu Ile  

        915                 920                 925            

Met Val Lys Cys Trp Asn Ser Glu Pro Glu Lys Arg Pro Ser Phe Tyr  

    930                 935                 940                

His Leu Ser Glu Ile Val Glu Asn Leu Leu Pro Gly Gln Tyr Lys Lys  

945                 950                 955                 960

Ser Tyr Glu Lys Ile His Leu Asp Phe Leu Lys Ser Asp His Pro Ala  

                965                 970                 975    

Val Ala Arg Met Arg Val Asp Ser Asp Asn Ala Tyr Ile Gly Val Thr  
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            980                 985                 990        

Tyr Lys Asn Glu Glu Asp Lys Leu Lys Asp Trp Glu Gly Gly Leu Asp  

        995                1000                1005            

Glu Gln Arg Leu Ser Ala Asp Ser Gly Tyr Ile Ile Pro Leu Pro Asp  

   1010                1015                1020                

Ile Asp Pro Val Pro Glu Glu Glu Asp Leu Gly Lys Arg Asn Arg His  

1025               1030                1035                1040

Ser Ser Gln Thr Ser Glu Glu Ser Ala Ile Glu Thr Gly Ser Ser Ser  

               1045                1050                1055    

Ser Thr Phe Ile Lys Arg Glu Asp Glu Thr Ile Glu Asp Ile Asp Met  

           1060                1065                1070        

Met Asp Asp Ile Gly Ile Asp Ser Ser Asp Leu Val Glu Asp Ser Phe  

       1075                1080                1085            

Leu                                                              

   

<210> 15

<211> 10

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      anti-VEGF aptamer

<400> 15

gaagaauugg                                                        10    

<210> 16

<211> 8

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 
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<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      anti-VEGF aptamer

<400> 16

uuggacgc                                                          8     

<210> 17

<211> 8

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      anti-VEGF aptamer

<400> 17

gugaaugc                                                          8     

<210> 18

<211> 27

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      anti-VEGF aptamer

<400> 18

cggaaucagu gaaugcuuau acauccg                                     27    

<210> 19

<211> 27

<212> RNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      anti-VEGF aptamer

<400> 19

cggaaucagu gaaugcuuau acauccg                                     27    
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<210> 20

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Combined DNA/RNA Molecule:

      Synthetic anti-PDGF aptamer

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      anti-PDGF aptamer

<220> 

<221> modified_base

<222> (10)

<223> hexaethylene-glycol phosphoramidite

<220> 

<221> modified_base

<222> (23)

<223> hexaethylene-glycol phosphoramidite

<400> 20

caggcuacgn cgtagagcau cantgatccu gt                               32    

<210> 21

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      anti-PDGF aptamer

<400> 21

caggctacgc gtagagcatc atgatcctgt                                  30    

<210> 22

<211> 32

<212> DNA
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<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic

      anti-PDGF aptamer

<220> 

<221> modified_base

<222> (10)

<223> pentaethylene-glycol phosphoramidite

<220> 

<221> modified_base

<222> (23)

<223> pentaethylene-glycol phosphoramidite

<400> 22

caggcuacgn cgtagagcau cantgatccu gt                               32    
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