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의 활성화를 통해 혈관 내피세포 및 신경세포의 성장, 이동, 분화를 유도할 수 있다. 또한, 신경세포에서 신경

영양인자의 발현 향상을 통한 간접적 신경 재생효과를 또한 나타낸다. 따라서, 본 발명의 탈당화된 LRG1 당단백

질 및 LRG1 당단백질 변이체는 기존의 LRG1 당단백질보다 현저히 우수한 혈관 신생, 신경 성장 및 신경 재생 효

과를 나타내며, 따라서, 이를 포함하는 조성물은 혈관성 발기부전, 허혈성 심장/뇌/말초 혈관 질환, 당뇨성 혈관

합병증, 신경인성 발기부전, 당뇨성 신경합병증, 수술/외상 후 말초신경 손상, 퇴행성 신경질환을 포함하는 허혈

성 질환, 말초신경질환, 발기부전 및/또는 퇴행성 신경질환의 예방 및 치료에 유용하다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

하나 이상의 글리코실기(glycosyl group)가 탈당화된, LRG1 당단백질(Leucine rich α-2 glycoprotein).

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 LRG1은 서열번호 2로 표시되는 아미노산 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 LRG1 당단

백질.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 LRG1은 서열번호 1로 표시되는 것을 특징으로 하는 LRG1 당단백질.

청구항 4 

제2항에 있어서, N44, N151, N234, 및 N290에서 선택되는 아미노산에 결합된 글리코실기 중 어느 하나 이상이

탈당화된 것을 특징으로 하는 LRG1 당단백질.

청구항 5 

제2항에 있어서, N290에 결합된 글리코실기가 탈당화된 것을 특징으로 하는 LRG1 당단백질.

청구항 6 

제1항에 있어서, LPHN2(latrophilin-2)에 결합하는 것을 특징으로 하는 LRG1 당단백질.

청구항 7 

하나 이상의 글리코실화 부위에 변이를 포함하는 LRG1 당단백질(Leucine rich α-2 glycoprotein) 변이체.

청구항 8 

제7항에 있어서, 서열번호 2의 N44, N151, N234, 및 N290에서 선택되는 어느 하나 이상의 아미노산에 변이를 포

함하는 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 LRG1 당단백질 변이체.

청구항 9 

제8항에 있어서, N290에 변이를 포함하는 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 LRG1 당단백질 변이체.

청구항 10 
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제7항에 있어서, 상기 변이는 서열번호 2에 있어, N44D, N151D, N234D, 및 N290D로 구성된 군에서 선택된 하나

이상의 아미노산 잔기의 치환을 포함하는 것을 특징으로 하는 LRG1 당단백질 변이체.

청구항 11 

제7항에 있어서, 서열번호 1의 N79, N186, N269, 및 N325에서 선택되는 어느 하나 이상의 아미노산에 변이를 포

함하는 것을 특징으로 하는 LRG1 당단백질 변이체.

청구항 12 

제7항의 LRG1 당단백질 변이체를 코딩하는 핵산.

청구항 13 

제12항의 핵산을 포함하는 재조합 벡터.

청구항 14 

제12항의 핵산 또는 제13항의 벡터가 도입된 숙주세포.

청구항 15 

제14항의 숙주세포를 배양하여 LRG1 당단백질 변이체를 생성하는 단계; 및

상기 생성된 LRG1 당단백질 변이체를 수득하는 단계를 포함하는 LRG1 당단백질 변이체의 제조방법

청구항 16 

제1항의 LRG1 당단백질, 또는 제7항의 LRG1 당단백질 변이체; 및

Fc 도메인이 융합된, 융합 단백질.

청구항 17 

제16항에 있어서, 상기 Fc 도메인은 IgG(Immunoglobulin G)로부터 유래한 것을 특징으로 하는 융합 단백질.

청구항 18 

제1항의 LRG1 당단백질, 제7항의 LRG1 당단백질 변이체, 또는 제16항의 융합 단백질을 포함하는 혈관신생 또는

신경성장 유도용 조성물.

청구항 19 

제1항의 LRG1 당단백질, 제7항의 LRG1 당단백질 변이체, 또는 제16항의 융합 단백질을 포함하는 허혈성 질환의

예방 또는 치료용 조성물.
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청구항 20 

제1항의 LRG1 당단백질, 제7항의 LRG1 당단백질 변이체, 또는 제16항의 융합 단백질을 포함하는 말초 신경계 질

환의 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 21 

제1항의 LRG1 당단백질, 제7항의 LRG1 당단백질 변이체, 또는 제16항의 융합 단백질을 포함하는 발기부전 의 예

방 또는 치료용 조성물.

청구항 22 

제1항의 LRG1 당단백질, 제7항의 LRG1 당단백질 변이체, 또는 제16항의 융합 단백질을 포함하는 퇴행성 신경질

환의 예방 또는 치료용 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 탈당화된 LRG1 당단백질 및 LRG1 당단백질 변이체, 및 이의 용도에 관한 것으로, 본 발명의 탈당화된[0001]

LRG1 당단백질 또는 LRG1 당단백질 변이체는 LPHN2에 결합 및 상호작용하고, Akt, NF-kB p65 의 인산화를 유도

하여 높은 혈관 신생, 신경재생 및 신경성장 유도 효과를 나타내는 것을 특징으로 한다.

배 경 기 술

LRG1(Leucine rich α-2 glycoprotein)은 건강한 사람의 혈청에서 최초로 분리되어 보고되었으며, 10-50μg/ml[0002]

수준으로  인간  혈청에  풍부하게  존재하는  것으로  보고되었다Haupt  and  Baudner,  1977;  Takahashi  et  al.,

1985). LRG1은 류신 반복성 부위(leucine-rich repeat; LRR) 패밀리의 고보존 멤버이다(Bella et al., 2008;

Ng et al., 2011). 

혈청에서 LRG1의 발견 이후, 염증성 질환 (Serada  et  al.,  2012),  수두증(Nakajima et  al.,  2011),  심부전[0003]

(Watson et al., 2011), 자가면역 질환 (Serada et al., 2010), 신경퇴행성 질환 (Miyajima et al., 2013),

및, 난소, 폐, 담도, 간세포 암과 같은 다양한 유형의 암 (Andersen et al., 2010; Ladd et al., 2012; Okano

et al., 2006; Sandanayake et al., 2011)에서 LRG1이 차별적으로 발현됨이 지속적으로 확인되어, 이러한 질환

들에 대한 잠재적인 바이오마커로 주목을 받고 있다. 그러나, LRG1의 차별적 발현이 관측되는 다양한 질병에서

LRG1의 병리학적 메커니즘 및 생리적 역할에 대해서는 거의 보고된 바 없다.

최근, LRG1이 맥락막 및 망막 혈관 신생과 함께, 마우스의 망막에서 고도로 상향 조절된 발현을 나타내며, 상향[0004]

조절된 LRG1이 내피 세포의 형성 및 기능에 중요한 역할을 하는 TGF-β의 존재 아래에서 TGF-β 보조 수용체인

엔도글린(ENG)에 결합하고, Smad1/5/8 경로를 활성화 하여, 병리학적 혈관 신생을 촉진할 수 있음이 Nature를

통해 보고된 바 있다(X. Wang et al.Nature 499, 306-311 (2013)). 그러나, LRG1과 ENG는 전형적인 수용체-리

간드 상호 작용과 비교하여 상대적으로 약한 결합 친화성(~2.9 μM)을 나타내어, LRG1와 TGF-β 및 ENG의 상호

작용을 통한 TGF-β 수용체 활성화 메커니즘만으로는 LRG1의 생리학적을 설명하기에 한계가 있다.

한편, 당뇨병(Diabetes mellitus; DM)은 만성 대사장애로, 발병률이 전 세계적으로 빠르게 증가하고 있다. 당뇨[0005]

병은 인슐린 분비 및/또는 인슐린 저항성에 대한 결함으로 고혈당을 나타내는 것을 특징으로 한다. 당뇨병 환자

는 일반적으로 발기 부전(erectile dysfunction), 심혈관 질환(cardiovascular disease), 뇌졸중(stroke), 만

성 신장 질환(chronic kidney disease), 족부 궤양(foot ulcers), 망막증(retinopathy) 등의 다양한 합병증을

유발하는 내피기능 이상(endothelial  dysfunction)  및 신경병증 (neuropathy)과 같은 증상을 함께 나타낸다

(Int J Vasc Med 2012, 918267 (2012)). 당뇨병환자에서 또한 높은 LRG1 혈장 수치를 나타내며, 이는 혈관 내

피 기능 장애, 동맥 경화 및 말초 동맥 질환과 같은 합병증, 당뇨성 신장 질환에 대한 불량한 예후와 관련이 있

으며(J Am Soc Nephrol 30, 546-562 (2019)), 병원성 TGF- /ALK1 매개 혈관 신생의 마우스 모델의 표현형에 해

당한다(Journal of clinical endocrinology and 40 metabolism 100, 1586-1593 (2015)). 대조적으로, 스트렙토
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조토신(streptozotocin; STZ) 유도된 당뇨병 마우스 모델에서 LRG1의 외인성 각막 처리는 TGF-β 의존적 신호

전달을 통해 상피 상처의 치유 및 신경의 재생을 가속화 한다(Li et al., 2020).

발기 부전(erectile dysfunction; ED)은 당뇨병에서 흔히 나타나는 주요 병증으로 당뇨성 발기 부전의 병태 생[0006]

리학은 허혈(Ischemia)과 같은 미세혈관병증(microangiopathy) 및 말초신경의 축삭재생 손상과 같은 신경병증

(neuropathy)으로 이어진다(Kolluru et al., 2012). 당뇨 환자에서, LRG1과 발기 부전, 혈관병증 및 신경병증

의 연관성은 전혀 밝혀진 바 없다.

최근  발기부전에  관한  연구는  기질성  원인에  비중을  두며,  주로,  비아그라를  포함한  경구용  PDE-[0007]

5(phosphodiesterase-5) 저해제가 전세계적으로 사용되고 있으나 약 30%가량의 많은 환자에게는 효과가 없으며

궁극적으로 당뇨성 발기 부전 환자의 혈관병증 및 신경병증을 치료할 수 없다(Kim et al., 2020). 

혈관과 신경은 유사한 분포 패턴을 나타내며, 일부 부위에서는 나란히 형성된다는 점을 고려할 때(Nature 436,[0008]

193-200 (2005)), 신경 및 혈관 네트워크의 형성에서 공통된 메커니즘을 타겟팅하는 것은 혈관병증과 신경병증

의 동시 치료에 매우 효과적인 전략으로 인식된다. 안지오뉴린(angioneurins)으로 명명되는 VEGF, 안지오포이에

틴(angiopoietin), NGF, BDNF, FGF2, 및 HGF와 같은 인자들은 모두 혈관 및 신경의 형성 및 발달에 관여하며,

상기 인자들의 경로가 손상되는 경우, 신경 및 혈관 장애가 동시에 발생할 수 있다. 혈관병증 및 신경 병증의

치료를 위해, COMP-Ang1, 혈관 내피 성장 인자(VEGF), dickkorf2, 뉴로트로핀-3(NT3) 및 뇌 유래 신경 영양 인

자(BDNF)와 같은 다양한 혈관 신생 또는 신경 영양인자 등이 시험되었으나(Bennett et al., 2005; Burchardt

et al., 2005; Ghatak et al., 2017; Hu et al., 2018; Jin et al., 2011), 임상적인 성공을 거둔 물질은 매우

제한적이다.

이러한 배경기술 아래에서, 본 발명자들은 당뇨성 발기 부전, 허혈성 질환, 신경질환의 예방 또는 치료를 위한[0010]

새로운 단백질 의약품을 발명하기 위해 예의 노력한 결과, LRG1 당단백질과 TGF-β/ENG의 상호작용을 통한 혈관

및 신경의 재생이 가능한 점에 착안하여, LRG1 및 Fc 도메인의 융합 단백질이 음경 해면체 내피세포 및 신경 세

포의 재생을 유도하여 음경 발기력을 증가시키고, 우수한 혈관 및 신경 재생 효과를 보임을 확인하고, 상기 융

합 단백질의 발기 부전, 허혈성 질환, 신경질환의 치료용도를 등록받은 바 있다(대한민국 등록특허 제2162934호

및 제2002866호). 그러나, LRG1과 ENG의 약한 결합 친화성(~2.9 μM)은 TGF-β 기반 메커니즘만으로 LRG1의 혈

관 및 신경 재생 효과를 충분히 설명하기 어렵다.

이러한 배경 기술 아래에서, 본 발명자들은 TGF-β/ENG 기반의 경로 외에, LRG1의 또 다른 혈관 및 신경 형성[0012]

경로의 존재할 것이라 예측하고 이를 밝히기 위해 예의 노력한 결과, 당뇨 환자와 같은 고혈당 조건에서 LRG1가

TGF-β 비의존적 혈관 신생 및 신경 영양 효과를 나타내는 것을 확인하였으며, LPHN2(Latrophilin-2)의 상호작

용 및 하위 신호전달에 의한 TGF-β 비의존적 혈관 및 신경 재생 메커니즘을 규명하였다. 나아가, 고혈당 조건

에서 LRG1의 탈당화가 LPHN2와의 결합에 매우 중요한 역할을 하는 것을 확인하고, 인공적으로 탈당화된 LRG1의

투여가 직접(LPHN2 경로) 및 간접적(신경 세포에서 신경 영양인자 발현 향상)으로 혈관 신생 및 신경 영양 효과

를 나타낼 수 있음을 확인하고 본 발명을 완성하였다.

본 배경기술 부분에 기재된 상기 정보는 오직 본 발명의 배경에 대한 이해를 향상시키기 위한 것이며, 이에 본[0014]

발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가지는 자에게 있어 이미 알려진 선행기술을 형성하는 정보를 포함

하지 않을 수 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 높은 혈관 신생, 신경 성장 및 신경 재생 유도 효과를 나타내는 탈당화된 LRG1 당단백질을 제[0015]

공하는 데 있다. 

본 발명의 다른 목적은 LRG1의 신규한 수용체 및 이에 기반한 TGF-β 비의존적 혈관 신생, 혈관 성장 메커니즘[0016]

을 제공하는 데 있다. 
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본 발명의 다른 목적은 글리코실화 부위에 변이를 포함하는 LRG1 당단백질을 제공하는 데 있다. [0017]

본 발명의 또 다른 목적은 탈당화된 LRG1 당단백질 또는 LRG1 당단백질 변이체와 Fc 도메인이 융합된, 융합 단[0018]

백질을 제공하는 데 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 탈당화된 LRG1 당단백질, LRG1 당당백질 변이체, 및 융합 단백질의 용도를 제공하는[0019]

데 있다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 하나 이상의 글리코실기(glycosyl group)가 탈당화된, LRG1 당단백질(Leucine[0020]

rich α-2 glycoprotein)을 제공한다:

본  발명은  또한  어느  하나  이상의  글리코실화  부위에  변이를  포함하는  LRG1  당단백질(Leucine  rich  α-2[0021]

glycoprotein) 변이체를 제공한다.

본 발명은 또한 LRG1 당단백질 변이체를 코딩하는 핵산을 제공한다.[0022]

본 발명은 또한 상기 핵산을 포함하는 재조합 벡터를 제공한다.[0023]

본 발명은 또한 상기 핵산 또는 상기 재조합 벡터가 도입된 숙주세포를 제공한다.[0024]

본 발명은 또한, 상기 숙주세포를 배양하여, LRG1 당당백질 변이체를 생성하는 단계; 및 상기 생성된 LRG1 당단[0025]

백질 변이체를 수득하는 단계를 포함하는 LRG1 당단백질 변이체의 제조방법을 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 LRG1 당단백질, 또는 LRG1 당단백질 변이체와 Fc 도메인이 융합된 융합 단백질을 제공한[0026]

다.

본 발명은 또한, 상기 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 융합 단백질을 포함하는 혈관신생, 신경성장[0027]

또는 신경재생 유도용 조성물을 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 융합 단백질을 포함하는 허혈성 질환, 말초[0028]

신경질환, 발기부전 및/또는 퇴행성 신경질환의 예방 또는 치료용 조성물을 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 융합 단백질을 대상에게 투여하는 단계를 포[0029]

함하는 혈관신생, 신경성장 및/또는 신경재생 유도방법을 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 융합 단백질을 대상에게 투여하는 단계를 포[0030]

함하는 허혈성 질환, 말초신경질환, 발기부전 및/또는 퇴행성 신경질환의 치료방법을 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 상기 융합 단백질의 혈관신생, 신경성장 및/[0031]

또는 신경재생 유도용도를 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 융합 단백질의 허혈성 질환, 말초신경질환,[0032]

발기부전 및/또는 퇴행성 신경질환의 치료용도를 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 융합 단백질의 혈관신생, 신경성장 및/또는[0034]

신경재생 유도용 조성물의 제조에 있어서의 용도를 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 융합 단백질의 허혈성 질환, 말초신경질환,[0035]

발기부전 및/또는 퇴행성 신경질환의 예방 또는 치료용 조성물의 제조에 있어서의 용도를 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 탈당화된 LRG1 당단백질 및 LRG1 당단백질 변이체는 기존의 LRG1 당단백질 신호 전달체계인 TGF-β에[0036]

비의존적인 신규한 LRG1 당단백질 수용체인 LPHN2와 결합 및 상호작용하여 Lyn, AKT, NF-κB p65 등으로 구성된

하위 신호 전달체계의 활성화를 통해 혈관 내피세포 및 신경세포의 성장, 이동, 분화를 유도할 수 있다. 또한,

신경세포에서 신경 영양인자의 발현 향상을 통한 간접적 신경 재생효과를 또한 나타낸다. 따라서, 본 발명의 탈

당화된 LRG1 당단백질 및 LRG1 당단백질 변이체는 기존의 LRG1 당단백질보다 현저히 우수한 혈관 신생, 신경 성

장 및 신경 재생 효과를 나타내며, 따라서, 이를 포함하는 조성물은 혈관성 발기부전, 허혈성 심장/뇌/말초 혈
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관 질환, 당뇨성 혈관 합병증, 신경인성 발기부전, 당뇨성 신경합병증, 수술/외상 후 말초신경 손상, 퇴행성 신

경질환을 포함하는 허혈성 질환, 말초신경질환, 발기부전 및/또는 퇴행성 신경질환의 예방 및 치료에 유용하다.

도면의 간단한 설명

도 1은 부착 GPCR인 LPHN2가 LRG1의 TGF-β 비의존적 수용체임을 나타내는 도이다.[0038]

도 1A: LRG1에 대한 TGF-β-비의존적 수용체를 동정하기 위한 LRC-TriCEPS 기술의 개략도 

도 1B: 볼케이노 플롯, TriCEPS 결합 LRG1 또는 트랜스페린을 글리신 퀜칭된 TriCEPS 시약 대조군 샘플과 비교

하여,  샘플  간의  폴드  체인지(Fold,  Change;  FC)에  대해  플롯팅된  FDR  조정  P-값을  나타내었다.  세  가지

단백질, LPHN2, LEG3 및 NDUA5는 농축 인자가 4보다 크고 FDR 조정 P-값이 0.05 미만인 것으로 정의 된 수용체

후보이다.

도 1C: 부모(parental, shCon-발현) 또는 LPHN2- 녹다운 HEK293T 세포 (위) 및 HUVEC (아래)에 대한 LRG1-YFP

또는 YFP의 세포 표면 결합. 스케일 바, 100 μm. 

도 1D: 전체 HUVEC 용해물에서 LPHN2의 면역 침전(IP). LRG1(1μg/ml)의 유무에 관계없이 10분 동안 처리한 후

면역 블롯 분석을 통해 LRG1 및 LPHN2를 검출하였다. 데이터는 평균±SEM (n=3)이다. 

도 1E 및 1F: 표시된 단백질 및 렌티 바이러스(shCon, shLPHN2) 또는 Anti-TGF-β1 항체를 처리하여 정상 글루

코스(NG) 또는 고-글루코스 (HG) 조건 하에서 생체 외 마우스 대동맥 고리 분석(E) 및 마우스 해면체 5 내피 세

포 (MCEC) 발아 분석(F). 발아된 미세 혈관은 내피 세포 마커인 PECAM-1(적색, E)로 면역 염색되었다. 점선은

발아 내피 세포 범위(F)를 나타낸다. 스케일 바, 100 μm. 대동맥 고리(평균±SEM (n=4), E)에서 발아하는 미세

혈관 영역의 강도와 해면 조직에서 발아하는 내피 세포(평균±SEM (n=6), F)를 정량화하였다(아래). NG 그룹의

상대 비율은 1로 정의하였다.

도 2는 TGF-β1 부재시, LRG1이 결합하는 새로운 수용체를 확인한 결과이다.

도 2A 및 2B: 표시된 농도의 다음 단백질로 처리 한 후 수행된 HUVEC를 사용한 튜브 형성 분석(A) 및 트랜스 웰

세포 이동 분석(B): Fc(1μg/ml; 음성 대조군), LRG1-Fc(1μg/ml), TGF-β1(5ng/ml), LRG1-Fc(1μg/ml)+TGF-β

1(5ng/ml),  LRG1-Fc(1μg/ml)+항-TGF-β1  Ab(10μg/ml)  및  LRG1-Fc(1μg/ml)+TGF-β1(5ng/ml)+항-TGF-β1

Ab(10μg/ml).  좌측:  대표  이미지,  스케일  바,  200  μm.  우측:  마스터  정션(Master  junction)  및  이주

(migration)된 세포는 이미지 J를 사용하여 정량화되었으며 결과는 평균±SEM (n=4)으로 표시하였다. Fc 그룹의

상대 비율은 1로 정의하였다(B).

도 2C: LRG1-YFP 또는 YFP의 HEK293T 세포(좌측) 및 HUVEC(우측)에 대한 세포 표면 결합. LRG1-YFP(10μg/ml)

또는  YFP(10μg/ml)  처리  후  평가하였으며,  핵은  4,6-diamidino-2-phenylindole(DAPI;  파란색)으로

표지되었다. 스케일 바, 100 μm.

도 2D:  음성 대조군(글리신), 양성 대조군(트랜스페린) 및 LRG1을 포함하는 리간드를 NHS 에스테르 기능(NHS

ester functionality)를 사용하여 비오틴 함유 TriCEPS 시약과 접합시켰다. 세포 표면 수용체에 대한 TriCEPS

결합 리간드의 결합은 FITC-streptavidin에 의해 검출하였으며 FACS로 분석하였다. 상기 분석은 트랜스페린-

TriCEPS 및 LRG1-TriCEPS가 TriCEPS 모이어티로부터의 간섭없이 HEK293T 세포에 결합함을 나타내었다.

도 2E: shCon 또는 shNPHN2 렌티 바이러스로 처리 한 후 HEK293T 세포 및 HUVEC에서 LPHN2 발현을 웨스턴 블롯

분석한 결과

도 2F: HUVEC를 표시된 시간 간격으로 LRG1 단백질(1μg/ml)로 처리한 다음 LPHN2를 전체 세포 용해물에서 면역

침전(IP)하고 SDS-PAGE 겔에서 분리하여 쿠마시 블루 용액으로 염색한 결과.

