
(19) 대한민국특허청(KR)

(12) 등록특허공보(B1)

(45) 공고일자   2020년12월07일

(11) 등록번호   10-2187714

(24) 등록일자   2020년12월01일

(51) 국제특허분류(Int. Cl.)

     C07K 14/78 (2006.01)  A61K 38/39 (2019.01)

     A61K 45/06 (2006.01)  A61K 47/48 (2006.01)

     C07K 14/435 (2006.01)  C07K 14/765 (2006.01)

     C07K 14/79 (2006.01)  C07K 16/18 (2006.01)

     C07K 16/46 (2006.01)  G01N 33/74 (2006.01)

(52) CPC특허분류

     C07K 14/78 (2013.01)

     A61K 38/39 (2013.01)
(21) 출원번호       10-2015-7009067

(22) 출원일자(국제) 2013년09월12일

     심사청구일자   2018년09월12일 

(85) 번역문제출일자 2015년04월08일

(65) 공개번호       10-2015-0054938

(43) 공개일자       2015년05월20일

(86) 국제출원번호   PCT/US2013/059458

(87) 국제공개번호   WO 2014/043344

     국제공개일자   2014년03월20일

(30) 우선권주장

61/700,697  2012년09월13일  미국(US)

61/780,005  2013년03월13일  미국(US)

(56) 선행기술조사문헌

WO2011130354 A1

WO2011140086 A1

WO2010070094 A1

(73) 특허권자

브리스톨-마이어스 스큅 컴퍼니

미국 뉴저지 (우편번호 08540-4000) 프린스톤 루
트 206 앤드 프로빈스 라인 로드 피.오. 박스
4000

(72) 발명자

클로드, 샤론

미국 메사추세츠주 02453 월섬 비버 스트리트 100

잉글, 린다

미국 메사추세츠주 01701 프레이밍햄 랜디 로드
19

(뒷면에 계속)

(74) 대리인

양영준, 김영

전체 청구항 수 : 총  15  항  심사관 :    김경미

(54) 발명의 명칭 미오스타틴에 결합하는 피브로넥틴 기반 스캐폴드 도메인 단백질

(57) 요 약

본 발명은 미오스타틴에 결합하는 피브로넥틴-기반 스캐폴드 도메인 단백질에 관한 것이다.  본 발명은 또한 근

육 이영양증, 악액질, 근육감소증, 골관절염, 골다공증, 당뇨병, 비만, COPD, 만성 신장 질환, 심부전, 심근경색

및 섬유증을 치료하기 위한 치료 용도에서의 상기 단백질의 용도에 관한 것이다.  본 발명은 또한 상기 단백질을

포함하는 세포, 상기 단백질 또는 그의 단편을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, 및 상기 단백질을 코딩하는 폴리뉴클

레오티드를 포함하는 벡터에 관한 것이다.

등록특허 10-2187714

- 1 -

등록특허 10-2187714



(52) CPC특허분류

     A61K 45/06 (2013.01)

     A61K 47/6811 (2017.08)

     C07K 14/435 (2013.01)

     C07K 14/765 (2013.01)

     C07K 14/79 (2013.01)

     C07K 16/18 (2013.01)

     C07K 16/46 (2013.01)

     G01N 33/74 (2013.01)
(72) 발명자

리포브세크, 다사

미국 메사추세츠주 02453 월섬 비버 스트리트 100

마디레디, 말라비

미국 뉴저지주 08534 페닝턴 페닝턴-록키 힐 로드
311

레이크스트로우, 진저, 차오

미국 메사추세츠주 02144 소머빌 홀 애비뉴 65

스웨인, 조안나

미국 메사추세츠주 02453 월섬 비버 스트리트 100

자오, 웬준

미국 뉴저지주 08534 페닝턴 페닝턴-록키 힐 로드
311

웨이, 후이

미국 뉴저지주 08543 프린스톤 루트 206 앤드 프로
빈스 라인 로드 브리스톨-마이어스 스큅 컴퍼니 내

얌니우크, 아론, 피.

미국 뉴저지주 08543 프린스톤 루트 206 앤드 프로
빈스 라인 로드 브리스톨-마이어스 스큅 컴퍼니 내

라마무르티, 비드야산카르

인도 560100 방갈로르 일렉트로닉 시티 닐라드리
로드 콩코드 실리콘 밸리 제트17 신젠 인터내셔널
리미티드

코치히, 알렉산더, 티.

미국 뉴저지주 08543 프린스톤 루트 206 앤드 프로
빈스 라인 로드 브리스톨-마이어스 스큅 컴퍼니 내

코벳, 마틴, 제이.

미국 뉴저지주 08543 프린스톤 루트 206 앤드 프로
빈스 라인 로드 브리스톨-마이어스 스큅 컴퍼니 내

크리스텍, 스탠리, 리차드, 주니어

미국 뉴저지주 08543 프린스톤 루트 206 앤드 프로
빈스 라인 로드 브리스톨-마이어스 스큅 컴퍼니 내

등록특허 10-2187714

- 2 -



명 세 서

청구범위

청구항 1 

미오스타틴에 결합하고 AB, BC, CD, DE, EF 및 FG 루프를 포함하는 피브로넥틴 유형 III 제10 (
10
Fn3) 도메인을

포함하는 폴리펩티드이며, 여기서 BC, DE 및 FG 루프는 각각 서열 34, 39 및 75의 아미노산 서열을 포함하는 것

인, 폴리펩티드.

청구항 2 

제1항에 있어서, 
10
Fn3 도메인이 서열 331의 아미노산 서열을 포함하는 것인, 폴리펩티드.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 
10
Fn3 도메인이 서열 307의 아미노산 서열을 포함하는 N-말단 연장 서열을 추가로

포함하는 것인, 폴리펩티드.

청구항 4 

제1항 또는 제2항에 있어서, 
10
Fn3 도메인이 아미노산 서열 EI를 포함하는 C-말단 연장 서열을 추가로 포함하는

것인, 폴리펩티드.

청구항 5 

제