도 2G: LC-MS/MS 분석에 의한 LPHN2-상호 작용 단백질의 식별. LC-MS/MS 분석(~ 70 kDa)을위한 겔 밴드는 도

2F에 표시하였다. LC-MS/MS 분석에 의해 확인된 단백질은 상위 일치 펩티드에 따라 나열하였다.

도 2H 튜브 형성 분석. 고-글루코스 (HG) 조건에서 부모(스크램블된 shRNA- 발현) 및 LPHN2- 녹다운 (shLPHN2-

발현) MCEC를 Fc(1μg/ml; 음성 대조군) 또는 LRG1-Fc(1μg/ml)와 함께 72시간동안 배양하고, 튜브 형성을 분석

하였다. 대조군(shCon) 및 실험군(shLPHN2) 렌티 바이러스를 5 x10
4
 형질 도입 단위(TU)/ml로 배양 배지에 첨가
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했다. 좌측: 튜브 형성의 대표적인 이미지, 스케일 바, 100 μm. 우측: 이미지 J를 사용하여 정량화한 마스터

접합, 결과는 평균±SEM (n=4).

도 2I: MCEC를 상이한 용량(5x10
3
 TU 및 5 x10

4
 TU/ml 배양 배지)의 대조군 shRNA(shCon) 또는 LPHN2를 표적화

하는 shRNA(shLPHN2)를 함유하는 렌티 바이러스로 적어도 72시간동안 감염시켰다. 상단: shCon 또는 shLPHN2 렌

티 바이러스에 감염된 MCEC(상단)의 LPHN2에 대한 대표적인 웨스턴 블롯. 하단: 이미지 J를 사용하여 정량화된

정규화된 밴드 강도 값, 결과는 평균±SEM (n=4). shCon 그룹의 상대 비율은 1로 정의하였다.

도 2J: HG 조건 하에서 배양 배지에서 TGFβ1 수준 증가를 나타내는 NG 및 HG 조건 하에서 MCEC(좌측), 대동맥

링 조직(중간) 및 해면체 조직(우측)의 조절된 배지에서 TGFβ1에 대한 대표적인 웨스턴 블롯 결과. 정규화된

밴드 강도 값은 이미지 J를 사용하여 정량화되었으며 결과는 평균±SEM (n=4)으로 표시하였다. NG 조건 그룹의

상대 비율은 1로 정의하였다.

도 3은 LRG1/LPHN2 매개 혈관 신생이 STZ 유발 당뇨병 마우스에서 발기 부전의 개선에 관한 도면이다.

도 3A 및 3B: 스크램블 shRNA 대조군 (shCon) 또는 LPHN2 녹다운 shRNA (shLPHN2) (1x10
5
 TU/마우스) 조건에서

0  및  3일에  Fc(음성  대조군,  5μg/20μl),  LRG1-Fc(5μg/20μl),  또는  LRG1-Fc(5μg/20μl)+Anti-TGF-β1

antibody (10μg/ml)의 반복적인 해면 내 주사 2주 후, 대조군 및 STZ-유도 당뇨병 마우스에서 대표적인 해면내

압력(ICP) 반응(A) 및 해면 조직에서의 면역염색(B, 혈소판/내피 세포 부착 분자-1(PECAM-1, 녹색) 및 신경-교

세포 항원 2(NG2, 빨간색)). (A) 자극 간격은 단색 막대로 표시하였다. 평균 최대 ICP 및 총 ICP (곡선 아래 영

역)대 평균 수축기 혈압(MSBP)의 비율은 각 그룹(n=5, 하단)에 대해 계산하였다. (B)shCon+Fc 그룹의 상대 비율

은 1로 정의하였다(n=5, 우측).

도 3C 내지 3H: Fc 또는 LRG1-Fc의 반복적 인 해면 내 주사 2 주 후의 STZ- 유도 당뇨병 마우스에서 인산화 된

eNOS (p-eNOS)(C), BrdU(E), claudin-5(F), 산화 저밀도 지단백질(LDL, G), TUNEL(H)의 면역염색. 스케일 바,

100 μm. 

도 3D: 표지된 조건의 전체 마우스 음경 조직에서 p-eNOS 및 eNOS의 대표적인 웨스턴 블롯. 

도 3I: 면역염색 및 웨스턴 블롯팅을 사용한 p-eNOS 발현의 정량화(n=4), 고출력 필드 당 BrdU 면역양성 내피

세포(n=4), claudin-5(n=4) 및 산화-LDL(n=4)의 발현, 고출력 필드 당 TUNEL 양성 세포 사멸 내피 세포의 수

(n=4).

* P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001 (student's t test). N.S.: 유의미하지 않음.

도 4는 STZ-유도된 LRG1-Tg 마우스에서 LRG1의 혈관 신생 효과에 관한 도면이다.

도 4A: LRG1-Tg 마우스, 스크램블 shRNA 대조군(shCon) 또는 LPHN2 녹다운 shRNA(shLPHN2) 조건(1x10
5
 TU/마우

스)에서 STZ 주사를받은 LRG1-Tg 마우스에서 8주에 대표적인 해면내 압력(ICP) 반응. 해면신경은 5V에서 자극하

였다. 자극 간격은 단색 막대로 표시하였다. 평균 최대 ICP 및 총 ICP (곡선 아래 영역) 대 평균 수축기 혈압

(MSBP)의 비율은 각 그룹 (n=5)에 대해 계산되었습니다.

도 4B: shCon 또는 shLPHN2 렌티 바이러스 (1x10
5
 TU/마우스)를 주사한 LRG1-Tg 마우스 및 STZ 유도 LRG1-Tg 마

우스의 해면 조직에서 PECAM-1(녹색) 및 claudin-5 또는 산화된 저밀도 지단백질(LDL)에 대한 이중-면역염색결

과. 이미지 J(n=4)를 사용하여 claudin-5 및 산화 LDL 발현을 정량화하였으며, LRG1-Tg 그룹의 상대 비율은 1로

정의하였다. 스케일 바, 100 μm. 

* P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001 (student's t test). N.S.: 유의미하지 않음

도 5는 LRG1의 LPHN2 의존적 신경 영양 효과에 관한 도면이다.

도 5A: 마우스 해면체 조직(상단) 및 등측 신경 번들(DNB, 고배율, 하단)에서 LPHN2(빨간색) 및 신경 섬유(NF;

녹색)의 염색 결과. 핵은 4,6-디아 미디노-2-페닐인돌(DAPI; 파란색)으로 염색하였다. 스케일 바, 200μm(상단)

및 25μm(하단).

도 5B: 야생형(WT) 및 STZ 유발 당뇨병 마우스의 등측 신경 다발에서 LPHN2 발현(평균±SEM (n=6)).

도 5C: 스크램블 shRNA 대조군 (shCon) 또는 LPHN2 녹다운 shRNA (shLPHN2) (1x10
5
 TU/마우스) 존재 아래, 0일
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및 3일에 Fc(음성 대조군, 5μg/20μl) 또는 LRG1-Fc(5μg/20μl)의 반복적인 해면 내 주사 2주 후, 대조군 및

STZ-유도 당뇨병 마우스의 등측 신경 다발에서 βIII-튜불린(녹색) 면역 염색결과. (평균±SEM (n=6)). 도 5B

및 5C에서, 핵은 DAPI (파란색)로 염색하였다.

 도 5D: 0일 및 3일에 Fc (음성 대조군, 5μg/20μl) 또는 LRG1-Fc (5μg/20μl)의 반복적인 해면 내 주사 2주

후, 대조군 및 STZ-유도 당뇨병 마우스의 등쪽 신경 다발에서 βIII-튜불린(빨간색) 및 nNOS(녹색)에 대한 면역

염색(평균±SEM (n=4)). 도 5B, 5C, 5D에서, 대조군의 상대 비율은 1로 정의하였다. 스케일 바, 25 μm.

도 5E: 정상 글루코스(NG) 및 고 글루코스(HG) 조건에서 마우스 DRG 조직에서 LPHN2 발현 (평균±SEM (n=4, 하

단)).

도 5F: 스크램블 shRNA 대조군 (shCon) 또는 LPHN2 녹다운 shRNA (shLPHN2) (1x10
5
 TU/마우스) 존재 아래, 정

상 글루코스 (NG) 또는 고 글루코스 (HG) 조건에서 1주간 Fc (음성 대조군, 1μg/ml) 또는 LRG1-Fc (1μg/ml)

로 처리된 마우스 DRG 조직에서 βIII-튜불린 면역염색 결과(상단). 스케일 바, 100 μm. DRG 조직에서 βIII-

튜불린-면역양성 신경 돌기 길이의 정량화(하단, 평균±SEM (n=4)). NG 그룹의 상대 비율은 1로 정의하였다. 

**P < 0.01; ***P < 0.001 (Student's t test). N.S.: 유의미하지 않음.

도 6은 STZ 유발 당뇨병 마우스 모델에서 LPHN2 발현 및 고혈당증에서 LRG1의 신경 영양 효과에 관한 도면이다.

도 6A: 마우스 해면체(CC) 조직에서 LPHN2의 발현. 좌측 상단: 면역 형광 염색을 위해 마우스 음경 조직을 단면

화하였다; 생체 외 MCEC 발아 분석에는 CC 조직만이 사용되었다. 좌측: 정상 마우스의 해면 조직에서 대표적인

LPHN2(빨간색) 염색. 스케일 바, 200μm. 우측: CC(스케일 바, 100μm), 등측 정맥(DV; 스케일 바, 50μm), 해

면 동맥(CA; 스케일 바, 25μm) 및 등측 동맥 (DA; 스케일 바 25μm)에서 LPHN2 염색의 고배율 이미지. 핵은

DAPI(파란색)로 염색되었다.

도 6B: STZ 유발 당뇨병 및 HG 조건에서 마우스 음경, MCEC 및 MPG에서 LPHN2 발현 증가. 상단: LPHN2에 대한

대표적인 웨스턴 블롯. 하단: 이미지 J로 정량화된 정규화된 밴드 강도 값, 평균 ± SEM (n = 4). NG 대조군의

상대 비율은 1로 정의하였다.

도 6C: 대조군 및 STZ 유발 당뇨병 마우스의 해면 조직에서 LPHN2(빨간색) 및 PECAM-1(녹색)에 대한 면역 염색.

해면 조직의 LPHN2 및 PECAM-1 면역양성 영역은 Image J를 사용하여 정량화되었으며 결과는 평균±SEM (n=6)으

로 표시하였다. 스케일 바, 100 μm. 대조군의 상대적인 비율은 1로 정의하였다.

도 6D: 8주 동안 STZ 주사를받은 야생형(WT) 대조군 및 LRG1-Tg 마우스의 등측 신경 다발에서 III-Tubulin(녹

색) 면역 염색. 등측 신경 다발의 III-튜불린-면역양성 영역은 Image J를 사용하여 정량화되었으며, 결과는

평균±SEM (n=4)으로 표시하였다. 스케일 바, 25 μm. WT 그룹의 상대 비율은 1로 정의하였다.

도  6E:  정상  글루코스(NG)  또는  고  글루코스(HG)  조건에서,  스크램블  shRNA  대조군(shCon),  LPHN2  녹다운

shRNA(shLPHN2) (5x10
4
 TU/ml 배양 배지) 또는 Anti-TGF- 1 항체(10μg/ml)의 존재 하에 Fc(음성 대조군, 1μ

g/ml) 또는 LRG1-Fc(1μg/ml)로 처리된 마우스 MPG 조직에서 III-Tubulin 1주동안의 면역염색 결과. 스케일

바, 100 μm. 하단: MPG 조직에서 III-튜불린-면역 양성 신경 돌기 길이의 정량화(평균±SEM (n=4)). NG 그룹

의 상대 비율은 1로 정의하였다.

도 6F: HG 조건의 배양 배지에서 TGF 1 발현 증가. NG 및 HG 조건의 컨디셔닝된 배지에서 MPG 조직(좌측) 및

DRG 조직(우측)의 TGF 1에 대한 대표적인 웨스턴 블롯 결과. 정규화 된 밴드 강도 값은 이미지 J를 사용하여

정량화되었으며 결과는 평균±SEM(n=4)으로 표시하였다. NG 조건 그룹의 상대 비율은 1로 정의하였다.

* P <0.05; ** P <0.01; *** P <0.001 (student's t test). N.S.: 유의미하지 않음. 

도 7은 탈당화된 LRG1의 LPHN2에 대한 결합 증가를 통한 혈관 신생 및 신경 돌기 성장의 강화효과에 관한 도면

이다.

도 7A: 무-글루코스, 정상 글루코스 또는 고 글루코스(G/F, NG, HG)를 함유하는 HUVEC 배양 배지에서 LRG1를 배
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양하고 샘플을 SDS-PAGE 및 쿠마시 블루 염색으로 분석한 결과.

도 7B: LPHN2 엑토 도메인 (Lec, Olf, Lec+Olf 또는 Ecto-full 도메인; Lec, 렉틴; Olf, olfactomedin-like;

HomoR, 호르몬 수용체 모티프; GAIN/GPS, GPCR자가 단백 분해-유도/GPCR 단백질 분해 부위)에 대한 LRG1 (천연

및 탈당화된 형태)의 결합 친화도.

도 7C: 부모 및 LPHN2-녹다운 HUVEC에 대한 LRG1의 결합에 대한 FACS 분석 결과.

도 7D: LRG1(1μg/ml) 또는 DG-LRG1(1μg/ml)로 처리한 뒤, HUVEC을 사용한 튜브 형성 분석(상단) 및 트랜스

웰 세포 이동 분석(하단). 스케일 바, 200μm.

도 7E: LRG1(1μg/ml) 또는 DG-LRG1(1μg/ml)를 처리한 마우스 DRG 조직(상단) 및 1차 피질 뉴런(하단)에서 β

III-튜불린 면역염색 결과. 스케일 바, DRG의 경우 200μm, 피질 뉴런의 경우 100μm.

도 7F: HUVEC 튜브 형성의 마스터 접합, 이주된 HUVEC, DRG 외식편 및 피질 뉴런(200 cells/field)에서 βIII-

튜불린-면역양성 신경돌기의 길이의 정량화 결과(평균±SEM (n=4), 우측). 미처리 군의 상대 비율은 1로 정의

하였다.

**P < 0.01; ***P < 0.001 (Student's t test). N.S.: 유의미하지 않음.

도 8은 LRG1 및 LPHN의 생화학적 분석 및 LPHN의 서열 정렬 결과를 나타낸 도면이다.

도 8A: HUVEC-컨디셔닝된 무-글루코스 배지(G/F CM), 정상 글루코스 배지(NG CM) 및 고 글루코스 배지(HG CM)를

SDS-PAGE 및 쿠마시 블루 염색에 의해 분석한 결과. 

도 8B: LPHN2의 도메인 구조의 개략도(좌측, 약어: Lec, 렉틴; Olf, olfactomedin-like; HomoR, 호르몬 수용체

모티프; GAIN/GPS, GPCR 자가 단백질 분해 유도/GPCR 단백질분해 부위). 정제된 재조합 인간 LPHN2 엑토 도메인

변이체(렉틴 도메인, 잔기 F26-Q95;  Olfactomedin- 유사 도메인, 잔기 V135-P394; Lectin-Olfactomedin-like

도메인, 잔기 F26-P394; 및 Lectin-Olfactomedin-like-GAIN/GPS 도메인, 잔기 F26-R796)는 SDS-PAGE 및 쿠마시

블루 염색으로 분석하였다(우측).

도 8C: HEK293 세포에 대한 LRG1의 결합 친화도. 부모 및 LPHN2-녹다운 HEK293T 세포를 Alexa 647-접합 LRG1(1

μM) 또는 DG-LRG1(1μM)로 처리했다. PBS로 세척한 후, FACS로 형광신호를 측정하여 세포에 결합하는 LRG1 및

DG-LRG1을 결정하였다.

도 8D: 인간 LPHN1 및 LPHN3의 정제된 재조합 Lectin-Olfactomedin-like domain을 SDS-PAGE 및 Coomassie Blue

염색으로 분석한 결과.

도 8E: LPHN1 및 LPHN3의 Lec-Olf 도메인에 대한 천연 LRG1 및 DG-LRG1 결합을 평가하는 고체상 결합 분석 결

과. LPHN1  및 LPHN3의 Lec-Olf  도메인(100nM)을 플레이트에 코팅했다. 세척 및 차단 후, 상이한 양(0.001,

0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 및 10μM)의 천연 LRG1 또는 DG-LRG1을 첨가하고 코팅된 단백질에 결합된

LRG1 또는 DG-LRG1을 항 LRG1 항체 및 항 마우스 2 차 항체를 사용한 ELISA를 수행하여 검출하였다.

도 8F: 정제된 LRG1 변이체 (N269D, N325D, N269D/N325D) 및 대조군 LRG1 (천연 및 탈당화된 형태)을 SDS-PAGE

및 쿠마시 블루 염색에 의해 분석한 결과.

도  8G  및  8H:  shLPHN2  렌티  바이러스(5x10
4
 TU/ml  배양 배지)  또는 항-TGF- 1  항체(10μg/ml)의 존재하에

LRG1(1μg/ml) 또는 DG-LRG1(1μg/ml)로 처리한 후, HUVEC를 사용한 튜브 형성 분석(G) 및 트랜스 웰 세포 이

동 분석(H). HUVEC는 정상적인 글루코스 배지에서 배양하였다. 스케일 바, 200 μm.

도 8I 및 도 8J shLPHN2 렌티 바이러스(5x10
4
 TU/ml 배양 배지) 또는 항-TGF- 1 항체(10μg/ml)의 존재하에

LRG1(1μg/ml) 또는 DG-LRG1(1μg/ml)로 처리한 후, 마우스 DRG 조직(I) 및 마우스 1차 피질 뉴런(J)에서 β

III-Tubulin 면역염색 결과. 마우스 DRG 조직 및 피질 뉴런은 정상적인 글루코스 배지에서 배양하였다. 스케일

바, (I)의 경우 200 μm, (J)의 경우 100 μm.

도 9는 LRG1의 결정 구조 및 LRG1의 기능을 위한 주요 당화부위의 확인 결과에 관한 도면이다.

도 9A: 인간 LRG1의 전체 구조 (평면도 및 측면도). LRRNT(파란색); 8개의 LRR 모듈(녹색); LRRCT(주황색); 이

황화 다리(회색); 페닐알라닌 스파인 및 아스파라긴 래더(자주색, magenta).
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도 9B:  인간 LRG1(청록색 표면)에 부착된 글리칸(노란색). 하단 패널: 아스파라긴 잔기(N79, N186,  N269  및

N325)에 부착된 N-아세틸글루코사민에 대해 2σ에서 카운터된 전자 밀도 맵.

도 9C: LRG1상의 글리코실화 부위의 서열 정렬. 엄격한 동일성(흰색 문자가 있는 빨간색 상자); 그룹 내 유사성

(빨간색 문자); 그룹 간의 유사성(검정색 글자). 글리코실화된 아스파라긴 잔기는 노란색 육각형으로 표시하였

다.

도 9D: 1μg/ml의 LRG1, DG-LRG1 또는 LRG1 변이체(N79D, N186D, N269D, N325D)로 처리한 후, HUVEC를 사용한

튜브 형성 분석 결과. 스케일 바, 200 μm. 우측: 마스터 접합의 정량화 (평균±SEM (n=4)).

도 9E 및 9F: 1μg/ml의 LRG1, DG-LRG1 또는 LRG1 변이체(N79D, N186D, N269D, N325D)로 처리된 마우스 DRG 조

직(E) 및 마우스 1차 피질 뉴런(F)에서의 βIII-튜불린 면역염색 결과. 스케일 바, (E)의 경우 200 μm, (F)의

경우 100 μm. DRG 외식편 및 피질 뉴런(200 cells/field)에서 βIII-튜불린-면역양성 신경돌기 길이를 정량화

하였다(우측, 평균±SEM (n=4)). LRG1 처리 군의 상대 비율은 1로 정의하였다.

 ***P < 0.001 (Student's t test). N.S.: 유의미하지 않음.

도 10은 인간 LRG1의 서열 정렬 및 다른 LRR 패밀리 단백질과 LRG1의 구조적 비교 결과에 관한 도면이다.

도 10A:  Homo  sapiens(huLRG1,  NP_443204.1),  Macaca  mulatta(maLRG1,  EHH29497.1),  Mus  musculus(muLRG1,

NP_084072.1), Rattus norvegicus(raLRG1, NP_001009717.1), Bos taurus(boLRG1, DAA27797.1) 및 Canis lupus

dingo (caLRG1, XP_025312813.1)로부터 유래된 LRG1들의 서열정렬 결과. 컨센서스 서열 (LxxLxLxxNxL) 및 주요

보존된 페닐알라닌, 이황화 브릿지 및 글리코실화된 Asn 잔기는 서열 정렬 하단에 표시하였다. 2차 구조 요소는

정렬  상단에  표시하였다(β-스트랜드  (화살표)  및  α나선(실린더)).  서열  정렬은  T-Coffee

(http://tcoffee.crg.cat) 및 ESPript 서버 (http://espript.ibcp.fr)를 사용하여 얻었다.

도 10B: 인간 LRG1의 LRRNT 및 LRRCT 도메인과 다른 LRR 단백질의 구조적 비교. 이황화 다리는 회색 선으로 표

시하였다.

도 11은 구축된 LRG1-LPHN2 신호 전달 경로에 관한 도면이다.

도 11A:  항-LPHN2  항체에 의한 면역침강의 pY-LPHN2  및 LPHN2에 특이적인 항체를 사용한 웨스턴 블롯 분석

결과. 높은 포도당 조건에서 표시된 시간 동안 LRG1(1μg/ml) 또는 DG-LRG1(1μg/ml)으로 HUVEC를 자극하였다. 

도 11B: LRG1(1μg/ml) 또는 DG-LRG1(1μg/ml) 처리 후, HUVEC의 Cignal Finder GPCR 신호 10-경로 리포터 어

레이 결과. 듀얼-루시퍼라아제 분석의 결과는 정규화된 상대 발광 신호로 표시하였다. (평균±SEM, n=3). 미처

리 군의 상대 비율은 1로 정의하였다.

도 11C: DG-LRG1에 의해 인산화가 증가된 단백질 간의 상호작용을 나타낸 네트워크 모델. 각 노드 색상은 인산

화 수준의 증가(빨간색)를 나타낸다. 색상 막대는 미처리 대조군 조건에 대한 DG-LRG1에 의한 인산화 수준의

log-2-폴드 체인지의 기울기를 나타낸다. 각 노드의 P는 해당 단백질의 인산화를 나타낸다. 단백질간 상호작용:

활성화(화살표); 억제(짧은 선으로 차단된 실선); 직접 활성화(실선 화살표); 간접 활성화(점선 화살표); 단백

질-단백질 상호 작용(회색 선); 원형질막(녹색 선). 

도 11D: 표시된 시간 동안 LRG1(1μg/ml) 또는 DG-LRG1 (1μg/ml)로 자극 된 HUVEC 및 피질 뉴런의 웨스턴 블

롯 결과. 

도 11E: 

상단 이미지: HUVEC 튜브 형성(상단), DRG 외식편(중단) 및 마우스 1차 피질 뉴런(하단)에서 βIII-튜블린 염색

결과. HUVEC  및 마우스 DRG  외식편 및 마우스 1차 피질 뉴런은 정상 글루코스 조건에서 DG-LRG1(1μg/ml),

LY(10μM), PP2(10μM), DG-LRG1(1μg/ml)+LY(10μM), 또는 DG-LRG1(1μg/ml)+PP2(10μM)로 처리되었다. 스케

일 바, 100μm. 

하단 그래프: Quantification of 마스터 정션, DRG에서 βIII-튜블린-면역양성 액손 길이, 및 피질 뉴런(n=4

fields,  200  cells/field)에서  βIII-튜블린-면역양성  신경돌기  평균  길이의  정량화  그래프  (평균±SEM

(n=4)). 미처리 그룹의 상대 비율은 1로 정의하였다.

도 11F: TGF-β1과의 공동 처리 또는 미처리 조건에서 LRG1 또는 DG-LRG1로 자극된 HUVEC의 웨스턴 블롯결과.
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도 11G 및 11H: 1μg/ml의 LRG1 또는 DG-LRG1로 자극된 HUVECs(G) 및 마우스 1차 피질 뉴런(H)의 혈관신생인자

(VEGF, angiopoietin-1, FGF2)(G) 및 신경 영양 인자(NGF, BDNF, NT-3)(H)에 특이적인 항체를 사용한 웨스턴

블롯 결과. 도 11H에서, 마우스 1차 피질 뉴런에 shLPHN2 또는 shCon을 처리한 뒤, 1μg/ml의 LRG1 또는 DG-

LRG1로 자극하였다.

도 11A, 11B, 및 11E에서, **P < 0.01; ***P < 0.001 (Student's t test). N.S.: 유의미하지 않음.

도 12는 LRG1 / LPHN2 매개 신호 전달 경로를 나타낸 것이다.

도 12A: DG-LRG1 처리 후 단백질의 변경된 단백질 및 인산화 수준. 색상은 DG-LRG1에 의한 레벨의 증가(빨간색)

또는 감소(파란색)를 나타낸다. 색상 막대는 처리되지 않은 대조군 조건에 대한 DG-LRG1에 의한 단백질의 log-

2-폴드-체인지 또는 인산화 수준의 기울기를 나타낸다. 단백질 및 인산화 수준의 구별은 괄호 안의 라벨에 각각

"Ab-"및 "Phospho-"로 표시하였다. NF-κB 및 상류 인산화 단백질(LYN 및 AKT1)은 빨간색으로 표시된다.

도 12B: HUVEC(좌측) 또는 피질 뉴런(우측)의 웨스턴 블롯 결과. shLPHN2 또는 대조군 shRNA (shCon)로 처리한

후, 표시된 시간 동안 1μg/ml의 LRG1 또는 DG-LRG1로 자극했다.

도 12C: PP2 (10 μM) 또는 LY294002 (10 μM)로 전처리하거나 전처리하지 않은 경우, 1μg/ml의 DG-LRG1로 자

극된 HUVEC의 웨스턴 블롯 결과.

도 12D: shLPHN2 또는 대조군 shRNA (shCon)로 처리한 후, TGF-β1과 함께 1μg/ml LRG1 또는 DG-LRG1으로 자

극한 HUVEC의 웨스턴 블롯 결과.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

다른 식으로 정의되지 않는 한, 본 명세서에서 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어들은 본 발명이 속하는 기술[0039]

분야에서 숙련된 전문가에 의해서 통상적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 가진다. 일반적으로, 본 명세서에서

사용된 명명법은 본 기술분야에서 잘 알려져 있고 통상적으로 사용되는 것이다. 본 명세서에 기재된 모든 염기

서열은 5’말단에서 3’말단으로 작성하였다.

LRG1은 인간 혈청에 존재하는 당단백질로, 다양한 질병에서 그 발현이 증가되어, 주로 바이오마커로서의 용도가[0041]

보고되어 왔으며, 최근 LRG1의 TGF-β 의존적 혈관신생 및 신경 성장 효과가 보고된 바 있다.

본 발명자들은 이러한 LRG1 당단백질의 TGF-β/ENG 의존적 혈관신생 및 신경 재생효과에 기반하여 LRG1 및 Fc[0042]

도메인의 융합 단백질이 음경 해면체 내피세포 및 신경 세포의 재생을 유도하여 음경 발기력을 증가시키고, 우

수한 혈관 및 신경 재생 효과를 보임을 확인하여, 상기 융합 단백질의 발기 부전, 허혈성 질환, 신경질환의 치

료용도를 등록받은 바 있다(대한민국 등록특허 제2162934호 및 제2002866호). 

그러나, LRG1과 ENG의 약한 결합 친화성(~2.9 μM)은 TGF-β 기반 메커니즘만으로 LRG1의 혈관 및 신경 재생 효[0043]

과를 충분히 설명하기 어렵다. 

본 발명의 일 실시예에서, LRG1의 TGF-β/ENG 의존적 경로 외의 혈관 및 신경 형성 경로를 의 존재할 것이라 예[0044]

측하고 이를 밝히기 위해 프로테오믹스 기반의 연구를 수행한 결과, 신규한 LRG1 수용체로 LPHN2를 확인하였다.

나아가, 고-글루코스 조건(예, 당뇨병 개체)에서 TGF-β 항체 처리시에도 LPHN2 경로를 통해 혈관신생 및 신경

성장을 유도 할 수 있음을 확인하여 LPHN2가 종래 공지된 LRG1/TGF-β 경로에 비의존적인 경로임을 확인하였다.

다만, 천연 LRG1은 정상 생쥐의 혈관이나 뉴런에는 유의미한 영향을 미치지 않는 다는 것을 확인하였다.

본 발명의 다른 실시예에서, 고-글루코스 조건에서의 기능적 활성화 메커니즘을 확인하였다. 구체적으로, 고-글[0045]

루코스 조건에서 LRG1 당단백질이 탈당화되는 것을 확인하였으며, LRG1의 탈당화 형태가 정상 LRG1에 비해 매우

높은 LPHN2 결합 친화도를 갖는 다는 것을 확인하였다. 나아가, 탈당화된 LRG1이 정상 글루코스 조건에서도 혈

관 신생 및 신경 영양효과를 나타내는 것을 확인하여, LRG1의 탈당화가 혈관 신생 및 신경 영양효과에 대한 고-

글루코스 조건에서의 기능적 활성화 메커니즘임을 입증하고 또 다른 실시예에서, 탈당화된 LRG1/LPHN2의 혈관신

생 및 신경재생 경로를 구축하였다.

따라서, 본 발명은 일 관점에서, 하나 이상의 글리코실기(glycosyl group)가 탈당화된, LRG1 당단백질(Leucine[0047]
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rich α-2 glycoprotein)에 관한 것이다.

본 발명의 하나 이상의 글리코실기(glycosyl group)가 탈당화된, LRG1 당단백질은 TGF-β 경로에 비의존적으로,[0048]

높은 혈관 신생, 신경 성장 및/또는 신경 재생 유도효과를 나타내는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명의 하나 이상의 글리코실기(glycosyl group)가 탈당화된, LRG1 당단백질은 LPHN2와 상호작용하고, 이의[0049]

하위 신호 전달을 유도하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에서, “LRG1(Leucine-Rich  alpha-2-Glycoprotein  1)”또는 “LRG1  당단백질”은 류신 중복성 부위를[0050]

갖는 혈청 당단백질을 의미한다. 상기 LRG1 당단백질은 인간, 유인원, 말, 돼지, 토끼, 마우스 등 다양한 동물,

바람직하게는 포유동물 유래의 LRG1 당단백질 및 이의 기능적으로 동일한 단백질을 제한 없이 포함하는 의미로

사용된다. 바람직하게는 상기 LRG1 당단백질은 인간 유래인 것일 수 있다. 본 발명에 있어서, LRG1 당단백질은

전장 당단백질 뿐만 아니라, 실질적으로 동일한 기능 및/또는 효과가 유지되는 LRG1 당단백질의 절편을 포함하

는 의미로 사용된다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질은 서열번호 1로 표시되는 아미노산 서열을 포함하는 것을 특징으로 할[0051]

수 있다.

상기 서열번호 1로 표시되는 아미노산 서열은 인간 LRG1  단백질로, 본 발명의 실시예에서 사용되었다. 인간[0052]

LRG1(서열번호 1)은 T37, N79, N186, N269, 및 N325 잔기에 글리코실기를 갖는 5개의 글리코실화 부위(T37:O-

linked, 나머지: N-linked)를 포함하는 것으로 알려져 있다(UniProt ID: P02750/ A2GL_HUMAN; Reference Seq

ID: NP_443204.1).

또한, 서열번호 1의 1 내지 35번째 아미노산은 신호서열(signal peptide)이며, 36 내지 347 아미노산(서열번호[0053]

2)이 활성서열에 해당한다.

따라서, 본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질은 서열번호 2로 표시되는 아미노산 서열을 포함하는 것을 특징[0054]

으로 할 수 있다.

상기 서열번호 1의 글리코실화 부위인 T37, N79, N186, N269, 및 N325 잔기는 서열번호 2의 T2, N44, N151,[0055]

N234, 및 N290 잔기와 대응한다.

본 발명의 따른 LRG1 당단백질은 특정 아미노산 잔기 위치에서, 아미노산 잔기가 보존적으로 치환된 변이체들도[0056]

포함하는 의미로 해석된다. 

본 명세서에서 “보존적 치환”이란 1개 이상의 아미노산을 해당 LRG1 당단백질의 생물학적 또는 생화학적 기능[0057]

의 손실을 야기하지 않는 유사한 생화학적 특성을 갖는 아미노산으로 치환하는 것을 포함하는 LRG1 당단백질의

변형을 의미한다.

“보존적 아미노산 치환”은 아미노산 잔기를 유사한 측쇄를 갖는 아미노산 잔기로 대체시키는 치환이다. 유사[0058]

한 측쇄를 갖는 아미노산 잔기 부류는 해당 기술분야에 규정되어 있으며, 잘 알려져 있다. 이들 부류는 염기성

측쇄를 갖는 아미노산(예를 들어, 라이신, 아르기닌, 히스티딘), 산성 측쇄를 갖는 아미노산(예를 들어, 아스파

르트산,  글루탐산),  대전되지  않은  극성  측쇄를  갖는  아미노산(예를 들어,  글리신,  아스파라진,  글루타민,

세린, 트레오닌, 티로신, 시스테인), 비-극성 측쇄를 갖는 아미노산(예를 들어, 알라닌, 발린, 류신, 이소류신,

프롤린, 페닐알라닌, 메티오닌, 트립토판), 베타-분지된 측쇄를 갖는 아미노산(예를 들어, 트레오닌, 발린, 이

소류신) 및 방향족 측쇄를 갖는 아미노산(예를 들어, 티로신, 페닐알라닌, 트립토판, 히스티딘)을 포함한다.

본 발명의 LRG1 당단백질은 서열번호 1의 인간 LRG1 당단백질 또는 서열번호 2를 포함하는 LRG1 당단백질 뿐만[0059]

아니라, 이와 실질적으로 동일한 기능 및/또는 효과를 가지며, 50% 이상, 60% 이상, 70% 이상, 바람직하게는

80% 이상 또는 85% 이상, 더욱 바람직하게는 90% 이상 95% 이상, 가장 바람직하게는 99% 이상의 아미노산 서열

상동성을 가지는 LRG1 당단백질 및 이의 절편들을 모두 포함하는 의미로 해석된다. 

본 발명의 용어, “절편”은 모 단백질이 절단된 일부 단편을 의미하며, C’-말단 및/또는 N’-말단이 절단된[0060]

것일 수 있다. 본 발명에 있어서, 상기 절편은 본 발명의 탈당화된 LRG1 당단백질과 실질적으로 동일한 기능 및

/또는 효과를 갖는 절편을 의미한다. 예를 들어, 상기 절편은 전장 단백질에서 신호 서열이 절단된 단편을 포함

할 수 있다.
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본 발명의 일 실시예에서, 고-글루코스 조건에서 LRG1 당단백질의 탈당화되는 것을 확인하였으며, LRG1의 탈당[0062]

화가 혈관 신생 및 신경 영양효과에 대한 고-글루코스 조건에서의 기능적 활성화 메커니즘임을 입증하였다. 특

히, LRG1 당단백질의 N-결합된 글리코실 기의 탈당화가 LPHN2 경로 의존적 혈관신생 및 신경재생 유도에 필수적

이며, 그 중에서도 N325 잔기의 탈당화가 가장 중요함을 확인하였다.

따라서, 본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질은 서열번호 1로 표시되는 아미노산 서열 중 N79, N186, N269,[0063]

및 N325에서 선택되는 아미노산에 결합된 글리코실 기 중 어느 하나 이상이 탈당화된 것을 특징으로 할 수

있다. 

따라서, 본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질은 서열번호 2를 포함하고, 서열번호 2로 표시되는 아미노산 서[0064]

열 N44, N151, N234, 및 N290에서 선택되는 아미노산에 결합된 글리코실 기 중 어느 하나 이상이 탈당화된 것을

특징으로 할 수 있다. 

본 발명에 있어서, 더욱 바람직하게는 상기 LRG1 당단백질은 서열번호 1로 표시되는 아미노산 서열 중 N325 아[0065]

미노산에 결합된 글리코실 기가 탈당화된 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 더욱 바람직하게는 상기 LRG1 당단백질은 서열번호 2를 포함하고, 서열번호 2로 표시되는 아[0066]

미노산 서열 중 N290 아미노산에 결합된 글리코실 기가 탈당화된 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 서열번호 1의 N325 아미노산에 결합된 글리코실 기가 단독으로 탈당화될 수 있다.[0067]

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질은 서열번호 2를 포함하고, 서열번호 2의 N290 아미노산에 결합된 글리코[0068]

실 기가 단독으로 탈당화될 수 있다.

본 발명에 있어서, 서열번호 1의 N325 아미노산의 탈당화와 함께 하나 이상의 다른 아미노산에 결합된 글리코실[0069]

기가 탈당화된 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질은 서열번호 2를 포함하고, 서열번호 2의 N290 아미노산의 탈당화와 함께[0070]

하나 이상의 다른 아미노산에 결합된 글리코실 기가 탈당화된 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질이 서열번호 1 또는 서열번호 2와 다른 아미노산 서열을 갖는 경우, 예를[0072]

들어 다른 생물유래의 LRG1 당단백질인 경우 통상의 기술자는 서열의 정렬(alignment) 및 분석 등을 통해 상기

한 글리코실화 부위에 상응하는 아미노산을 용이하게 도출할 수 있다. 이 경우, 본 발명의 탈당화된 LRG1 당단

백질은 상기 기재된 글리코실화 부위에 상응하는 부위의 아미노산의 글리코실 기가 탈당화된 것을 특징으로 할

수 있음은 자명하다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질은 LPHN2(latrophilin-2)에 결합하는 것을 특징으로 할 수 있다. 본 발명[0073]

의 일 실시예에서 확인한 바와 같이 본 발명의 탈당화된, LRG1  당단백질은 KD  값 500nM  이하 바람직하게는

480nM 이하, 가장 바람직하게는 450nM 이하의 결합 친화도를 나타내는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 본 발명의 탈당화된, LRG1 당단백질은 정상 LRG1 단백질에 비해 1.3배 이상, 바람직하게는[0074]

1.5배 이상, 가장바람직하게는 2배 이상의 LPHN2 발현 세포 표면 결합율을 나타내는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명의 탈당화된 LRG1 당단백질은 Lyn, AKT 및 NF-κB p65 중 어느 하나 이상의 인산화를 유도하는 것을 특[0075]

징으로 할 수 있다.

본 발명의 탈당화된 LRG1 당단백질은 신경세포에서의 신경 영양 인자, 예를 들어, NGF, BDNF, NTR3 등의 발현을[0076]

향상시키는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명의 탈당화된 LRG1 당단백질은 본 발명의 일 실시예에서와 같이, 온전한 LRG1 당단백질에 PNGase F와 같[0077]

은 탈당화 효소를 처리하여 글리코실 기가 탈당화된 LRG1 당단백질을 제조할 수 있으며, 보다 특이적인 글리코

실화 부위에서의 탈당화를 위해, 글리코실화 부위의 아미노산의 치환과 같은 변이체를 제조하여 탈당화된 LRG1

단백질을 제조할 수 있다.

본 발명의 일 실시예에서, 탈당화된 LRG1은 두 가지 방법을 사용하였다. LRG1의 탈당화 중요성을 확인하기 위해[0079]

LRG1의 N-결합 글리칸을 임의로 분해하는 PNGase F를 사용하여 제조하였으며(실시예 5), 각각 글리코실화 부위
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에 글리코실 기가 연결되지 않은 LRG1 당단백질을 제조하기 위해, N79, N186, N269, 및 N325 각각을 아스파르트

산(Aspartic acid, D)으로 치환하는 LRG1 변이체를 제조하여 사용하였다. 

따라서, 본 발명은 다른 관점에서, 하나 이상의 글리코실화 부위에 변이를 포함하는 LRG1  당단백질(Leucine[0081]

rich α-2 glycoprotein) 변이체에 관한 것이다.

본 발명의 용어 “글리코실화(glycosylation)”는 단백질의 세린이나 아스파라진 등 단백질의 변형 중 가장 흔[0082]

한 형태로, 글리코실 기, 즉 탄수화물체인 글리칸(glycan)이 아미노산 잔기, 예를 들어 세린의 산소나 아스파라

진의 질소에 결합하는 과정을 의미한다. 상기 글리코실화는 단백질 2차 및 3차구조, 세포간 신호전달, 생물학적

활성, 안정성 등 다양한 특성에 영향을 미칠 수 있다.

본  발명에  있어서  상기  글리코실화는  N-글리코실화(N-(linked)  glycosylation),  O-글리코실화(O-(linked)[0083]

glycosylation),  인산화  세린  글리코실화(Phosphoserine  glycosylation)  glycosylation)  및  C-만노실화(C-

mannosylation)등 일 수 있으며, 바람직하게는 N-글리코실화 또는 O-글리코실화 일수 있다.

본 발명의 용어 “글리코실화 부위”는 LRG1 당단백질에서 글리코실 기가 연결된 아미노산 또는 글리코실 기의[0084]

연결에 영향을 미치는 이의 인접 아미노산을 의미한다. 인간 LRG1(서열번호 1)에서 글리코실화 부위는 T73,

N79, N186, N269, 및 N325가 알려져 있으며, T73은 O-연결된 글리코실 기, 나머지 4개의 아미노산(N79, N186,

N269, 및 N325)은 N-연결된 글리코실 기를 갖는 것으로 알려져 있다. 서열 번호 1 외의 LRG1 당단백질(예, 다른

동물 유래 LRG1 당단백질)의 경우 글리코실화 부위는 상이할 수 있으나, 본 발명의 일 실시예에서 확인한 것과

같이, 글리코실화 부위 중 서열번호 1의 N269 및 Asn325에 상응하는 부위는 고도로 보존된 것을 특징으로 한다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질(Leucine rich α-2 glycoprotein) 변이체는 변이된 글리코실화 부위에서[0085]

글리코실 기를 포함하지 않는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 변이체는 서열번호 2의 아미노산 서열을 포함하는 LRG1 당단백질이 변이된, LRG1 당단[0086]

백질 변이체인 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 변이체는 서열번호 1의 아미노산 서열을 갖는 LRG1 당단백질이 변이된, LRG1 당단백질[0087]

변이체인 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 1의 N79, N186, N269, 및 N325 에서 선택되는 어느[0088]

하나 이상의 아미노산에 변이를 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 2의 N44, N151, N234, 및 N290에서 선택되는 어느 하[0089]

나 이상의 아미노산에 변이를 포함하는 아미노산 서열을 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 가장 바람직하게는 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 1의 N325 아미노산에 변이를 포함[0090]

하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 2의 N290 아미노산에 변이를 포함하는 아미노산 서열[0091]

을 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 1의 N325 아미노산이 단독으로 변이된 것을 특징으로[0092]

할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 1의 N325 아미노산의 변이와 함께 하나 이상의 다른[0093]

아미노산이 변이를 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 2의 N290 아미노산이 단독으로 변이된 서열을 포함하[0094]

는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 N290 아미노산의 변이와 함께 하나 이상의 다른 아미노산이 변[0095]

이를 포함하는 서열번호 2의 서열을 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명의 용어 "변이체"는 참조서열(정상 LRG1 당단백질 서열 예, 서열번호 1)의 아미노산 서열에서, 일부 아[0097]

미노산 잔기의 변이, 바람직하게는 아미노산 잔기의 치환, 결실 및/또는 삽입, 더욱 바람직하게는 아미노산 잔
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기의 치환을 포함하는 것뿐 아니라, 그러한 아미노산 잔기의 치환, 결실 및/또는 삽입 과 함께, N-말단 또는 C-

말단에서의 일부 아미노산 잔기의 결실이 일어난 것을 모두 포함하는 개념으로 사용된다. 본 발명의 일 실시예

에서, 상기 변이는 LRG 1의 당단백질의 글리코실화 부위의 아미노산을 아스파르트 산으로 치환하였으나, 이에

제한되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서, 상기 변이는 아미노산의 치환인 것을 특징으로 할 수 있다.[0098]

본 발명에 있어서, 상기 아미노산의 치환은 아스파르트 산(aspartic acid)로의 치환인 것을 특징으로 할 수 있[0099]

다.

본 발명에 있어서, 바람직하게는, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 1의 N79, N186, N269, 및 N325 에서[0100]

선택되는 어느 하나 이상의 아미노산이 다른 아미노산으로 치환된 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 바람직하게는, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 2의 N44, N151, N234, 및 N290에서 선[0101]

택되는 어느 하나 이상의 아미노산이 다른 아미노산으로 치환된 서열을 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 더욱 바람직하게는 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 1의 N325 아미노산이 다른 아미노[0102]

산으로 치환된 것을 특징으로 할 수 있으며, 가장 바람직하게는 N325 아미노산이 아스파르트 산(aspartic acid,

D)으로 치환된 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 더욱 바람직하게는, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 2의 N290 아미노산이 다른 아미[0103]

노산으로 치환된 서열을 포함하는 것을 특징으로 할 수 있으며, 가장 바람직하게는 서열번호 2의 N290 아미노산

이 아스파르트 산(aspartic acid, D)으로 치환된 서열을 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 1에 있어, N79D, N186D, N269D, 및 N325D로 구성된[0105]

군에서 선택된 하나 이상의 아미노산 잔기의 치환을 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 바람직하게는 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 1에 있어, N325D의 치환을 포함하는 것[0106]

을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 2에 있어, N44D, N151D, N234D, 및 N290D로 구성된[0107]

군에서 선택된 하나 이상의 아미노산 잔기의 치환을 포함하는 서열을 포함하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 바람직하게는 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 1에 있어, N325D의 치환을 포함하는 것[0108]

을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 바람직하게는 상기 LRG1 당단백질 변이체는 서열번호 2에 있어, N290D의 치환을 포함하는 서[0109]

열을 포함하는것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, "N325"과 같이 1 글자(one letter)의 아미노산 잔기명과 숫자(n)가 함께 기재된 표현은 각[0111]

아미노산 서열에서의 해당 n번째 위치에서의 아미노산 잔기 및 종류를 의미한다.

예를 들어 "N325"는 서열번호 1의 아미노산 서열에서의 325번째 위치에서의 아미노산 잔기가 아스파라긴임을 의[0112]

미한다. "N325D"와 같이, 숫자 뒤의 아미노산 잔기명은 아미노산의 치환을 의미하며, 상기 "N325D"는 서열번호

1의 325번째 위치에서의 아스파라긴(Asn, N)이 아스파르트산(Asp, D)으로 치환된 것을 의미한다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체의 서열번호 1과 다른 아미노산 서열을 갖는 LRG1 당단백질 기반[0113]

의 변이체인 경우, 예를 들어 다른 생물유래의 LRG1 당단백질 기반의 변이체인 경우 통상의 기술자는 서열의 정

렬(alignment) 및 분석 등을 통해 상기한 글리코실화 부위에 상응하는 아미노산을 용이하게 도출할 수 있다. 이

경우, 본 발명의 LRG1 당단백질 변이체는 상기 기재된 글리코실화 부위에 상응하는 글리코실화 부위에 변이를

포함하는 것을 특징으로 할 수 있음은 자명하다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 LPHN2(latrophilin-2)에 결합하는 것을 특징으로 할 수 있다.[0114]

본 발명의 일 실시예에서 확인한 바와 같이 본 발명의 탈당화된, LRG1 당단백질은 KD 값 500nM 이하 바람직하게

는 480nM 이하, 가장 바람직하게는 450nM 이하의 결합 친화도를 나타내는 것을 특징으로 할 수 있다.
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본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 정상 LRG1 단백질에 비해 1.3배 이상, 바람직하게는 1.5배 이[0116]

상, 가장바람직하게는 2배 이상의 LPHN2 발현 세포 표면 결합율을 나타내는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 Lyn, AKT, 및 NF-κB p65 중 어느 하나 이상의 인산화를 유도[0117]

하는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 신경 영양 인자, 예를 들어, NGF, BDNF, NTR3 등의 발현을 향[0118]

상시키는 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체는 이의 절편을 포함하는 의미로 사용된다.[0119]

본 발명의 LRG1 당단백질 변이체는 LPHN2와 강하게 결합 및 상호작용하고, Lyn, AKT, 및/또는 NF-κB p65 를 포[0121]

함하는 신호전달 경로를 통해 혈관 및/또는 신경 세포의 성장, 혈관 신생, 신경 재생을 유도하는 것을 특징으로

할 수 있다.

본 발명은 또 다른 관점에서, 본 발명의 LRG1 당단백질 변이체를 코딩하는 핵산에 관한 것이다.[0123]

본 명세서에서 사용되는 핵산은 세포, 세포 용해물(lysate) 중에 존재하거나, 또는 부분적으로 정제된 형태 또[0124]

는 실질적으로 순수한 형태로 존재할 수도 있다. 핵산은 알칼리/SDS 처리, CsCl 밴드화(banding), 컬럼 크로마

토그래피, 아가로스 겔 전기 영동 및 해당 기술분야에 잘 알려진 기타의 것을 포함하는 표준 기술에 의해 다른

세포 성분 또는 기타 오염 물질, 예를 들어 다른 세포의 핵산 또는 단백질로부터 정제되어 나올 경우 "단리"되

거나 "실질적으로 순수하게 된" 것이다. 본 발명의 핵산은 예를 들어 DNA 또는 RNA일 수 있다.

본 발명은 또 다른 관점에서, 상기 핵산을 포함하는 벡터에 관한 것이다.[0126]

본 발명의 LRG1 당단백질 변이체의 발현을 위하여, 본 발명의 LRG1 당단백질 변이체를 코딩하는 핵산(DNA)를 표[0127]

준 분자 생물학 기술(예를 들어 PCR 증폭 또는 LRG1 당단백질 변이체를 발현하는 하이브리도마를 사용한 cDNA

클로닝)로 수득할 수 있으며, DNA가 전사 및 번역 제어 서열에 "작동되도록 결합"되어 발현 벡터 내로 삽입될

수 있다.

본 발명에서 용어 "벡터 (vector)"는 적합한 숙주 내에서 DNA를 발현시킬 수 있는 적합한 조절 서열에 작동가능[0128]

하게 연결된 DNA 서열을 함유하는 DNA 제조물을 의미한다. 벡터는 플라스미드, 파지 입자, 또는 간단하게 잠재

적 게놈 삽입물일 수 있다. 적당한 숙주로 형질전환되면, 벡터는 숙주 게놈과 무관하게 복제하고 기능할 수 있

거나, 또는 일부 경우에 게놈 그 자체에 통합될 수 있다. 플라스미드가 현재 벡터의 가장 통상적으로 사용되는

형태이므로, 본 발명의 명세서에서 "플라스미드 (plasmid)" 및 "벡터 (vector)"는 때로 상호 교환적으로 사용된

다. 그러나, 본 발명은 당업계에 알려진 또는 알려지게 되는 바와 동등한 기능을 갖는 벡터의 다른 형태를 포함

한다. 대장균에서 사용되는 단백질 발현 벡터로는 Novagen (미국) 사의 pET 계열; Invitrogen (미국)의 pBAD 계

열; Takara (일본)의 pHCE 나 pCOLD; 제노포커스 (대한미국)의 pACE 계열; 등을 사용할 수 있다. 고초균에서는

게놈의 특정부분에 목적 유전자를 삽입하여 단백질 발현을 구현하거나, MoBiTech (독일)의 pHT 계열의 벡터, 등

을 사용할 수 있다. 곰팡이나 효모에서도 게놈 삽입이나 자가복제 벡터들 이용하여 단백질 발현이 가능하다.

Agrobacterium tumefaciens나 Agrobacterium rhizogenes 등의 T-DNA 시스템을 이용하여 식물용 단백질 발현 벡

터를 사용할 수 있다. 포유동물 세포 배양물 발현을 위한 전형적인 발현 벡터는 예를 들면 pRK5 (EP 307,247

호), pSV16B (WO 91/08291호) 및 pVL1392 (Pharmingen)을 기초로 한다.

"발현 조절 서열 (expression control sequence)"이라는 표현은 특정한 숙주 생물에서 작동가능하게 연결된 코[0129]

딩 서열의 발현에 필수적인 DNA 서열을 의미한다. 그러한 조절 서열은 전사를 실시하기 위한 프로모터, 그러한

전사를 조절하기 위한 임의의 오퍼레이터 서열, 적합한 mRNA 리보좀 결합 부위를 코딩하는 서열 및 전사 및 해

독의 종결을 조절하는 서열을 포함한다. 예를 들면, 원핵생물에 적합한 조절 서열은 프로모터, 임의로 오퍼레이

터 서열 및 리보좀 결합 부위를 포함한다. 진핵세포는 프로모터, 폴리아데닐화 시그날 및 인핸서가 이에 포함된

다. 플라스미드에서 유전자의 발현 양에 가장 영향을 미치는 인자는 프로모터이다. 고 발현용의 프로모터로서

SRα 프로모터와 사이토메가로바이러스 (cytomegalovirus) 유래 프로모터 등이 바람직하게 사용된다.

본 발명의 DNA  서열을 발현시키기 위하여, 매우 다양한 발현 조절 서열중 어느 것이라도 벡터에 사용될 수[0130]
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있다. 유용한 발현 조절서열의 예에는, 상기 기술한 프로모터 이외에도, 예를 들어, SV40 또는 아데노바이러스

의 초기 및 후기 프로모터들, lac 시스템, trp 시스템, TAC 또는 TRC 시스템, T3 및 T7 프로모터들, 파지 람다

의 주요 오퍼레이터 및 프로모터 영역, fd 코드 단백질의 조절 영역, 3-포스포글리세레이트 키나제 또는 다른

글리콜분해 효소에 대한 프로모터, 상기 포스파타제의 프로모터들, 예를 들어 Pho5, 효모 알파-교배 시스템의

프로모터 및 원핵세포 또는 진핵 세포 또는 이들의 바이러스의 유전자의 발현을 조절하는 것으로 알려진 구성과

유도의 기타 다른 서열 및 이들의 여러 조합이 포함된다. T7 RNA 폴리메라아제 프로모터 Φ10은 E.coli에서 단

백질을 발현시키는데 유용하게 사용될 수 있다.

통상의 기술자는 형질전환시킬 숙주세포의 선택, 단백질의 발현 수준 등과 같은 인자에 따라 조절 서열을 달리[0131]

선택하여, 발현 벡터의 디자인이 달라질 수 있음을 인식할 수 있다.

핵산은 다른 핵산 서열과 기능적 관계로 배치될 때 "작동가능하게 연결 (operably linked)"된다. 이것은 적절한[0132]

분자 (예를 들면, 전사 활성화 단백질)은 조절 서열(들)에 결합될 때 유전자 발현을 가능하게 하는 방식으로 연

결된 유전자 및 조절 서열(들)일 수 있다. 예를 들면, 전서열(pre-sequence) 또는 분비 리더 (leader)에 대한

DNA는 폴리펩타이드의 분비에 참여하는 전단백질로서 발현되는 경우 폴리펩타이드에 대한 DNA에 작동가능하게

연결되고; 프로모터 또는 인핸서는 서열의 전사에 영향을 끼치는 경우 코딩서열에 작동가능하게 연결되거나; 또

는 리보좀 결합 부위는 서열의 전사에 영향을 끼치는 경우 코딩 서열에 작동가능하게 연결되거나; 또는 리보좀

결합 부위는 번역을 용이하게 하도록 배치되는 경우 코딩 서열에 작동가능하게 연결된다. 일반적으로, "작동가

능하게 연결된"은 연결된 DNA 서열이 접촉하고, 또한 분비 리더의 경우 접촉하고 리딩 프레임 내에 존재하는것

을 의미한다. 그러나, 인핸서 (enhancer)는 접촉할 필요가 없다. 이들 서열의 연결은 편리한 제한 효소 부위에

서 라이게이션(연결)에 의해 수행된다. 그러한 부위가 존재하지 않는 경우, 통상의 방법에 따른 합성 올리고뉴

클레오티드 어댑터 (oligonucleotide adaptor) 또는 링커(linker)를 사용한다.

본원  명세서에  사용된  용어  "발현  벡터"는  통상  이종의  DNA의  단편이  삽입된  재조합  캐리어  (recombinant[0133]

carrier)로서 일반적으로 이중 가닥의 DNA의 단편을 의미한다. 여기서, 이종 DNA는 숙주세포에서 천연적으로 발

견되지 않는 DNA인 이형 DNA를 의미한다. 발현 벡터는 일단 숙주 세포 내에 있으면 숙주 염색체 DNA와 무관하게

복제할 수 있으며 벡터의 수 개의 카피 및 그의 삽입된 (이종) DNA가 생성될 수 있다.

당업계에 주지된 바와 같이, 재조합 세포에서 형질감염 유전자의 발현 수준을 높이기 위해서는, 해당 유전자가,[0134]

선택된 발현 숙주 내에서 기능을 발휘하는 전사 및 해독 발현 조절 서열에 작동가능하도록 연결되어야만 한다.

바람직하게는 발현 조절서열 및 해당 유전자는 세균 선택 마커 및 복제 개시점 (replication origin)을 같이 포

함하고 있는 하나의 발현 벡터 내에 포함되게 된다. 발현 숙주가 진핵세포인 경우에는, 발현 벡터는 진핵 발현

숙주 내에서 유용한 발현 마커를 더 포함할 수 있다.

본 발명은 또 다른 관점에서, 상기 핵산 또는 상기 벡터가 도입된 숙주세포에 관한 것이다.[0136]

본 발명에 있어서, 상기 숙주 세포는 LRG1 당단백질 변이체를 생산하기 위해, 이를 코딩하는 핵산 또는 상기 핵[0137]

산을 포함하는 벡터 등이 도입된 발현용 세포를 의미한다. 상기 재조합 세포는 글리코실화된 LRG1 당단백질을

발현할 수 있는 세포라면 제한없이 사용될 수 있으며, 바람직하게는 진핵세포, 더욱 바람직하게는 효모, 곤충세

포, 동물세포, 가장 바람직하게는 동물세포일 수 있다.  예를 들어 재조합 단백질의 발현에 주로 사용되는 CHO

세포주 또는 HEK 세포주 등이 사용될 수 있고, 본 발명의 일 실시예에서는 HEK 세포주인 Freestyle 293-F 세포

주를 사용하였으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 

상기 숙주세포는 짧은 시간 내 고농도 균체 배양이 가능하고 유전자 조작이 용이하고 유전학적, 생리적 특징이[0138]

잘 밝혀져 있는 대장균 (Escherichia coli), 고초균 (Bacillus subtillis) 등과 같은 원핵세포가 널리 이용되

어 왔다. 그러나, 단백질의 번역 후 수식 (post-translational modification), 분비과정 및 활성형의 3차원 구

조,  단백질의  활성상태의  문제점들을  해결하기  위해  최근  단세포  진핵세포인  효모  계열(Pichia  pastoris,

Saccharomyces cerevisiae, Hansenula polymorpha 등), 사상성 진균류 (filamentous fungi), 곤충세포 (insect

cells), 식물세포, 포유동물세포 (mammalian cells) 등 고등생물에 이르기까지 재조합 단백질 생산의 숙주세포

로 활용하고 있으므로, 실시예에서 예시된 고초균 뿐만 아니라 다른 숙주세포를 이용하는 것은 당업계의 통상의

지식을 가진 자에게 있어서 용이하게 적용 가능하다. 

본 발명의 LRG1 당단백질 변이체를 발현시키기 위해 매우 다양한 발현 숙주/벡터 조합이 이용될 수 있다.  진핵[0139]

숙주에 적합한 발현 벡터에는,  예를 들어 SV40,  소  유두종바이러스,  아네노바이러스,  아데노-연관 바이러스
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(adeno-associated virus), 시토메갈로바이러스 및 레트로바이러스로부터 유래된 발현 조절 서열을 포함한다.

세균 숙주에 사용할 수 있는 발현 벡터에는 pBluescript, pGEX2T, pUC벡터, col E1, pCR1, pBR322, pMB9 및 이

들의 유도체와 같이 E. coli에서 얻는 것을 예시할 수 있는 세균성 플라스미드, RP4와 같이 보다 넓은 숙주 범

위를 갖는 플라스미드, λgt10과 λgt11, NM989와 같은 매우 다양한 파지 람다(phage lambda) 유도체로 예시될

수 있는 파지 DNA, 및 M13과 필라멘트성 단일가닥의 DNA 파지와 같은 기타 다른 DNA 파지가 포함된다.  효모 세

포에 유용한 발현 벡터는 2μ 플라스미드 및 그의 유도체이다. 곤충 세포에 유용한 벡터는 pVL 941이다. 

본 발명의 일 실시예에서, LRG1 당단백질 변이체를 생산하기 위해, HEK 세포주인 Freestyle 293-F 세포주 및[0140]

ppcDNA3.1 벡터의 숙주세포/벡터 조합을 사용하였으나. 이에 제한되는 것은 아니다.

상기 벡터는 형질전환 또는 형질감염 등의 방법으로 숙주세포에 도입될 수 있다. 본원 명세서에 사용된 용어 "[0141]

형질전환"은 DNA를 숙주로 도입하여 DNA가 염색체외 인자로서 또는 염색체 통합완성에 의해 복제가능하게 되는

것을 의미한다. 본원 명세서에 사용된 용어 "형질감염"은 임의의 코딩 서열이 실제로 발현되든 아니든 발현 벡

터가 숙주 세포에 의해 수용되는 것을 의미한다. 상기 벡터를 도입하기 위해, 원핵 또는 진핵 숙주세포 내로 외

인성 핵산(DNA 또는 RNA)을 도입하는 데에 통상 사용되는 여러 종류의 다양한 기술, 예를 들어 전기 영동법, 인

산칼슘 침전법, DEAE-덱스트란 트랜스펙션 또는 리포펙션(lipofection) 등을 사용할 수 있으나, 이에 제한되는

것은 아니다.

물론 모든 벡터와 발현 조절 서열이 본 발명의 DNA 서열을 발현하는데 모두 동등하게 기능을 발휘하지는 않는다[0142]

는 것을 이해하여야만 한다. 마찬가지로 모든 숙주가 동일한 발현 시스템에 대해 동일하게 기능을 발휘하지는

않는다. 그러나, 당업자라면 과도한 실험적 부담없이 본 발명의 범위를 벗어나지 않는 채로 여러 벡터, 발현 조

절 서열 및 숙주 중에서 적절한 선택을 할 수 있다. 예를 들어, 벡터를 선택함에 있어서는 숙주를 고려하여야

하는데, 이는 벡터가 그 안에서 복제되어야만 하기 때문이다. 벡터의 복제 수, 복제 수를 조절할 수 있는 능력

및 당해 벡터에 의해 코딩되는 다른 단백질, 예를 들어 항생제 마커의 발현도 또한 고려되어야만 한다. 발현 조

절 서열을 선정함에 있어서도, 여러 가지 인자들을 고려하여야만 한다. 예를 들어, 서열의 상대적 강도, 조절

가능성 및 본 발명의 DNA 서열과의 상용성 등, 특히 가능성있는 이차 구조와 관련하여 고려하여야 한다. 단세포

숙주는 선정된 벡터, 본 발명의 DNA 서열에 의해 코딩되는 산물의 독성, 분비 특성, 단백질을 정확하게 폴딩시

킬 수 있는 능력, 배양 및 발효 요건들, 본 발명 DNA 서열에 의해 코딩되는 산물을 숙주로부터 정제하는 것의

용이성 등의 인자를 고려하여 선정되어야만 한다. 이들 변수의 범위내에서, 당업자는 본 발명의 DNA 서열을 발

효 또는 대규모 동물 배양에서 발현시킬 수 있는 각종 벡터/발현 조절 서열/숙주 조합을 선정할 수 있다. 발현

클로닝에 의해 cDNA를 클로닝 하려고 할 때의 스크리닝법으로서 바인딩법(binding법), 페닝법(panning법), 필름

에멀션법(film emulsion 법)등이 적용될 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 LRG1 당단백질 변이체를 코딩하는 핵산이 직접적으로 숙주세포의 게놈에 도입되어 염색[0143]

체 상 인자로서 존재할 수 있다. 본 발명이 속하는 기술분야의 당업자에게 있어 상기 유전자를 숙주세포의 게놈

염색체에 삽입하여서도 재조합 벡터를 숙주세포에 도입한 경우와 동일한 효과를 가질 것은 자명하다 할 것이다. 

본 발명은 또 다른 관점에서, 상기 숙주세포를 배양하는 단계를 포함하는 LRG1 당단백질 변이체의 제조방법에[0144]

관한 것이다.

상기 LRG1 당단백질 변이체를 발현할 수 있는 재조합 발현 벡터가 포유류 숙주세포 내로 도입될 경우, LRG1 당[0145]

단백질 변이체 또는 이의 변이체는 숙주세포에서 발현되기에 충분한 기간 동안, 또는 더 바람직하게는 숙주세포

가 배양되는 배양 배지 내로 LRG1 당단백질 변이체가 분비되게 하기에 충분한 기간 동안 숙주세포를 배양함으로

써 제조될 수 있다.

경우에 따라서, 발현된 LRG1  당단백질 변이체는 숙주세포로부터 분리하여 균일하도록 정제할 수 있다. 상기[0146]

LRG1 당단백질 변이체의 분리 또는 정제는 통상의 단백질에서 사용되고 있는 분리, 정제 방법, 예를 들어 크로

마토그래피에 의해 수행될 수 있다. 상기 크로마토그래피는 예를 들어, 친화성 크로마토그래피, 이온교환 크로

마토그래피 또는 소수성 크로마토그래피에서 선택된 하나 이상의 조합일 수 있지만, 이에 한정되지는 않는다.

상기 크로마토그래피 이외에, 추가로 여과, 초여과, 염석, 투석 등을 조합되어 사용될 수 있다.

본 발명자들은 LRG1 및 Fc 도메인이 융합된 LRG1-Fc 융합 단백질의 발기 부전, 허혈성 질환, 신경질환의 치료용[0148]

도를 등록받은 바 있다(대한민국 등록특허 제2162934호 및 제2002866호). 

본 발명의 일 실시예에서, 또한 LRG1-Fc 융합 단백질을 제조합하였으며, LRG1 당단백질의 탈당화가 발생하는 고[0149]
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-글루코스 조건에서 TGF-β 항체가 존재하는 경우에도, LPHN2를 통해 효과적으로 혈관 신생 및 신경 성장 유도

효과를 나타내는 것을 확인하였다.

따라서, 본 발명은 또 다른 관점에서, 본 발명의 탈당화된 LRG1 당단백질, 또는 LRG1 당단백질 변이체에 Fc 도[0150]

메인이 융합된, 융합 단백질에 관한 것이다.

본 발명에서 “Fc 도메인”은 Ig(immunoglobulin, 면역글로불린)의 Fc 도메인을 의미한다. 상기 Ig의 Fc 도메인[0151]

은 Ig의 중쇄와 경쇄 가변영역, 중쇄 불변영역 1(CH1)과 경쇄 불변영역(CL1)을 제외한, 중쇄 불변영역 2(CH2)

및 중쇄 불변영역 3(CH3) 부분을 의미하며, 중쇄 불변영역에 힌지(hinge) 부분이 포함될 수 있다. 상기 Ig의 Fc

도메인은 천연형과 실질적으로 동등하거나 향상된 효과를 갖는 한, Ig의 중쇄와 경쇄 가변영역만을 제외하고,

일부 또는 전체 중쇄 불변영역 1(CH1) 및/또는 경쇄불변영역 1(CL1)을 포함하는 확장된 Fc 영역일 수 있다. 또

한, CH2 및/또는 CH3에 해당하는 상당히 긴 일부 아미노산 서열이 제거된 영역일 수도 있다. 또한, 상기 Ig의

Fc 도메인에는 이황화 결합을 형성할 수 있는 부위가 제거되거나, 천연형 Fc에서 N-말단의 몇몇 아미노산이 제

거되거나 또는 천연형 Fc의 N-말단에 메티오닌 잔기가 부가될 수도 있는 등 다양한 종류의 유도체가 포함된다.

본 발명에서, Ig는 IgA,  IgD, IgE, IgG 또는 IgM을 포함하며, 바람직하게는 IgG이다. 상기 IgG는 인간 또는[0152]

소, 염소, 돼지, 마우스, 토끼, 햄스터, 랫트, 기니피그 등의 포유동물 유래일 수 있으며, 바람직하게는 인간

유래이다. 상기 IgG는 IgG1, IgG2, IgG3 또는 IgG4를 포함하며, 바람직하게는 IgG1이다.

본 발명에 있어서, 상기 Fc 도메인은 탈당화된 LRG1 당단백질, 또는 LRG1 당단백질 변이체의 N’-말단 및/또는[0153]

C’-말단 융합될 수 있다.

본 발명의 융합 단백질은 LRG1 (Leucine-Rich alpha-2-Glycoprotein 1) 당단백질과 Fc 도메인이 링커로 연결된[0154]

형태일 수 있다.

본 발명의 용어, "링커(linker)"는 기본적으로는 두 개의 서로 다른 융합 파트너(예를 들어, 생물학적 고분자[0155]

등)를 수소 결합, 정전기적 상호작용, 반데르 바알스력, 이황화 결합, 염 브릿지, 소수성 상호작용, 공유결합

등을 이용하여 연결할 수 있는 연결체를 의미한다. 본 발명에 있어서, 상기 링커는 바람직하게는 펩타이드 링커

이다. 

본 발명의 용어, “펩타이드 링커”는 임의의 아미노산 서열을 가진 펩타이드로서, 기능기를 갖지 않으며 크기[0156]

가 작은 아미노산이 적합하며, 바람직하게는 알라닌, 글라이신 및 이들의 조합으로 이루어진 군에서 선택되는

하나 이상의 아미노산으로 이루어진 펩타이드 링커일 수 있다. 상기 펩타이드 링커는 LRG1 당단백질 및 Fc 도메

인과의 결합능을 방해하지 않으며, 적절한 배양성을 유지할 수 있도록 유연성을 줄 수 있는 개수의 아미노산으

로 구성될 수 있으며, 예를 들어, 수개 내지 수십개의 아미노산으로 구성될 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 Fc 도메인은 혈관내피세포 표면의 FcRN(neonatal Fc-receptor)과 결합하는데, 낮은 pH[0157]

에서는 FcRN에 결합하고 중성 pH에서는 분리되는 특성을 가진다. 이러한 특성에 의하여 Fc 도메인을 포함하는

융합 단백질은 혈관내피세포로 엔도시토시스 되고, 다시 엑소시토시스 되어 혈액 내로 배출되는 특성을 가지고,

이로 인해 융합 단백질의 혈액 내 반감기가 현저히 늘어나는 장점을 가진다. 또한, Fc 도메인을 포함하는 융합

단백질은 Fc 도메인과의 융합에 의해 수용성 및 안전성을 개선하는 효과를 내며, 약물의 생산 측면에서도 정제

및 분리가 간편하여 생산비용을 절약할 수 있는바, LRG1 당단백질만을 이용할 때에 비해 장점을 가지고 있다.

본 발명의 탈당화된 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체 및/또는 이의 절편은 LPHN2와 강하게 결합 및 상호작[0158]

용하고, Lyn, AKT, 및/또는 NF-κB p65 를 포함하는 직접적 신호전달 경로 및/또는 NGF, BDNF 및 NT3을 포함하

는 신경 영양인자의 발현 향상을 통해 혈관 및/또는 신경 세포의 성장, 혈관 신생, 신경 재생을 유도하는 것을

특징으로 할 수 있다.

본 발명의 일 실시예에서는, 본 발명의 PNGaseF를 처리하여 제조한 탈당화된 LRG1 당단백질 및 글리코실화 부위[0159]

에 변이를 포함하는 LRG1 당단백질 변이체를 제조하였으며(이하 DG-LRG1으로 통합하여 지칭), 상기 DG-LRG1은

LPHN2 경로의 직접적인 효과 및 신경 영양 인자 발현 향상의 간접적인 효과를 통해 TGF-β 비의존적으로 혈관

내피 및 신경 성장을 현저하게 유도하고, 허혈성 질환 및 신경질환이 합병증으로 나타나는 당뇨병 마우스 모델

에서, 혈관 신생, 말초 신경의 재생, 발기부전의 완화효과를 나타내는 것을 확인하였다.

따라서, 본 발명은 또 다른 관점에서, 본 발명의 탈당화된 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 본 발명[0161]

공개특허 10-2022-0106369

- 22 -



의 융합단백질을 포함하는 혈관신생, 신경성장 또는 신경재생 유도용 조성물에 관한 것이다.

본 발명은 또 다른 관점에서, 본 발명의 탈당화된 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 본 발명의 융합[0162]

단백질을 포함하는 허혈성 질환의 예방 또는 치료용 조성물에 관한 것이다.

본 발명은 또 다른 관점에서, 본 발명의 탈당화된 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 본 발명의 융합[0163]

단백질을 포함하는 말초 신경계 질환 질환의 예방 또는 치료용 조성물 에 관한 것이다.

본 발명은 또 다른 관점에서, 본 발명의 탈당화된 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 본 발명의 융합[0164]

단백질을 포함하는 발기부전 의 예방 또는 치료용 조성물 에 관한 것이다.

본 발명은 또 다른 관점에서, 본 발명의 탈당화된 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 본 발명의 융합[0165]

단백질을 포함하는 퇴행성 신경질환의 예방 또는 치료용 조성물에 관한 것이다.

본 발명의 용어, "혈관 신생"은 기존의 혈관에서 새로운 혈관이 형성되는 일련의 과정을 총칭하는 용어이다. 상[0166]

기 혈관 신생은 내피 세포의 분열 등을 통해 새로운 혈관을 형성하는 것을 포함할 수 있다. 본 발명에 있어서,

상기  혈관  신생은  장중적  혈관신생  (intussusceptive  angiogenesis)  및  발아  혈관신생  (sprouting

angiogenesis)을 포함할 수 있다.

본 발명의 탈당화된 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 융합단백질은 LPHN2의 직접 결합을 통한 신호[0167]

전달 경로의 활성화를 통해 혈관 신생을 유도할 수 있다.

본  발명의  용어,  "신경  성장"은  새로운  신경돌기의  생성(neurite  outgrouth)  및  축삭돌기의  발아(axonal[0168]

sprouting)를 포함하는 신경 세포 및 네트워크의 성장 및 확장을 의미한다. 본 발명에서, 신경 성장은 손상된

신경세포의 회복의 맥락에서 "신경 재생"으로 사용될 수 있다.

본 발명의 용어, "신경 재생"은 손상된 신경세포의 회복을 의미한다.[0169]

본 발명의 탈당화된 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 융합단백질은 LPHN2의 직접 결합을 통한 신호[0170]

전달 경로의 활성화(직접 효과) 및 신경 영양 인자의 발현 향상을 통해 신경 성장을 유도할 수 있다.

본 발명의 용어, "허혈성 질환"은 신체기관, 조직 또는 부위로의 혈류 공급 감소 상태를 나타내는 질환을 의미[0171]

하는 것으로, 관련되는 신체 기관 또는 원인에 따라 심근경색, 뇌경색, 허혈성 급성신부전증, 허혈성 급성 간부

전증, 당뇨성 족부궤양, 당뇨성 신증, 허혈성 대장염, 심근비대증, 외과수술 부작용에 기인한 허혈성 질환 또는

기관 조직 손상 등이 포함되나, 이에 제한되는 것은 아니다. 상기 외과수술 부작용에 기인한 허혈성 질환은 허

혈성 심부전, 허혈성 신부전, 허혈성 간부전 또는 허혈성 뇌졸중 등이 포함되며, 이에 제한되지 않는다. 상기

기관 조직 손상은 허혈 후 재관류를 동반하는 장기 수술 또는 이식, 외상성 절단사지 재접합으로 인한 것을 포

함한다. 상기 장기는 신장, 간장, 췌장, 폐 또는 심장 등을 포함할 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 용어, "말초 신경계 질환"은 다양한 원인으로 인한 말초신경의 손상 또는 사멸에 의해 발생하는 질환[0172]

을 의미한다. 본 발명에 있어서, 상기 말초 신경계 질환은 말초신경병증, 당뇨병성 신경병증, 영양성 신경병증,

삼차 신경통, 좌골 신경통, 수근관 증후군, 얼굴 마비, (수술/외상 후) 말초 신경 손상, 중증 근무력증, 길랑-

바레 증후군, 신경성 틱 등을 포함할 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 용어, "발기부전"은 성생활에 충분한 발기가 되지 않거나 유지되지 않은 상태를 의미하며, 일반적으[0173]

로 이러한 상태가 3개월 이상 지속되었을 경우 발기부전으로 정의된다. 상기 발기부전은 심리적인 요인에 기인

하는 심인성 발기부전, 혈관인성 발기부전, 신경인성 발기부전, 내분비성 발기부전, 대사증후군에 의한 발기부

전, 약물부작용에 의한 발기부전 등을 모두 포함하는 광범위적 의미로 해석된다. 본 발명의 조성물은 상기 모든

원인에 의한 발기부전의 예방 및/또는 치료에 사용될 수 있으며, 바람직하게는 혈관인성 발기부전 및/또는 신경

인성 발기부전에 사용될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 용어, "퇴행성 신경질환"또는 "신경퇴행성 질환"은 중추신경계, 특히 뇌의 신경 세포의 퇴행성 병태[0174]

를 나타내는 질환으로 퇴행성 부위의 고유 기능의 소실로 인해 여러가지 증상을 유발하는 질환을 의미한다. 상

기 퇴행성 신경질환은 예를 들어, 알츠하이머, 파킨슨 병, 근위축성 측색경화증, 헌팅턴 무도병, 크로이츠펠트

야콥병, 퇴행성 뇌질환 등을 포함하나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명에서 사용되는 용어, "예방"은 본 발명에 따른 약학 조성물의 투여에 의해 목적하는 질환을 억제시키거[0175]

나 발병을 지연시키는 모든 행위를 의미한다.
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본 발명에서 사용되는 용어, "치료"는 본 발명에 따른 약학 조성물의 투여에 의해 목적하는 질환에 대한 증세가[0176]

호전되거나 이롭게 변경되는 모든 행위를 의미한다.

본 발명에 있어서, 상기 조성물은 약학 조성물일 수 있다. [0177]

상기 약학 조성물은 통상적으로 약학 조성물에 사용되는 적절한 담체, 부형제 및 희석제를 추가로 포함할 수 있[0178]

다.

상기 약학 조성물에 포함될 수 있는 담체, 부형제 및 희석제는 락토오스, 덱스트로오스, 수크로오스, 소르비톨,[0179]

만니톨, 자일리톨, 에리스리톨, 말티톨, 전분, 아카시아 고무, 알지네이트, 젤라틴, 칼슘 포스페이트, 칼슘 실

리케이트,  셀룰로오스,  메틸  셀룰로오스,  미정질  셀룰로오스,  폴리비닐  피롤리돈,  물,  메틸히드록시

벤조에이트, 프로필히드록시 벤조에이트, 탈크, 마그네슘 스테아레이트 및 광물유 등이 있다. 상기 조성물을 제

제화할 경우에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제

를 사용하여 조제된다.

본 발명에 따른 약학 조성물은 통상의 방법에 따라 다양한 형태로 제형화하여 사용될 수 있다. 적합한 제형으로[0180]

는 정제, 환제, 산제, 과립제, 당의정, 경질 또는 연질의 캡슐제, 용액제, 현탁제 또는 유화액제, 주사제, 에어

로졸 등의 경구형 제형, 외용제, 좌제 및 멸균 주사용액 등이 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에 따른 약학 조성물은 약학적으로 불활성인 유기 또는 무기 담체를 이용하여 적합한 제형으로 제조할[0181]

수 있다. 즉, 제형이 정제, 코팅된 정제, 당의정 및 경질 캡슐제인 경우 락토스, 수크로스, 전분 또는 그 유도

체, 탈크, 칼슘 카보네이트, 젤라틴, 스테아르산 또는 그 염을 포함할 수 있다. 또한, 제형이 연질 캡슐제인 경

우에는 식물성 오일, 왁스, 지방, 반고체 및 액체의 폴리올을 포함할 수 있다. 또한, 제형이 용액 또는 시럽 형

태인 경우, 물, 폴리올, 글리세롤, 및 식물성 오일 등을 포함할 수 있다.

본  발명에  따른  약학  조성물은  상기의  담체  외에도  보존제,  안정화제,  습윤제,  유화제,  용해제,  감미제,[0182]

착색제, 삼투압 조절제, 산화방지제 등을 더 포함할 수 있다.

본 발명에 따른 약학 조성물은 약학적으로 유효한 양으로 투여한다. 본 발명에 있어서, "약학적으로 유효한[0183]

양"은 의학적 치료에 적용 가능한 합리적인 수혜/위험 비율로 질환을 치료하기에 충분한 양을 의미하며, 유효용

량 수준은 환자의 질환의 종류, 중증도, 약물의 활성, 약물에 대한 민감도, 투여 시간, 투여 경로 및 배출

비율, 치료기간, 동시 사용되는 약물을 포함한 요소 및 기타 의학 분야에 잘 알려진 요소에 따라 결정될 수 있

다. 본 발명에 따른 약학 조성물은 개별 치료제로 투여하거나 다른 치료제와 병용하여 투여될 수 있고 종래의

치료제와는 순차적 또는 동시에 투여될 수 있으며, 단일 또는 다중 투여될 수 있다. 상기한 요소들을 모두 고려

하여 부작용 없이 최소한의 양으로 최대 효과를 얻을 수 있는 양을 투여하는 것이 중요하며, 이는 당업자에 의

해 용이하게 결정될 수 있다.

본 발명의 약학 조성물은 개체에 다양한 경로로 투여될 수 있다. 상기 약학 조성물은 경구 또는 비경구로 투여[0184]

할 수 있다. 비경구 투여인 경우에는 정맥내 주입, 피하 주입, 근육 주입, 복강 주입, 내피 투여, 국소 투여,

비내 투여, 폐내 투여 및 직장내 투여 등으로 투여할 수 있다. 경구 투여 시, 단백질 또는 펩타이드는 소화가

되기  때문에  경구용  조성물은  활성  약제를  코팅하거나  위에서의  분해로부터  보호되도록  제형화될  수  있다.

또한, 상기 조성물은 활성 물질이 표적 세포로 이동할 수 있는 임의의 장치에 의해 투여될 수 있다.

본 발명에 따른 약학 조성물의 투여방법은 제형에 따라 용이하게 선택될 수 있으며, 경구 또는 비경구 투여될[0185]

수 있다. 투여량은 환자의 나이, 성별, 체중, 병증의 정도, 투여경로에 따라 달라질 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 조성물은 다른 허혈성 질환, 말초 신경계 질환, 발기부전 또는 퇴행성 신경질환의 치료[0186]

용 조성물 또는 치료 요법과 병용하여 사용될 수 있다.

본 발명은 또 다른 관점에서, 상기 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 융합 단백질을 대상에게 투여하[0188]

는 단계를 포함하는 혈관신생, 신경성장 및/또는 신경재생 유도방법을 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 융합 단백질을 대상에게 투여하는 단계를 포[0189]

함하는 허혈성 질환, 말초신경질환, 발기부전 및/또는 퇴행성 신경질환의 치료방법을 제공한다.
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본 발명은 또 다른 관점에서, 상기 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 융합 단백질의 혈관신생, 신경[0191]

성장 및/또는 신경재생 유도용도를 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 융합 단백질의 허혈성 질환, 말초신경질환,[0192]

발기부전 및/또는 퇴행성 신경질환의 치료방법을 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 융합 단백질의 혈관신생, 신경성장 및/또는[0194]

신경재생 유도용 조성물의 제조에 있어서의 용도를 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 LRG1 당단백질, LRG1 당단백질 변이체, 또는 융합 단백질의 허혈성 질환, 말초신경질환,[0195]

발기부전 및/또는 퇴행성 신경질환의 예방 또는 치료용 조성물의 제조에 있어서의 용도를 제공한다.

실시예[0197]

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 예시하기 위[0198]

한 것으로서, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지는 않는 것은 당업계에서 통상의

지식을 가진 자에게 있어서 자명할 것이다.

실시예 1: 재료 및 방법[0200]

실시예 1-1: 세포 배양[0201]

인간 제대 정맥 내피 세포(HUVECs; Cat#CC-2519, Lonza) 및 인간 배아 신장 293T 세포(HEK293T; Cat#CRL-3216,[0202]

ATCC)는 ATCC 지침에 따라 인증되었으며 수령 후 6 개월 이내에 사용하였다.

HUVEC은 젤라틴 (Cat# G1890, Sigma-Aldrich; 0.1% in DDW) 사전 코팅된 플레이트 상의 EGM-2 (Cat# CC-3162,[0203]

Lonza),  2  mM  L-glutamine  (Cat#  25030081,  Gibco),  100  U/ml  penicillin)및 100  μg/ml  스트렙토 마이신

(Cat#15140122, Gibco)으로 보충된 EBM-2 (Cat# CC-3156, Lonza)에서 배양하였다.

HEK293T 세포는 10% 소 태아 혈청 (FBS; Cat#10270106, Gibco) 및 100 μg/ml 항생제-항진균제 (Cat#15240062,[0204]

Gibco)가 보충된 DMEM(Cat#41965039, Gibco)에서 배양하였다. 세포는 가습된 5% CO2 조건에서 37℃로 유지하였

다. 모든 실시예에서 계대 2와 7 사이의 세포를 사용하였으며, 모든 실험은 기관 지침에 따라 수행하였다.

1차  마우스  해면상  내피  세포  (MCEC)를  준비하고,  보체  M199에서  유지하였다(1-3).  음경  조직을  수확하여[0205]

HBSS(Hank's balanced salt solution; Cat#14025092, Gibco)가 들어있는 멸균 바이알로 옮겨 PBS(phosphate-

buffered saline)로 두 번 세척하였다. 음경에서 귀두, 요도 및 등 신경 혈관 다발을 제거하고 MCEC 배양을 위

해 해면체 조직만을 사용하였다. 모든 실험에서 계대 2와 4 사이의 세포를 사용하였다.

당뇨병 유도된 혈관병증은 밤새 혈청 결핍 세포로 모방하였으며, 가습된 5% CO2 분위기에서 37℃에서 72 시간[0206]

동안 고 글루코스 (30mM 글루코스) 조건에 노출시켰다(Diabetes 54, 2179-2187 (2005).). 정상 글루코스(5mM

글루코스, Cat#G7021, Sigma-Aldrich) 조건을 대조군으로 사용하였다.

실시예 1-2: 실시예에서 사용된 동물[0208]

8주령의 수컷 C57BL/6 (한국 오리엔트 바이오) 및 LRG1-Tg 수컷 (Macrogen Inc., 서울, 한국) 마우스를 사용하[0209]

였다. 모든 실험에서 마우스는 연령을 일치시켰으며, 야생형 한배 새끼(littermate)를 대조군으로 사용하였다.

실험은 인하 대학교 동물 관리 및 사용위원회 (검증 번호: INHA 180523-570)의 승인을 받아 진행하였다. 당뇨병

은 앞에서 설명한대로 연속 5일 동안 스트렙토조토신 (STZ; 50mg/kg 체중)의 복강 내 주사에 의해 유도하였다

(The journal of sexual medicine 6, 3289-3304 (2009)). 당뇨병 유도 8주 후, 케타민(ketamine, 100mg/kg)과

자일라진(xylazine, 5mg/kg)의 근육 주사로 마우스를 마취시켰다.
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실시예 1-3: 재조합 단백질의 발현 및 정제[0211]

재조합 LRG1 단백질의 발현을 위해, 인간 LRG1(잔기 V36-Q347) 유전자를 을 친화성 정제에 사용하기 위한 트롬[0212]

빈 인식 서열을 코딩하는 변형된 pcDNA3.1 벡터의 BamHI 및 NotI 부위에 클로닝시켰으며, 이어서 인간 IgG의 Fc

도메인을 클로닝시켰다. 재조합 LRG1 단백질은 Freestyle 293-F 세포 (Invitrogen)에서 일시적으로 발현시켰다.

세포를 PEI (polyethylenimine; linear, MW 25000; Polysciences)를 사용하여 DNA:PEI 비율 1:4로, 형질 감염

시키고 37℃의 가습된 8% CO2 인큐베이터에서 4일 동안 인큐베이션했다. 그 후, 세포를 원심 분리에 의해 펠렛

화하고 Fc-융합 된 LRG1 단백질을 함유하는 상등액을 protein A 수지(Cat#1010025, Amicogen)에 로딩하였다.

0.2M 글리신 버퍼 (pH 2.7)을 사용하여 LRG1-Fc를 용출하고, 1M Tris-HCl 버퍼(pH 9.0)으로 중화 후, 투석을

통해 샘플 버퍼를 PBS로 교환 하였다. 태그가 없는 인간 LRG1의 경우, LRG1-Fc 결합 protein A 수지를 4℃에서

밤새 트롬빈(0.5% [v/v] in 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 200 mM NaCl)으로 처리하고 LRG1 단백질을 용출했다. 용출

된 LRG1은 20mM Tris-HCl (pH 8.0) 및 200mM NaCl로 구성된 버퍼를 사용하여 Superdex 200 증가 10/300 GL 컬

럼 (GE Healthcare Life Sciences)에서 크기 배제 크로마토그래피로 정제하였다. LRG1 단백질을 함유하는 분획

을 풀링하고 결정화를 위해 7.4 mg/ml로 농축시켰다.

Fc-태그된 재조합 LPHN2 엑토 도메인 변이체의 발현을 위해 잔기 F26-Q95 (Lec 도메인), 잔기 V135-P394 (Olf[0213]

도메인), 잔기 F26-P394 (Lec-Olf 도메인) 또는 잔기 F26-R796 (Lec-Olf-GAIN/GPS 도메인)은 친화성 정제에 사

용하기 위한 protein  A  태그 또는 인간 IgG의 Fc  도메인이 뒤 따르는 트롬빈 인식 서열을 코딩하는 변형된

pcDNA3.1 벡터의 BamHI/NotI 부위로 클로닝하였다. YFP-His- 태그된 인간 LRG1 (LRG1-YFP) 및 Fc-태그된 LPHN2

엑토도메인 변이체 (Lec, OlF, Lec-Olf 또는 Lec-Olf-GAIN/GPS)는 다음에 따라 Expi293F 발현 시스템 (Thermo

Fisher)을 사용하여 제조업체의 지침에 따라 생산하였다. 

세포를 ExpiFectamine (Cat#A14524, Thermo Fisher)을 사용하여 발현 플라스미드로 형질 감염시키고 37℃의 가[0214]

습된 8% CO2 배양기에서 2일 동안 배양했다. 배양액을 원심 분리한 후, 상등액을 LRG1-YFP를 위한 Ni-NTA 수지

(Cat#30230, Qiagen) 및 Fc 태그가 부착 된 LPHN2 엑토도메인 변이체를 위한 protein A 수지 (Cat#1010025,

Amicogen)에 로딩했다. LRG1-YFP를 20mM Tris-HCl (pH 8.0) 및 200mM NaCl내 의 250mM 이미다졸로 용출하고,

태그가 없는 LPHN2 엑토도메인 변이체를 수지상 트롬빈 분해(0.5% [v/v] in 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 200 mM

NaCl후 4℃에서 밤새 용출시켰다. 용출된 LRG1-YFP 및 LPHN2 엑토도메인 단백질은 20mM Tris-HCl (pH 8.0) 및

200mM NaCl로 구성된 버퍼를 사용하여 Superdex 200 증가 10/300 GL 컬럼 (GE Healthcare Life Sciences)에서

크기  배제  크로마토그래피로  추가로  정제하였다.  단백질의  분자량은  표준  방법을  사용하여  SDS-PAGE  및

Coomassie Brilliant blue R-250 염색(BIO-RAD)으로 평가하였다.

실시예 1-4: 관 형성 분석[0216]

관 형성 분석은 종래 공지된 방법에 따라 수행하였다 (The journal of sexual medicine 9, 1760-1772 (2012)).[0217]

약 100 μl의 성장 인자 감소된 Matrigel (Cat#354230, Becton Dickinson)을 4℃에서 48-웰 조직 배양 플레이

트에 분배했습니다. 37℃에서 30분 이상 겔화 후, HUVEC 또는 MCEC를 300μl의 M199 배지에서 4x10
4
 세포/웰로

겔에  접종하였다.  세포를  즉시  1μg/ml의  LRG1-Fc,  LRG1,  탈당화된  LRG1  (DG-LRG1),  LRG1  변이체  (N269D,

N325D,  N269D/N325D),  TGF-β1 (5  ng/ml),  LRG1-Fc  +  TGF-β1 (5ng/ml),  LRG1-Fc  +  항-TGF-β1 항체 (10μ

g/ml) 및/또는 LRG1-Fc + TGF-β1 (5ng/ml) + 항-TGF-β1 항체 (10μg/ml)로 처리하였다. 관 형성을 위상차 현

미경으로 12~16 시간 동안 모니터링하고 Image J 소프트웨어를 사용하여 블라인드 방식으로 4 개의 개별 실험에

서  마스터  접합의  수를  계산하여  정량화했다.  (National  Institutes  of  Health  [NIH]  1.34,

http://rsbweb.nih.gov/ij/)

실시예 1-5: 세포 이동 분석[0219]

트랜스웰 이동(Transwell migration) 분석의 경우, 200μl의 무 혈청 M199에 들어있는 1x10
5
개의 HUVEC를 12 웰[0220]

플레이트(Cat#353182, Corning)의 상부 삽입물(8μm 기공)에 접종하고 20% FBS로 보충된 600μl의 M199를 하부

챔버에 첨가하였다. 1μg/ml Fc (대조군), 1μg/ml LRG1-Fc, 5ng/ml TGF-β1 (Cat#240-B, R & D Systems), 10

μg/ml 항-TGF-β1 항체(Cat#MAB1835, R & D Systems), 5ng/ml TGF-β1 + 10 μg/ml 항-TGF-β1 항체 (중화를

위해 밤새 미리 혼합), 및 1μg/ml DG-LRG1을 각각 HUVEC에 처리하였다. 37℃에서 18시간 동안 배양한 후, 삽입
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물 윗면의 이동하지 않은 세포를 면봉으로 제거했다. 이동된 세포를 고정하고 크리스탈 바이올렛 (Cat#V5265,

Sigma)으로 염색한 뒤, 10% 아세트산으로 용출시켰다. 4 개의 무작위 필드에서 이동 또는 침투 세포를 계수하였

다. 신호를 시각화 하였으며, 공초점 형광 현미경(K1-Fluo; Nanoscope Systems, Inc.)에서 디지털 이미지를 획

득하였다.

실시예 1-6: TriCEPS 기반 리간드 수용체 포획(LRC-TriCEPS)[0222]

TriCEPS 기반 리간드 수용체 포획(LRC-TriCEPS; cat# P05203, Dualsystems Biotech)을 사용하여 제조사의 지침[0223]

에 따라 LRG1에 대한 수용체 후보를 동정하였다. 300μg의 재조합 LRG1 단백질 또는 트랜스페린(대조군 리간

드)을 150μl의 25mM HEPES 버퍼 (pH 8.2)에 용해시킨 후, 1.5μl의 TriCEPS 시약을 각 샘플에 첨가하고 일정

하게 교반하며 22℃에서 90 분 동안 배양했다. PBS (pH 6.5)에서 1.5mM NaIO4와 함께 HEK293T 세포(1.2x10
8
)를

4℃의 암실에서 15 분 동안 부드럽게 회전하여 인큐베이션함으로써 약하게 산화시켰다. 이어서 세포를 300xg에

서 5분 동안 2회 세척하고 1% FBS(pH 6.5)를 포함하는 18ml PBS를 함유하는 두 개의 별도 튜브에 재현탁 시킨

뒤, TriCEPS-커플링된 트랜스페린 또는 TriCEPS-커플링된 LRG1 150μl을 각 튜브에 첨가했다 지속적으로 부드럽

게 교반하면서 4℃에서 90 분 동안 배양하였다. 커플링 반응이 완료된 후, 세포를 수집하고 세포 펠렛을 LC-

MS/MS 분석을 위해 Dualsystems로 보냈다.

실시예 1-7: 렌티 바이러스를 이용한 shRNA 전달(녹다운)[0225]

케타민(ketamine, 100 mg/kg) 및 자일라진(xylazine, 5 mg/kg)으로 근육내 주사를 통해 동물을 마취한 뒤, 스[0226]

크램블된  대조군  shRNA(shCon)  렌티바이러스  입자(Cat#  SC-108080,  Santa  Cruz)  또는  LPHN2  표적

shRNA(shLPHN2; Cat# V3SM7603-234963095, Dharmacon)를 함유하는 SMART 벡터 마우스 렌티바이러스를 마우스당

1 TU(Transforming units)의 용량으로 근육 내 주사를 통해 투여하였다. In vitro (HUVEC, HEK293T 및 MCECs)

및 ex vivo (MPGs 및 DEGs) 세포 배양 실험의 경우, shCon 또는 shLPHN2 렌티바이러스 입자를 5 Х 10
4
 TU/ml의

농도로 배양 배지에 첨가하였다. 마우스 LPHN2를 표적으로하는 shRNA 및 인간 LPHN2를 표적으로 하는 shRNA 서

열은 아래 표 1과 같으며, 실시예의 실험은 렌티 바이러스 감염 후 3일차에 수행되었다.

표 1

구분[0227] 서열(5'->3') 서열번호

인간 LPHN2 표적 shRNA ACGGCTTATGGGTCATTTA 3

마우스 LPHN2 표적 shRNA TCAACTGCTAGGTCGATAT 4

실시예 1-8: 세포 표면 결합 분석[0229]

HEK293T 세포 및 HUVEC를 표준 성장 배지의 8-well Lab-Tek 챔버 슬라이드 상에 플레이팅하였다. 37가습된 5%[0230]

CO2 조건에서 1시간동안 LRG1-YFP 또는 YFP와 함께 배양하였다. 그 뒤, PBS로 두번 세척하고 15분동안 PBS중 4%

의  포름알데히드로  고정시켯다.  웰을  PBS로  2회  세척한  뒤  슬라이드를  ProLonged  Antifade  Kit  mounting

solution (Cat# P10144, Molecular Probes)으로 마운팅하였다. 형광표지된 LRG1의 세포 흡수는 공 초점 레이저

스캐닝 현미경((Zeiss LSM 780)으로 관찰하였다.

실시예 1-9: 면역볼롯 및 면역침전법[0232]

세포 및 조직을 프로테아제 억제제 (Cat#  P3100-001,  GenDEPOT)  및 포스파타아제 억제제 (Cat#  P3200-001,[0233]

GenDEPOT)로 보충된 RIPA 버퍼(Sigma-Aldrich)에 용해시켰다. 각 전체 세포 또는 조직 용 해물로부터 동일한 양

의 단백질(레인 당 30μg)을 SDS-PAGE에 의해 8% 내지 12% 겔에서 분리하고 PVDF(polyvinylidene fluoride) 막

으로 옮겼다. 실온에서 1 시간 동안 5% 무 지방 건조 우유(non-fat dried milk)로 블로킹한 후, 텍스트에 표시

된대로 막을 4℃에서 밤새 다음의 1차 항체와 함께 배양했다: 

anti-LPHN2 (Cat# ab209548, Abcam; 1:500), anti-LRG1 (Cat# HPA001888, Sigma; 1:500), anti-TGFβ1 (Cat#[0234]
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sc-146, Santa Cruz Biotechnology; 1:500), anti-phospho-eNOS (Cat# 9571, Cell Signaling; 1:500), anti-

eNOS (Cat# 610297, Becton Dickinson; 1:1000), anti-phospho-Smad1/5 (Cat# 9516, Cell Signaling; 1:500),

anti-phospho-Smad2/3 (Cat# 8828, Cell Signaling; 1:500), anti-BDNF (Cat# sc-546, Santa Cruz; 1:500),

anti-NGF (Cat# sc-548, Santa Cruz; 1:500), anti-NT-3 (Cat# sc-547, Santa Cruz; 1:500), anti-phospho-

Akt (Cat# 9271, Cell Signaling; 1:500), anti-Akt (Cat# 9272, Cell Signaling; 1:500), anti-phospho-PI3

kinase p85 (Cat# 4282, Cell Signaling; 1:500), anti-PI3 kinase p85 (Cat# 4292, Cell Signaling; 1:500),

anti-phosphotyrosine  clone  4G10  (Cat#  05-321,  Sigma;  1:500),  anti-VEGF  (Cat#  sc-152,  Santa  Cruz;

1:100), and anti-ANG1 (Cat# sc-74528, Santa Cruz; 1:100). 면역침전을 위해 1,000μg의 용 해물을 지시된

항체(1-2 μg)와 함께 4℃에서 3-4 시간 동안 배양하고, Protein A/G PLUS-Agarose (Cat# SC-2003, Santa Cruz

Biotechnology)와 함께 밤새 배양했다. 면역침전물을 RIPA 버퍼로 5회 세척한 뒤, SDS-PAGE로 분리하고 지시된

항체로 면역블롯팅하였다. CM을 1500rpm에서 5분 동안 원심분리하여 세포 파편을 제거하고 1차 수확한 뒤, 트리

클로로 아세트산(TCA)과 아세톤 혼합물 (10% TCA 및 10mM 아세톤 중 DTT(dithioTeitol))로 -20℃에서 밤새 CM

샘플을 침전시켜 컨디셔닝된 배지 (CM)의 TGF- 1을 검출했다 (Brain Res 1265, 158-170 (2009)). 침전된 단백

질을 아세톤 중 20 nM DTT로 2회 세척하고 프로테아제 억제제 (Cat# P3100-001, GenDEPOT) 및 포스파타아제 억

제제 (Cat# P3200-001, GenDEPOT)로 보충된 RIPA 버퍼(Sigma-Aldrich)에 용해시켰다. SDS-PAGE에 의해 각 용해

물에서 동일한 양의 단백질(레인 당 30μg)을 분리하고 anti-TGF-β1 (Cat#sc-146, Santa Cruz Biotechnology;

1:500)으로 면역블롯팅하였다. 이미지 J 1.34를 사용하여 웨스턴 블롯 밴드의 밀도 측정 분석을 수행했다.

실시예 1-10: 면역 침전물의 LC-MS/MS 분석[0236]

HUVEC는 6 시간 동안 혈청을 결핍시켰으며, 그 후 LRG1-Fc (1μg/ml)로 0, 10, 30 및 60 분 동안 처리하였다.[0237]

RIPA 버퍼(Cat#89900, Sigma)로 용해하고, 총 세포 용해물을 LPHN2 항체 (Cat#sc-514197, Santa Cruz; 1:50)로

면역침전시키고 SDS-PAGE 및 Coomassie Blue 염색으로 분석했다. 표시된 밴드(도 2B, 빨간색 프레임)를 SDS-

PAGE  젤에서  잘라내고,  Nano  LC-MS/MS  분석은  Easy  n-LC  (Thermo  Fisher,  San  Jose,  CA,  USA)  및  nano-

electrospray source가 장착된 LTQ Orbitrap XL 질량 분석기(Thermo Fisher)를 사용하여 수행되었습니다 (7)

(대한민국  서울  연세  프로테옴  연구소).  샘플은  C18  나노  보어  컬럼  (150mm  Х  0.1mm,  3μm  기공  크기,

Agilent)에서 분리시켰다. 

LC 분리를위한 이동상 A(Mobile phase A)는 탈 이온수 중 0.1% 포름산(0.1% formic acid) + 3 % 아세토니트릴[0238]

(3% acetonitrile)이었으며, 이동상 B(Mobile phase B)는 아세토니트릴 중 0.1% 포름산(0.1% formic acid in

acetonitrile)이었다. 크로마토그래피 구배는 23 분 안에 0% B에서 32% B로, 3 분 안에 32% B에서 60% B로, 3

분에 95% B, 6분에 0% B로 선형 증가를 달성하도록 설계하였다. 유속은 1500nl/min으로 유지하였다. 전체 질량

스캔 (350-1800 m/z)에 이은 10 MS/MS 스캔을 사용한 데이터 의존적 수집으로 질량 스펙트럼을 획득하였다. MS1

전체 스캔의 경우 orbitrap 해상도는 15,000이고 AGC는 2Х10
5
였다. LTQ에서 MS/MS의 경우 AGC는 1Х10

4
였다.

Mascot 알고리즘 (Matrix Science, USA)을 사용하여 단백질 서열 데이터베이스에 존재하는 펩티드 서열을 확인

하였다. 데이터베이스 검색 기준은 다음과 같다: 

taxonomy,  Homo  sapiens,  Mus  musculus;  fixed  modification,  carbamidomethylated  at  cysteine  residues;[0239]

variable  modification,  oxidized  at  methionine  residues;  maximum  allowed  missed  cleavages,  2;  MS

tolerance, 10 ppm; MS/MS tolerance, 0.8 Da.

트립신 소화된 펩티드만 고려하였으며, 펩타이드는 P <0.05의 유의성 임계값으로 필터링하였다.[0240]

실시예 1-11: 대동맥 고리 분석(Aortic ring assay)[0242]

8주령의 C57BL/6 마우스에서 수확한 대동맥을 8 웰 Nunc Lab-Tek 챔버 슬라이드 시스템 (Sigma-Aldrich)에 배[0243]

치하고 50μl Matrigel의 오버레이로 자리를 고정시켰다. 대동맥 고리는 정상 글루코스(5mM) 또는 고 글루코스

(30mM) 배지에서, RG1-Fc (1 μg/ml), shCon 또는 shLPHN2 (5Х10
4
 TU/ml culture medium)와 함께 또는 없이,

anti-TGF-β1 항체(10 μg/ml)와 함께 또는 없이 5일간 complement M199에서 배양되었다. 대동맥 절편과 발아

세포를 4% 파라포름알데히드에 30분 이상 고정하고, PECAM-1 (Cat# MAB1398Z, Millipore; 1:50)의 면역형광 검
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출에 사용하였다(J Vis Exp, (2009)).

실시예 1-12: Ex vivo 내피 세포 발아 분석[0245]

마우스 내체 해면체 조직(corpus cavernosum tissue)을 2개 또는 3개의 조각으로 절단한 뒤, Matrigel 스톡 용[0246]

액으로 코팅된 6-웰 세포 배양 플레이트에 위치시켰다. Matrigel은 37℃에서 15 분 동안 배양하고 1μg/ml LRG1

및 shRNA (1μg/ml의 shCon 또는 LRG1 포함 또는 제외) 3ml의 정상 글루코스 (5mM) 또는 고 글루코스 (30mM)

컨디셔닝 된 보체 M199에서 중합시켰다. shLPHN2; 5 Х 104 TU/ml 배양 배지), 항 -TGF-β1 항체 (10 μg/ml)

를 세포 배양 플레이트에 첨가 하였다. 이어서 세포를 2 일마다 조절된 complement M199의 교체와 함께 37℃의

가습된 5% CO2  환경에서 배양하였다. 7 일 후 위상차 현미경으로 영상을 얻었고, 발아 세포 밀도는 Image J

1.34를 사용하여 분석했다.

실시예 1-13: 발기 기능 측정[0248]

발기 기능은 종래 잘 알려진 방법에 의해 측정되었다(The journal of sexual medicine 6, 3289-3304 (2009)).[0249]

해면 신경 주위에 양극성 백금 와이어 전극을 배치하였다. 자극 매개 변수는 1 또는 5V, 12Hz의 주파수, 1ms의

펄스 폭 및 1 분간의 지속시간이었다. 최대 해면 내압 (ICP)은 자극 동안 기록하였다. 총 ICP는 해면 신경 자극

시작부터 자극 종료 후 20 초까지의 곡선 아래 면적으로 결정하였다. 각 전기 자극은 최소 10 분 간격으로 반복

하였다.  전신  혈압(Systemic  blood  pressure)은  이전  연구에서  검증된  비  침습적 꼬리 커프 시스템 (non-

invasive tail-cuff system, Visitech Systems)을 사용하여 측정하였다(Hypertension 25, 1111-1115 (1995)).

전기 자극 중 진동이 혈압 평가에 영향을 미칠 수 있기 때문에 ICP를 측정하기 전에 전신 혈압을 측정했다. 전

신 혈압의 변화를 반영하기 위해 평균 수축기 혈압 (MSBP)에 대한 최대 ICP 및 총 ICP의 비율을 계산하였다. 대

조군 및 STZ-유도 당뇨병 마우스의 생리 학적 및 대사 적 매개 변수는 표 2와 같다.
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표 2

[0250]

실시예 1-14: MPG 및 DRG 외식편 배양 및 발아 분석[0252]

마우스 주 골반 신경절(MPG) 및 등측 뿌리 신경절(DRG) 조직을 종래 보고된 방법으로 해부하고 유지시켰다(BJU[0253]

international 92, 631-635 (2003), Andrology 5, 327-335 (2017)). 전립선의 배측 부분에 밀착된 MPG 조직과

L3-L5유래의 DRG 조직을 현미경을 사용하여 수컷 마우스로부터 분리하고, HBSS 함유 멸균 바이알에 옮겨 담아

PBS로 두 번 헹구고 세척하였다. MPG 및 DRG 조직을 작은 조각으로 자르고 poly-D-lysine hydrobromide(Sigma-

Aldrich)로 코팅된 8-웰 Nunc Lab-Tek 챔버 슬라이드 시스템에 위치시켰다. MPG 및 DRG 조직을 Matrigel로 완

전히 덮고 37℃의 5%  CO2  환경에서 10-15  분  동안 배양 플레이트를 배양하였다.  그  뒤,  2%  무  혈청 B-27

(Cat#17504-044, Gibco) 및 0.5nM GlutaMAX-I (Cat#35-050-061, Gibco)가 보충 된 1ml의 완전 Neurobasal 배

지(Gibco)를  첨가하고,  정상  글루코스(5mM)  또는  고  글루코스(30mM)  배지에서,  LRG1-Fc  (1  μg/ml)  및

shRNA(shCon 또는 shLPHN2 (5Х10
4
 TU/ml culture medium))와 함께 또는 없이, anti-TGF-β1 항체(10 μg/ml)

와 함께 또는 없이 37℃의 가습된 5% CO2 환경에서 배양하였다. 7 일 동안 배양 한 후, 신경돌기 성장 조각

(segment)을  4%  파라  포름알데히드에  30  분  이상  고정하고  항-βIII  튜  불린  항체(Cat#ab107216,  Abcam;

1:100)로 면역염색했다.

실시예 1-15: 1차 피질 뉴런 배양[0255]
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1 차 마우스 피질 뉴런은 timed-pregnant C57BL/6N 마우스 (오리엔트 바이오, 한국)에서 얻은 E15 야생형 배아[0256]

에서 유래한 것이다. 두 성별의 배아에서 피질 조직을 절개하고 얼음으로 냉각시킨 HBSS(Hanks' balanced salt

solution)으로 세 번 세척했다. 피질 조각을 0.125% 트립신/EDTA (Cat#25200056, Gibco)로 37℃에서 5분 동안

주기적으로 흔들면서 소화시켰다. 5% FBS (Cat#10270106, Gibco)를 첨가하여 트립신/EDTA를 중화시킨 후, 10회

부드럽게 피펫팅하여 피질 뉴런을 해리시켰다. 생성된 세포 현탁액을 70-μm 메쉬 크기 (Cat#352350, Becton

Dickinson)의  세포  스트레이너를  통해  여과하고  800xg에서  3분  동안  원심  분리했다.  2%  무  혈청  B-27

(Cat#17504-044,  Gibco)  및  0.5nM  GlutaMAX-I  (Cat#35-050-061,  Gibco)로  보충된  완전한  Neurobasal  배지

(Cat#21103049,  Gibco)에 재현탁하고, poly-D-lysine  hydrobromide(0.1mg/ml; Cat#P0899, Sigma-Aldrich) 및

라미닌 (10ng/ml; Cat#23017015, Gibco)으로 미리 코팅된 커버 슬립에서 피질 뉴런을 배양하였다. 

면역형광 분석을 위해 24 웰 플레이트에 웰당 1x10
5
개의 세포를 도말하고 5일 동안 다음의 프로세스와 같이 처[0257]

리했다:

- 1차 도말 후, 1일차에 세포를 렌티바이러스로 감염시킴[0258]

- 1차 도말 후, 2 및 4일차에 항체, 단백질 또는 억제제로 2회 처리함[0259]

- 발아된 축삭돌기를 4% 파라포름알데히드에 30분 이상 고정한 뒤, 0.3% 트리톤 X-100과 함께 5분간 배양하여[0260]

세포와 축삭을 투과시킴

- βIII tubulin 항체 (Cat# ab107216, Abcam; 1:100)를 사용하여 면역염색을 수행함[0261]

정량화를 위해 Image J를 사용하여 필드 당 200 개 세포를 정량화하였다. 웨스턴 블롯 분석을 위해 세포를 6 웰[0262]

플레이트에 웰당 2x10
6
개 세포를 분배하고 렌티바이러스 또는 항체, 단백질 및/또는 억제제를 처리하였다. 

실시예 1-16: BrdU 라벨링[0264]

0일차 및 3일차에 Fc 또는 LRG1-Fc(5μg/20μl)으로 반복적으로 해면체 내 주사 2주 후의 각 그룹의 마우스(대[0265]

조군 및 STZ 유도된 당뇨병 마우스)에 BrdU (50mg/kg 체중; Cat# 19-160, Sigma-Aldrich)를 연속 3일동안 매일

1회 복강 내 주사하고, BrdU 주사 후 1일 뒤에 희생시켰다. 추가 항원 검색 단계는 5'-bromo-2'-deoxyuridine

항체 (BrdU; Cat. MCA2060, AbD Serotec; 1:50)를 사용하여 수행하였다. BrdU 양성 내피 세포의 수는 4개의 다

른 영역에서 계수하였으며, 값은 고출력 필드(high-power field) 당으로 표현되었다.

실시예 1-17: TUNEL 분석[0267]

TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick-end labeling) 분[0268]

석을 사용하여, 0 및 3일에 Fc 또는 LRG1-Fc(5μg/20μl)으로 반복적으로 해면체 내 주사 2주 후의 각 그룹의

마우스(대조군 및 STZ 유도된 당뇨병 마우스)로부터의 해면조직의 세포 사멸(Apoptosis)을 평가하였다. ApopTag

Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit (Cat# S7160, Chemicon)는 제조사의 지침에 따라 사용하였다.

공초점 형광 현미경을 사용하여 디지털 이미지와 사멸된 세포의 수를 결정했다. In vitro 연구를 위해 TUNEL 양

성 세포의 수와 비율을 평가하였다.

실시예 1-18: 면역형광염색된 조직의 조직학적 검사[0270]

음경 조직을 4% 파라포름알데히드에 4℃에서 24시간 고정한 뒤, 냉동하고 12μm 크기의 절편으로 잘랐다.[0271]

배양 된 MPG 조직, DRG 조직 및 대동맥 고리를 4 % 파라 포름 알데히드에 상온에서 10 분 동안 고정한 후 블로[0272]

킹 용액과 함께 실온에서 2 시간 동안 배양 하였다. 그 후, 다음의 항체와 함께 4℃에서 샘플을 밤새 배양하였

다:

anti-LPHN2 (Cat# ab138498, Abcam; 1:100), [0273]

anti-PECAM-1 (Cat# MAB1398Z, Millipore; 1:50), [0274]

anti-NG2 (Cat# AB5320, Millipore; 1:50), 및 [0275]
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anti-βIII tubulin (Cat# ab107216, Abcam; 1:100)[0276]

PBS로 여러 번 세척 한 후, 샘플을 TRITC(tetramethylrhodamine)-접합 당나귀 항-닭 2차 항체 (Cat# 703-025-[0277]

155, Jackson ImmunoResearch Laboratories; 1:200), FITC(fluorescein isothiocyanate)-접합 염소항 아르메

니아 헴스터 2차 항체 (Cat# 127-095-160, Jackson ImmunoResearch Laboratories; 1:200), 또는 DyLight 550-

접합 당나귀 항 토끼 2차 항체 (Cat# ab98489, Abcam; 1:200)와 함께 실온에서 2 시간 동안 배양하였다.신호를

시각화하고 공 초점 형광 현미경 (K1-Fluo;  Nanoscope  Systems,  Inc.)을 사용하여 디지털 이미지를 얻었다.

Immunofluorescence 염색 강도는 Image J 1.34를 사용하여 정량화하였다.

실시예 1-19: Solid-phase binding assay[0279]

고체상 결합 분석은 종래 알려진 방법으로 수행하였다 (Mol Cancer Ther 14, 470-479 (2015)). LPHN2 세포 외[0280]

도메인 변이체(Lec, Olf, GAIN/GPS domain; 100nM)를 MaxiSorp 96-웰 플레이트 (Nunc)에 첨가하고 실온에서 1

시간 동안 배양하였다. 웰을 PBS로 2회 세척한 다음 1% BSA(bovine serum albumen)과 함께 2 시간 동안 배양하

였다. 블로킹 후, 다양한 양 (0.001, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 또는 10μM)의 천연 LRG1 또는 DG-

LRG1을  표시된 LPHN2  세포  외  도메인 변이체로 코팅된 96  웰  플레이트에 첨가하였다.  항-LRG1  항체 (Cat#

sc517443,  Santa  Cruz)  및  peroxidase-접합  된  항-마우스  2  차  항체  (Cat#  62-6520,  Thermo  Fisher

Scientific)를 사용한 ELISA으로 코팅된 단백질에 결합된 LRG1을 검출하였다.

실시예 1-20: HUVECs 및 HEK293T 세포에 대한 LRG1의 결합 친화도 [0282]

정상(parental) 및 LPHN2 녹다운 HUVEC 및 HEK293T세포에 대한 LRG1의 결합 친화도는 1.0x10
6
 세포/200μl에 1[0283]

μM의  Alexa  647-접합  LRG1  또는  Alex647  접합  DG-LRG1을  사용하여  측정하였다.  PBS로  세척한  뒤,

FACS(fluorescence-activated  cell  sorting)로 형광신호를 모니터링하여 세포 표면에 결합된 LRG1  또는 DG-

LRG1을 검출하고, FlowJo 10 소프트웨어(FlowJo, LLC)를 사용하여 분석하였다.

실시예 1-21: 결정화 및 구조 분석[0285]

결정은 1μl의 LRG1 단백질 (7.4mg/ml)과 1μl의 결정화 버퍼(200mM 황산 리튬, 100mM 아세트산 나트륨 pH4.5,[0286]

48%  PEG400[v/v])을  혼합한  후,  행잉-드롭 증기 확산법(hanging-drop  vapor  diffusion  method)을  사용하여

291K에서  성장시켰다(BIODESIGN  8,  60-63  (2020)).  100K에서  데이터  수집을  위해,  결정을  동결  방지  버퍼

(200mM 황산 리튬, 100mM 아세트산 나트륨 pH4.5, 48% PEG400[v/v], 30% 글리세롤 [v/v])에 담근 후, 액체 질

소에서 급속-냉동(flash frozen)하였다.

회절 데이터는 포항 가속기 연구소의 7A  빔 라인에서 수집되었으며 HKL2000  프로그램을 사용하여 가공되었다[0287]

(Methods Enzymol 276, 307-326 (1997)). LRG1 결정은 공간 그룹 P6322에 속하며 다음과 같은 단위 셀 치수를

갖는다: 

a=143.0 A; b=143.0A; c=113.7A; α=90 °; β=90 °; 및 γ=120 °.[0288]

초기 단계는 PHASER를 사용한 분자 대체에 의해 계산하였으며(J Appl Crystallogr 40, 658-674 (2007)), 구조[0289]

결정을 위한 탐색 프로브로 NGL3 (Protein Data Bank 코드: 3ZYN)의 구조를 사용했습니다. 원자 모델은 프로그

램  COOT(Acta  Crystallogr  D  60,  2126-2132  (2004))를  사용하여  여러  라운드의  모델  구축을  반복하고

PHENIX(Acta Crystallogr D 58, 1948-1954 (2002)) 프로그램으로 보완하여 구축되었다. 최종 모델은 PHENIX의

Molprobity를 사용하여 검증되었으며, Rwork=18.58% / Rfree=21.94% 이다. LGR1 구조의 Ramachandran 플롯 분

석은 잔기의 92.51%와 0.00%가 각각 선호 영역(favored regions)과 비선호 영역(outlier regions)에 있음을 보

여주었습니다. 구조 인자와 좌표 파일은 Protein Data Bank에 보관하였다(accession codes: 7D67).

실시예 1-22:  Cignal  Finder  GPCR  신호  10-경로  리포터 어레이(Cignal  Finder  GPCR  signaling  10-pathway[0291]

reporter array) 및 포스포 어레이(phospho array)

Cignal Finder GPCR 신호 10-경로 리포터 어레이(Cignal Finder GPCR signaling 10-pathway reporter array)[0292]
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분석의  경우,  5%  FBS  및  0.1mM  비  필수  아미노산으로  보충된  80  μl의  Opti-MEM에  희석된  HUVEC  (5x10
3

세포/웰)을 사전-배양 형질 감염 혼합물과 혼합하여 형질 감염시킨 뒤, 37℃의 5% CO2 환경에서 24 시간 동안

배양했다. 사전-배양 형질 감염 혼합물의 경우, 0.5μl의 Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 및 리포터 DNA 구

조물(GPCR signaling 10-Pathway용 Cignal Finder Reporter Array; CCA-109L-2, Qiagen)을 실온에서 30분간 배

양하였다. 4시간 동안의 혈청 고갈 후, 리포터 DNA로 형질 감염된 HUVEC를 1μg/ml의 LRG1 또는 DG-LRG1로 6시

간 동안 처리했다. 그 뒤, 제조사의 지침에 따라 Cignal 10-Pathway Reporter Array 키트를 사용하여 발광 신

호를 정량화하여 세포 내  10  개의  신호 전달 경로 리포터를 분석했다.  발현 값은 실제 세포 반응(genuine

cellular responses, 반딧불 발광 신호)과 비특이적 반응(Renilla luminescence signal)을 구별한 샘플 비율

값을 설정하여 정규화하고 상대 발광 신호의 폴드-변화(fold-change)로 플롯팅하였다.

포스포 어레이(phospho array)의 경우, HUVEC를 8시간 동안 혈청 고갈 후, 항 -TGFβ1 항체와 1 시간 동안 배양[0293]

하고 1μg/ml DG-LRG1로 30분 동안 HUVEC를 자극하였다. HUVEC의 전체 세포 용해물을 제조하고, 제조사의 지침

에 따라 항체 어레이 분석 키트 (Cat# KAS02, Fullmoon Biosystems, Sunnyvale, CA, USA)를 이용한 Phospho

Explorer 항체 분석에 50μg의 단백질을 함유하는 용해물의 앨리퀏을 사용하였다. Phospho Explorer 항체 어레

이 (Full Moon Biosystems, Inc.)는 1318개의 항체로 구성되며, 각 항체는 여러 양성 및 음성 대조군과 함께

코팅된  유리  현미경  슬라이드에  프린트된  두  개의  복제물로  존재합니다.  E-Biogen  (Ebiogen  Inc.,  Seoul,

Korea)의 맞춤형 서비스로 Phospho Explorer 항체 어레이 실험 및 분석을 수행하였다.

실시예 1-23: 네트워크 분석[0295]

먼저,  DG-LRG1  처리에 의해 인산화 수준이 25%  이상 증가한 단백질을 확인했다.  그  뒤,  BioGRID  (Nucleic[0296]

Acids Res 34, D535-539 (2006)), HuRI (Nature 580, 402-408 (2020)), IntAct (Nucleic Acids Res 32, D452-

455 (2004)), HitPredict (Nucleic Acids Res 39, D744-749 (2011)), IID (Nucleic Acids Res 47, D581-D589

(2019)),  MINT  (Nucleic  Acids  Res  35,  D572-574  (2007)),  DIP  (Nucleic  Acids  Res  30,  303-305  (2002)),

HPRD (Nucleic Acids Res 37, D767-772 (2009)), HTRIdb (BMC Genomics 13, 405 (2012)), 및 STRING (Nucleic

Acids Res 43, D447-452 (2015))을 포함한 10 개의 상호작용체(interactome) 데이터베이스에서 인산화된 단백

질에 대한 단백질-단백질 상호 작용 (PPI)을 얻었다. 획득한 PPI를 사용하여 확인된 인산화 단백질 간의 상호

작용을 설명하는 네트워크 모델을 구축했습니다. DG-LRG1 관련 신호 전달 경로의 활성화를 이해하는 데 도움이

될 수 있는 많은 단백질을 네트워크 모델에 추가하였다. 네트워크 모델에서 우리는 KEGG 경로 데이터베이스에서

얻은 지역화 및 활성화/억제 정보를 기반으로 인산화된 단백질을 배열하였다 (Nucleic  Acids  Res  28,  27-30

(2000)).

실시예 1-24: 통계 분석[0298]

특별한 언급이 없는한 데이터는 최소 세번의 독립적 실험에서 얻은 값의 평균±SEM 이다. Prism 8 소프트웨어[0299]

(Graph  Pad  Software)를 사용하여 두 그룹간의 유의미한 차이를 결정하는데 Student's t-test를 사용하였다.

P-values < 0.05 는 통계학적으로 유의한 값으로 간주되었다. 각각의 P-values 는 도면에서 별표로 표시하였다

(*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001).

실시예 2: LRG1의 TGF-β 비의존적 신규 수용체로서, LPHN2의 확인[0301]

종래 LRG1의 TGF-β 및 이의 보조 수용체인 엔도글린(ENG)을 기반으로 하는 혈관 및 신경 재생 효과가 알려져[0302]

있었으나, LRG1과 ENG의 약한 결합 친화성(~2.9 μM)은 TGF-β 기반 메커니즘만으로 LRG1의 혈관 및 신경 재생

효과를 충분히 설명하기 어렵다. 따라서, 본 발명자들은 TGF-β/ENG 기반의 경로 외에, LRG1의 또 다른 혈관 및

신경 형성 경로의 존재할 것이라 예상하였다.

TGF-β1 비의존적 LRG1의 새로운 혈관신생 경로를 확인하기 위해, 프로테오믹스(proteomics)기반의 접근법을 사[0303]

용하였다. 인간 세포주 (HUVEC 및 HEK293T 세포)에 대한 LRG1의 세포 표면 결합을 확인하였으며, 이는 두 세포

주에서 LRG1에 대한 알려지지 않은 세포 표면 수용체가 존재함을 의미한다 (도 2C), 새로운 LRG1 세포 수용체를

동정하기 위해,  대규모 배양이 가능한 살아있는 HEK293T  세포에서 리간드-기반 수용체 포획법(ligand-based

receptor capture (LRC))을 수행하였다. 이를 위해, 각각 리간드 접합 및 수용체 포획 및 정제를 위한 3개의 모

공개특허 10-2022-0106369

- 33 -



이어티를  갖는  글리코실화된  표적  수용체의  동정이  가능한  화학  단백체  시약(chemoproteomic  reagent)인

TriCEPS를 사용했다 (Nat Protoc 8, 1321-1336 (2013)). 

구체적으로, sodium  metaperiodate로 산화된 HEK293T  세포를 TriCEPS  커플링된 LRG1과 함께 배양한 후, LC-[0304]

MS/MS(liquid  chromatography-tandem  mass  spectrometry)  분석으로 포획된 당단백질을 친화성 정제(affinity

purified) 및 동정하였다 (도 1A 및 2D). 

선택 기준(enrichment factor > 4, false-discovery rate [FDR]-adjusted P-value < 0.05)을 기반으로 다음의[0305]

LRG1 결합 파트너 후보를 도출하였다(도 1B): 

- LEG3 (galectin-3), [0306]

- NDUA5 (NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex subunit 5)[0307]

- LPHN2 (latrophilin-2)[0308]

상기 세 가지 결합 파트너 후보 중 LPHN2는 HUVEC 및 HEK293T 세포 모두에서 발현하는 유일한 세포막 단백질이[0309]

기 때문에 LRG1  수용체에 대한 가장 강력한 후보로 선택되었다 (도 2E).  특히 LPHN2는 칼슘 비의존적 알파-

latrotoxin 수용체 2 (CIRL2)로도 알려진 부착 G- 단백질 결합 수용체 (GPCR)로(J Biol Chem 273, 32715-32724

(1998)), 최근 시냅스 형성에서 양방향 신호 전달을 매개하는 것으로 보고되었다(Science 363, (2019)). 

스크램블된 shRNA(scrambled small hairpin RNA) 렌티바이러스(shControl)로 처리된 대조군 세포에 비해 LPHN2[0310]

녹다운된 HUVEC 및 HEK293T 세포 모두에서 LRG1-YFP의 세포 표면 결합이 현저하게 감소했음을 확인했다 (도 1C

및 2E). 더욱이, 수용성 LRG1으로 처리된 HUVECs에서의 LPHN2 면역 침전법 및 LC-MS/MS에서는 LPHN2와 LRG1이

공동 면역 침전되어(도 1D 및 2F-2G), HUVEC 세포막에서 LRG1과 LPHN2의 특이적이고 직접적인 연관성을 나타내

었다.

당뇨병(DM)의 관리가 잘되지 않는 경우, 고혈당증은 해면 신경과 혈관에 돌이킬 수 없는 손상을 입히며, 이는[0311]

발기부전 (ED)으로 이어질 수 있다. DM의 내피 기능 장애는 손상된 내피 세포 (EC) 증식 및 이동으로 나타난다

(Int J Vasc Med 2012, 918267 (2012)). 예상한 바와 같이, 높은 농도의 글루코스는 마우스 해면 내피 세포

(mouse cavernous endothelial cells; MCEC)의 in vitro 튜브 형성을 저해했으며, 대동맥 고리(aortic rings)

및 음경 해면체 조직(penile cavernosum tissues)에서 자라나는 미세 혈관을 감소시키는 것을 확인했다 (도 1E-

1F 및 2H). 

그러나 이러한 높은 농도의 글루코스에 의해 유도된 표현형은 모두 LRG1-Fc 처리에 의해 완전히 회복되었으며,[0312]

렌티 바이러스 매개 LPHN2 녹다운은 LRG1 의존적 효과를 현저하게 감소시켰다 (도 1E 및 1F, 2H 및 2I). 종래의

보고와 일치하게도(Sci Rep 8, 11920 (2018)), 고-글루코스 배양 배지 조건의 MCEC, 대동맥 고리 및 음경 해면

체 조직에서 분비된 TGF-β1 단백질 수준이 약간 증가했음을 발견했다(도 2J). 그러나, TGF-β1 차단 항체의 존

재 아래에서도 LRG1-Fc는 효과적으로 혈관 신생을 촉진했다(도 1E 및 1F). 

상기 결과는 LPHN2는 LRG1에 대한 TGF-β 비의존적인 세포 표면 수용체이며, 고혈당 조건에서 LRG1과 LPHN2의[0313]

직접 결합이 혈관 신생을 촉진하는 새로운 메커니즘 경로임을 의미한다.

실시예 3: LRG1과 LPHN2에 결합에 의한 STZ 유발 당뇨병 마우스에서 혈관 신생을 유도 및 발기 부전을 완화효과[0315]

본 발명자들은 혈관 신생 단백질인 재조합 COMP-Ang1의 해면 내 전달이 내피 재생을 강화하여 STZ 유발 당뇨병[0316]

마우스 모델 (이하 '당뇨병 마우스'라고 함)에서 발기 기능을 회복시킬 수 있음을 보고한 바 있다(Diabetes 60,

969-980 (2011), Sci Rep 5, 9222 (2015)). 이에 기반하여, LRG1-Fc의 해면 내 주입 후 당뇨병 마우스의 발기

기능을 평가하여 in vivo 혈관 신생에 대한 LRG1 의존적 효과를 평가했습니다. 대조군 마우스에 비해 당뇨병 마

우스에서 해면 신경의 전기적 자극에 따라 또는 평균 수축기 혈압 (MSBP) 대비 최대 해면 내압(maximal intra-

cavernous pressure(ICP)) 또는 총 해면 내압 (total ICP)의 비율이 현저하게 감소하는 것을 확인했다.

그러나,  LRG1  주입은  발기  파라미터를  대조군  값의  약  92%  수준으로  복원했다.  LRG1  의존적  회복  효과는[0317]

shLPHN2 렌티 바이러스 감염에 의해 현저하게 사라졌지만, shControl 렌티 바이러스 감염은 유의미한 효과가 없

었다 (도 3A 및 표 2).

또한, LRG1 매개 발기 기능의 회복이 TGF-β1 차단 항체의 존재 하에서 약간 감소한 반면, shLPHN2 렌티 바이러[0318]
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스에 의한 추가 감염은 LRG1 매개 발기기능을 현저하게 감소시키는 것을 확인했다(도 3A). 이러한 결과와 일관

되게, 발기 기능은 여러회의 STZ 주사 후에도 LRG1-Tg 마우스에서 손상되지 않았으나, shRNA 매개 LPHN2 녹다운

을 시키는 경우 폐지되었다(도 4A). 

이와  유사하게,  해면체  조직에서  PECAM-1(platelet/endothelial  cell  adhesion  molecule-1)  및  주피세포[0319]

(pericyte) 마커 NG-2(neuron-glial antigen 2)에 대한 면역형광염색은 STZ에 의해 유도된 당뇨병 마우스의 해

면 내피 세포 및 당뇨병 주변 세포 함량 감소가 LRG1에 의해 회복된 반면, shLPHN2 렌티 바이러스와 LRG1의 공

동투여 조건(LRG1 + shLPHN2 그룹)에서는 회복되지 않았음을 나타낸다(도 3B). 

PECAM-1 및 NG-2의 발현 수준은 LRG1의 존재 여부에 관계없이 shControl 및 shLPHN2 렌티 바이러스에 감염된[0320]

야생형 마우스 모두에서 비슷하게 나타났다. 대조적으로, 당뇨병 마우스의 LRG1 처리는 내피 NO 합성효소 인산

화  (endothelial  NO  synthase  phosphorylation;  eNOS)의  증가(도  3C-3D),  내피  세포  증식  증가(BrdU

incorporation assay;도 3E 및 3I) 및 내피 세포의 세포 접합 단백질인 claudin-5의 발현 증가를 유도했다(도

3F 및 3I). 반면, 해면상 내피 투과성(extravasation of oxidized-LDL, 도 3G 및 3I) 및 아폽토시스 (TUNEL 분

석, 도 3H 및 3I)는 감소했다. 발기 기능 모델 과 유사하게(도 4A), 해면상 내피 세포 함량과 투과성은 여러번

의 STZ 주입 후에도 LRG1-Tg 마우스에서 보존되었지만 LPHN2-녹다운 조건에서는 폐지되었다 (도 4B).

실시예 4: 고혈당증에서 LPHN2와 LRG1의 결합에 의한 신경돌기 성장(neurite outgrowth) 및 말초 신경 재생 유[0322]

도효과

내피 기능 장애(Endothelial dysfunction)와 자율 신경 병증(autonomic neuropathy)은 당뇨병성 발기부전의 병[0323]

태 생리학적 특징이다 (Neurol Res 23, 651-654 (2001), Int J Impot Res, 129-138 (2007)). LPHN 패밀리가 성

장 원뿔 이동(growth cone migration) 및 시냅스 형성에 중요한 역할을 한다는 점을 감안할 때(Front Neurosci

13, 700  (2019), Elife 9, (2020)), LRG1/LPHN2 축이 음경 조직의 신경 세포 및/또는 말초 신경에도 영향을

미칠 수 있을 것으로 예상하였다.

항-LPHN2  항체를  사용한  면역  형광  염색은  LPHN2가  음경  해면체  조직의  혈관  구조와  유사하게  (corpus[0324]

cavernosum (CC), the dorsal vein (DV), the cavernous artery (CA), 및 dorsal artery (DA)), 등측 신경 다

발 (dorsal nerve bundle, DNB)에서 높은 수준으로 발현됨을 나타낸다(도 5A 및 도 6A). 흥미롭게도 DNB, 전체

음경 조직 및 MCEC에서 LPHN2 발현은 당뇨병 및 고 글루코스 조건에서 현저하게 증가했다 (도 5B 및 도 6B-6C).

대조적으로,  DNB에서  신경섬유(neurofilament;NF)  발현은  당뇨병  마우스에서  현저하게  감소했다.  놀랍게도,

LRG1의 해면 내 주사는 당뇨병 생쥐에서 음경 뉴런 함량과 뉴런 NOS (nNOS)-함유 신경 섬유를 완전히 회복 시켰

지만, 이러한 LRG1 의존적 효과는 LPHN2 녹다운에 의해 폐지되었다 (도 5C 및 5D). 해면상 내피 세포 함량과 유

사하게(도 4B), DNB의 신경 함량은 STZ 유도된 당뇨병 조건의 LRG1-Tg 마우스에서 보존되었다 (도 6D). 이러한

결과는 LRG1이 당뇨병 마우스에서 음경 신경 재생을 촉진한다는 것을 의미한다.

신경돌기 성장의 결함(Defective neurite outgrowth)과 축삭돌기 재생의 손상(impaired axonal regeneration)[0325]

은  당뇨병성  말초  신경  병증과  광범위하게  연관되어  있다(Front  Endocrinol  (Lausanne)  8,  12  (2017)).

따라서, LRG1이 주 골반 신경절 (MPG, 골반 장기를 자극하는 부교감 신경절과 교감 신경절이 혼합됨)과 등측 뿌

리  신경절  (DRG,  감각  정보를  뇌로  전달하는  세포체  군집)에서  축삭  생성에  영향을  미치는지  여부를

확인하였다. 

구체적으로, MPG 및 DRG 마우스 외식편(explants)을 고혈당증에 노출시키고 III-튜불린 면역형광 염색(βIII-[0326]

tubulin immunofluorescence staining)을 사용하여 신경 조직을 분석했다. 이전 보고와 일치하여(28), 우리는

고 글루코스 조건이 MPG 및 DRG 외식편 모두에서 신경돌기의 생성을 현저하게 감소 시켰다는 것을 확인했다 (도

5F 및 도 6E). 대조적으로, LRG1-Fc 처리는 MPG 및 DRG 고혈당 외식편에서 신경돌기의 생성을 자극했으며, 이는

렌티 바이러스 매개 LPHN2 녹다운에 의해 폐지되었다 (도 5F 및 도 6E). 고 글루코스 조건이 MPG 및 DRG 외식편

모두에서 TGF-β1 및 LPHN2 발현을 증가 시켰지만 (도 5E, 도 6B 및 6F), LRG1 관련 신경 영양 효과는 TGF-β1

차단 항체의 영향을 받지 않았다. 종합하면, 이러한 데이터는 LRG1 유도된 신경돌기 성장이 TGF-β1 비의존적인

LPHN2 경로에 의한 것임을 의미한다.

실시예 5: 고혈당 조건의 LRG1 및 LPHN2 결합에 있어서, LRG1 탈당화의 중요성[0328]
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상기 실시예들의 데이터는 LRG1이 당뇨병 생쥐에서 혈관 신생과 신경 재생을 모두 촉진하지만 대조군 생쥐의 음[0329]

경 조직 혈관이나 뉴런에는 유의미한 영향을 미치지 않는다는 것을 나타낸다. 따라서, LRG1이 높은 글루코스 조

건에서 기능적 활성화 메커니즘의 존재를 예상하였으며, 이를 확인하기 위해 무-글루코스, 정상 글루코스 또는

고 글루코스(G/F, NG, HG)를 함유하는 HUVEC 배양 배지에서 LRG1를 배양하고 샘플을 SDS-PAGE로 분석하였다. 

그 결과, HG 배지에서 LRG1을 배양한 경우에만 분자량이 50 kDa에서 ~ 30-40 kDa로 이동한 것으로 나타냈다(도[0330]

7A 및 도 8A). LRG1이 당 단백질이라는 점을 감안할 때, 이러한 변화는 LRG1이 고 글루코스 조건 하에서 탈당화

되어 발생하는 현상이라 예상하였다. 이를 확인하기 위해, 우리는 고 글루코스 조절 배지로 배양 된 LRG1과 병

렬로 PNGase F (N-글리칸 분리효소)로 처리 된 LRG1의 SDS-PAGE를 실행했습니다. 실제로, 두 밴드가 일치하는

것으로 나타났으며, 이는 고 글루코스 배양 조건에서 HUVEC에 의해 LRG1의 탈당화를 유도함을 의미한다.

다음으로 LRG1의 탈당화(DG-LRG1)가 in vitro (도 7B) 및 ex vivo (도 7C 및 도 8C)에서 LPHN2에 대한 결합 친[0332]

화도에 영향을 미치는지 조사했다. LRG1 (네이티브 및 탈당화 형태) 및 LPHN2의 세포 외 도메인을 사용한 고체

상 결합 분석은 LPHN2의 Olf 도메인이 LRG1에 대한 최소 결합 도메인이며, LPHN2 Lec/Olf 도메인에 대한 LRG1의

결합 친화도(KD=920 nM)가 LRG1의 탈당화에 의해 현저하게 증가(KD=450 nM) 하는 것을 확인하였다(도 7B 및 도

8B). HUVEC 및 HEK293T 세포에서 LRG1 및 DG-LRG1의 세포 표면 결합율을 평가하여 재검증하였다(표 3, 도 7C

및 도 8C).

표 3

LRG1 및 DG-LRG1의 세포 표면 결합율[0333]

HUVEC HEK293T

LRG1 59.6% 42.8%

DG-LRG1 94.5% 91.7%

그러나, LRG1 및 DG-LRG1 세포 표면 결합은 LPHN2-녹다운된 HUVEC 및 HEK293T 세포에서 현저하게 감소했다 (도[0334]

7C 및 도 8C). 세포 표면 결합과 달리 네이티브 LRG1 또는 DG-LRG1은 재조합 ecto-full LPHN2와 약하게 결합한

다 (도 7B). 이는 세포막에서 LPHN2 GPS 모티프의 적절한 단백질 분해 처리가 LRG1 결합 및 LPHN2 매개된 세포

의 기능에 중요 할 수 있음을 시사한다(Handb Exp Pharmacol 234, 83-109 (2016)). 흥미롭게도 LRG1과 DG-LRG1

은 LPHN2의 Lec/Olf 도메인과 87%의 서열 유사성을 갖는 LPHN1 및 LPHN3의 Lec/Olf 도메인에는 결합할 수 없는

것으로 확인되었다 (도 8D 및 8E).

실시예 6: 탈당화된 LRG1(DG-LRG1)의 혈관 신생 및 신경 영양효과[0336]

정상 글루코스 조건에서, HUVEC 및 DRG 외식편뿐만 아니라 중앙 뉴런 (마우스 피질 뉴런)에 대한 DG-LRG1의 혈[0337]

관 신생 및 신경 영양 효과를 확인하였다. DG-LRG1이 네이티브 LRG1과 달리, TGF-β1 차단 항체의 존재 여부와

관계 없이 HUVEC의 튜브 형성 및 세포 이동과(도 7D, 7F, 도 8G 및 8H), DRG 외식편으로부터의 축삭돌기의 발아

(axonal sprouting) 및 배양된 피질 뉴런에서 신경돌기의 생성(neurite outgrowth) (도 7E, 7F, 도 8I 및 J)을

현저히 촉진한다는 것을 확인하였다. 그러나 HUVEC, DRG 외식편 및 배양된 피질 뉴런에서 shLPHN2 렌티 바이러

스를 사용한 LPHN2 녹다운은 상기한 촉진효과를 현저하게 감소시켰다 (도 7F 및 도 8G-8J). 상기 결과는 고혈당

증에서 LRG1의 탈당화가 LPHN2에 대한 높은 친화도 결합에 필수적이며, 내피 세포에 대한 혈관 신생 효과와 말

초 및 중추 신경 세포 모두에서 신경 영양 효과의 향상을 나타내는 메커니즘임을 의미한다.

실시예 7: LRG1의 결정 구조 및 LRG1 기능에 대한 주요 글리코실화 부위 동정[0339]

류신 풍부 반복 (LRR) 도메인은 일반적으로 말굽 모양을 형성하며 단백질-단백질 상호 작용의 형성에 중요한 구[0340]

조적 모티프로 알려져있다(Cell Mol Life Sci 65, 2307-2333 (2008), Proc Natl Acad Sci U S A 108 Suppl 1,

4631-4638  (2011)).  LRG1상의  글리칸이  기능에  미치는  영향을  확인하기 위해 인간 LRG1  (NCBI  수탁  번호:

NP_443204, 잔기 V36-Q347)을 결정화하고 2.5A의 해상도에서 구조를 결정하였다(도 9A). 
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결정학적 정보는 표 4와 같다.[0341]

표 4

[0342]

결정된 LRG1의 구조는 양 측면의 N-말단(LRRNT) 및 C-말단 (LRRCT) 사이의 8개의 중앙 LRR 반복(LRR1-LRR8)을[0344]

포함하는 말굽 모양의 솔레노이드 구조이다(도 9A). 포유류 LRG1의 서열 얼라인먼트 결과 고도로 보존되어 있는

주요 잔기를 확인하였다 (도 10A):

- LxxLxLxxNxL 모티프의 공통 류신 잔기 및 아스파라긴 래더; 및[0345]

- LRRNT 및 LRRCT의 페닐알라닌 스파인 및 4개의 시스테인.[0346]

그러나, LRG1 LRRNT 및 LRRCT 구조가 전형적인 LRR 패밀리 단백질의 구조와 다소 다르다는 것을 발견했다. LRG1[0348]

의 LRRNT는 Cys43과 Cys56을 연결하는 단일 이황화 브릿지만으로 안정화된 N-말단 β-헤어핀을 갖는 3 개의 β-

가닥을 함유한다. LRG1 LRRCT는 Cys-303과 Cys-329를 연결하는 하나의 이황화 결합를 포함하므로 CF2 클래스에
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속한다 (도 9A 및 도 10B) (Cell Mol Life Sci 65, 2307-2333 (2008)).

LRG1은 단일 폴리펩티드 사슬 (분자량, 약 50kDa)로 구성되며 약 23 중량% 탄수화물을 포함한다 (1). LRG1 결정[0349]

구조의 전자 밀도 맵은 N-아세틸 글루코사민이 LRRNT의 N79, LRR 반복의 볼록한 표면에있는 N186, LRR 반복의

오목한 표면에 있는 N269,  LRRCT에있는 N325의 네 가지 아스파라긴에 부착되어 있음을 명확하게 나타낸다(도

9B). 3 개의 아스파라긴 (N79, N269 및 N325)에 부착된 글리칸은 동일한 오목한 표면에 존재한다. 이 중에서도

N269와 N325는 모두 고도로 보존되어 있다 (도 9C). 상기한 NRG1의 글리칸 중 어느 글리칸(들)이 LRG1의 혈관

신생 및 신경 영양 활성을 약화시키는 지 결정하기 위해, NRG1의 각각의 글리코실화 부위를 아스파라긴의 탈당

화 된 형태를 모방(mimic)하는 아스파르트 산(aspartic acid, D)으로 변이 시켰다 (도 8F). DRG 외식편과 배양

된 피질 뉴런을 사용하여 HUVEC 관(tube) 형성 및 신경돌기 성장을 평가할 때, 오직 LRG1 N325D 변이만이 정상

글루코스 조건에서도 DG-LRG1과 유사한 정도로 관(tube) 형성 및 신경돌기 성장(neurite outgrowth)을 유도할

수 있음을 확인했다 (도 9D-9F). 

결과적으로, 고도로 보존된 LRG1 N325 잔기의 글리칸이 LRG1/LPHN2 매개 혈관 신생 및 신경돌기 성장을 제어하[0350]

고 알 수 없는 인자에 의해 N325 잔기에서 글리칸이 제거되는 경우, 혈관 신생 및 신경 영양이 더욱 활성화 되

도록 전환됨을 의미한다.

실시예 8: 혈관 신생 및 신경 생성 촉진 메커니즘 LRG1-LPHN2 신호 전달 경로 구축[0352]

LPHN2  인산화의  중요성은  알려지지  않았지만,  프로테오믹  스크리닝을  통해  LPHN2에서  두  개의  티로신 잔기[0353]

(Tyr1406 및 Tyr1421)가 후보 인산화 부위로 알려져 있다(Science 326, 1502-1509 (2009)). 따라서, 고 글루코

스 조건에서 LRG1 결합시 LPHN2가 인산화되는지 여부를 확인하였다. LPHN2의 면역 침전 및 항-포스포-티로신 항

체를 사용한 면역 블롯팅 결과, 천연 LRG1 또는 DG-LRG1를 처리한 뒤 10 분 이내에 LPHN2의 인산화를 자극하는

것으로 확인되었으며, DG-LRG1이 천연 LRG1보다 LPHN2의 실질적으로 더 큰 인산화를 나타내는 것을 확인하였다.

이러한 결과는 LPHN2 인산화를 매개하는 실제 리간드가 DG-LRG1이고 그 결합이 LPHN2 매개 세포 내 신호 전달을

유도 할 수 있음을 시사한다 (도 11A).

LRG1/LPHN2  매개 세포 내 신호 전달 경로를 구축하기 위해, 먼저 LRG1  또는 DG-LRG1로 처리 된 HUVEC에서[0354]

Cignal Finder GPCR Signaling 10-Pathway Reporter 분석을 수행하였다. 테스트 된 10 가지 경로 중 고혈당 배

양 조건에서 LRG1 또는 DG-LRG1 처리에 의해 핵 NF-κB (활성화된 B 세포의 핵 인자 카파-경쇄-인핸서)만 활성

화되었다. LPHN2 인산화에 대한 결과와 일치하여, DG-LRG1은 천연 LRG1에 비해 NF-κB 신호 전달의 활성화를 현

저하게 증가시켰다(도 11B). 

DG-LRG1의 영향을 받는 신호 전달 경로를 체계적으로 이해하기 위해 DG-LRG1 처리 후 HUVEC에서 363개의 주요[0355]

신호 단백질의 인산화 프로파일링을 수행했습니다. 어레이 상의 688개의 인산화 부위 중 51개의 부위는 DG-LRG1

처리시 인산화 수준이 25% 이상 증가하였으며, 다른 51개 부위는 DG-LRG1 처리시 인산화 수준이 각각 25% 이상

감소한 것으로 나타났다 (도 12A). 다음으로 이러한 단백질 간의 상호 작용을 설명하는 신호 네트워크 모델을

구축했다. 네트워크 모델은 DG-LRG1이 NF-κB p65 및 이의 상류 키나아제인 Lyn과 AKT의 인산화를 유도한다고

예측하였으며, 이는 HUVEC 및 마우스 피질 뉴런의 웨스턴 블롯 분석에 의해 확인된 것과 동일하다(도 11C 및

11D).

웨스턴 블롯 분석은 또한 포스포 어레이에서 검출되지 않은 상류 AKT 키나아제인 PI3K 인산화를 확인하였다.[0356]

Lyn, PI3K, AKT 및 NF-κB p65의 인산화 수준은 DG-LRG1 처리 후 약 10-30분의 구간에서 증가하였으며, 60분

후에 감소했다(도 11D). 전반적으로 DG-LRG1은 네이티브 LRG1보다 더 강한 인산화 활성을 유도하였다. HUVEC와

1차 피질 뉴런 모두에서 shRNA 매개의 LPHN2 녹다운은 DG-LRG1로 처리하는 경우에도 Lyn, PI3K, AKT 및 NF-κB

p65의 인산화가 감소되는 것으로 나타났다(도 12B). 

더욱이 DG-LRG1에 의해 유도된 Lyn의 인산화는 Lyn 키나제 억제제 인 PP2(Src 키나제 계열)에 의해 현저히 감소[0357]

했으며, DG-LRG1의 처리에도 불구하고, PP2와 LY294002 (PI3K 억제제)의 존재 아래에서 PI3K, AKT 및 NF-κB

p65  인산화가  모두  실질적으로  억제되었다.  (도  12C).  결과적으로  PP2와  LY294002는  DG-LRG1의  존재에서도

HUVEC에서 관 형성, DRG  외식 편에서 발아하는 축삭, 대뇌 피질 뉴런에서 축삭돌기의 발아를 억제했다 (도

11E). 

종래의 보고와 일치하여(Nature 499, 306-311 (2013)), LRG1 (또는 DG-LRG1)과 TGF-β1 공동 처리는 HUVEC의[0358]

Smad1/5의 인산화를 효과적으로 유도했다 (도 11F). 그러나 DG-LRG1 단독에 의해 유도 된 Lyn, PI3K, AKT 및
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NF-κB p65의 인산화와는 달리, 이러한 효과는 shLPHN2 렌티 바이러스를 사용한 LPHN2 녹다운에 의해 변경되지

않았다 (도 12D). 또한, LRG1 (또는 DG-LRG1)에 의해 유도 된 Lyn 및 NF-κB p65 인산화의 증가는 TGF-β1과의

공동 처리에 의해 영향을 받지 않았다 (도 11F). 이러한 결과는 Lyn, PI3K, AKT 및 NF-κB p65 신호 경로를 통

한 LRG1/LPHN2 축이 LRG1/TGF-β1 신호 전달과 비의존적으로 고혈당증에서 LRG1/LPHN2 매개 혈관 신생 및 신경

돌기 성장에 대한 주요 신호 전달 경로에 해당함을 의미한다. 또한, LRG1이 탈당화되면 정상적인 글루코스 조건

에서도 동일한 세포 신호 메커니즘을 통해 LPHN2 매개 혈관 신생 및 신경돌기의 성장을 유도한다.

마지막으로, DG-LRG1이 직접 또는 간접적으로 혈관 신생 및 신경 영양 효과를 발휘하는지를 확인하였다. 전형적[0360]

인 혈관 신생 및 신경 영양 인자의 단백질 수준을 분석 할 때, LRG1 처리 또는 비처리된 HUVEC 간에 VEGF-A,

angiopoietin-1 또는 섬유아세포 성장 인자 2(fibroblast growth factor 2, FGF2) 의 수준 차이가 없었다(도

11G). 대조적으로, 일차 피질 뉴런의 DG-LRG1 처리는 신경 성장 인자 (NGF), 뇌 유래 신경 영양 인자 (BDNF) 및

뉴로트로핀-3 (neurotrophin-3, NT-3)의 발현을 현저히 증가시켰으며(도 11H), 이는 LPHN2 녹다운에 의해 폐지

되었다. 이러한 데이터는 내피 세포 증식 및 이동이 주로 Lyn/PI3K/AKT/NF-κB p65를 통한 DG-LRG1/LPHN2 매개

신호 경로의 직접적인 효과에서 비롯되는 반면, 신경돌기의 성장은 DG-LRG1/LPHN2 신호 전달에 의한 직접적인

효과 및 NGF, BDNF 및 NT3와 같은 다른 신경 영양 인자의 발현 향상을 통한 간접적인 효과에서 비롯된 것 임을

의미한다.

이상으로 본 발명의 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서,[0362]

이러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다. 따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고

할 것이다.
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도면12

서 열 목 록

<110>    INSTITUTE FOR BASIC SCIENCE

         Korea Advanced Institute of Science and Technology

         Inha University Research and Business Foundation

<120>    Deglycosylated LRG1 glycoproteins and LRG1 glycoprotein variants,

         and uses thereof

<130>    P20-B296

<160>    4

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    347
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Human Leucine-rich alpha-2-glycoprotein

<400>    1

Met Ser Ser Trp Ser Arg Gln Arg Pro Lys Ser Pro Gly Gly Ile Gln

  1               5                  10                  15 

Pro His Val Ser Arg Thr Leu Phe Leu Leu Leu Leu Leu Ala Ala Ser

             20                  25                  30 

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

         35                  40                  45 

Asp His Gly Ser Ser Ile Ser Cys Gln Pro Pro Ala Glu Ile Pro Gly

     50                  55                  60 

Tyr Leu Pro Ala Asp Thr Val His Leu Ala Val Glu Phe Phe Asn Leu

 65                  70                  75                  80 

Thr His Leu Pro Ala Asn Leu Leu Gln Gly Ala Ser Lys Leu Gln Glu

                 85                  90                  95 

Leu His Leu Ser Ser Asn Gly Leu Glu Ser Leu Ser Pro Glu Phe Leu

            100                 105                 110 

Arg Pro Val Pro Gln Leu Arg Val Leu Asp Leu Thr Arg Asn Ala Leu

        115                 120                 125 

Thr Gly Leu Pro Pro Gly Leu Phe Gln Ala Ser Ala Thr Leu Asp Thr

    130                 135                 140 

Leu Val Leu Lys Glu Asn Gln Leu Glu Val Leu Glu Val Ser Trp Leu

145                 150                 155                 160 

His Gly Leu Lys Ala Leu Gly His Leu Asp Leu Ser Gly Asn Arg Leu

                165                 170                 175 

Arg Lys Leu Pro Pro Gly Leu Leu Ala Asn Phe Thr Leu Leu Arg Thr

            180                 185                 190 

Leu Asp Leu Gly Glu Asn Gln Leu Glu Thr Leu Pro Pro Asp Leu Leu

        195                 200                 205 

Arg Gly Pro Leu Gln Leu Glu Arg Leu His Leu Glu Gly Asn Lys Leu
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    210                 215                 220 

Gln Val Leu Gly Lys Asp Leu Leu Leu Pro Gln Pro Asp Leu Arg Tyr

225                 230                 235                 240 

Leu Phe Leu Asn Gly Asn Lys Leu Ala Arg Val Ala Ala Gly Ala Phe

                245                 250                 255 

Gln Gly Leu Arg Gln Leu Asp Met Leu Asp Leu Ser Asn Asn Ser Leu

            260                 265                 270 

Ala Ser Val Pro Glu Gly Leu Trp Ala Ser Leu Gly Gln Pro Asn Trp

        275                 280                 285 

Asp Met Arg Asp Gly Phe Asp Ile Ser Gly Asn Pro Trp Ile Cys Asp

    290                 295                 300 

Gln Asn Leu Ser Asp Leu Tyr Arg Trp Leu Gln Ala Gln Lys Asp Lys

305                 310                 315                 320 

Met Phe Ser Gln Asn Asp Thr Arg Cys Ala Gly Pro Glu Ala Val Lys

                325                 330                 335 

Gly Gln Thr Leu Leu Ala Val Ala Lys Ser Gln

            340                 345        

<210>    2

<211>    312

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Human Leucine-rich alpha-2-glycoprotein_active sequence

<400>    2

Val Thr Leu Ser Pro Lys Asp Cys Gln Val Phe Arg Ser Asp His Gly

  1               5                  10                  15 

Ser Ser Ile Ser Cys Gln Pro Pro Ala Glu Ile Pro Gly Tyr Leu Pro

             20                  25                  30 

Ala Asp Thr Val His Leu Ala Val Glu Phe Phe Asn Leu Thr His Leu

         35                  40                  45 

Pro Ala Asn Leu Leu Gln Gly Ala Ser Lys Leu Gln Glu Leu His Leu

     50                  55                  60 
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Ser Ser Asn Gly Leu Glu Ser Leu Ser Pro Glu Phe Leu Arg Pro Val

 65                  70                  75                  80 

Pro Gln Leu Arg Val Leu Asp Leu Thr Arg Asn Ala Leu Thr Gly Leu

                 85                  90                  95 

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

            100                 105                 110 

Lys Glu Asn Gln Leu Glu Val Leu Glu Val Ser Trp Leu His Gly Leu

        115                 120                 125 

Lys Ala Leu Gly His Leu Asp Leu Ser Gly Asn Arg Leu Arg Lys Leu

    130                 135                 140 

Pro Pro Gly Leu Leu Ala Asn Phe Thr Leu Leu Arg Thr Leu Asp Leu

145                 150                 155                 160 

Gly Glu Asn Gln Leu Glu Thr Leu Pro Pro Asp Leu Leu Arg Gly Pro

                165                 170                 175 

Leu Gln Leu Glu Arg Leu His Leu Glu Gly Asn Lys Leu Gln Val Leu

            180                 185                 190 

Gly Lys Asp Leu Leu Leu Pro Gln Pro Asp Leu Arg Tyr Leu Phe Leu

        195                 200                 205 

Asn Gly Asn Lys Leu Ala Arg Val Ala Ala Gly Ala Phe Gln Gly Leu

    210                 215                 220 

Arg Gln Leu Asp Met Leu Asp Leu Ser Asn Asn Ser Leu Ala Ser Val

225                 230                 235                 240 

Pro Glu Gly Leu Trp Ala Ser Leu Gly Gln Pro Asn Trp Asp Met Arg

                245                 250                 255 

Asp Gly Phe Asp Ile Ser Gly Asn Pro Trp Ile Cys Asp Gln Asn Leu

            260                 265                 270 

Ser Asp Leu Tyr Arg Trp Leu Gln Ala Gln Lys Asp Lys Met Phe Ser

        275                 280                 285 

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

    290                 295                 300 

Leu Leu Ala Val Ala Lys Ser Gln
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305                 310        

<210>    3

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    shRNA_human LPHN2

<400>    3

acggcttatg ggtcattta                                                      19

<210>    4

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    shRNA_mouse LPHN2

<400>    4

tcaactgcta ggtcgatat                                                      19
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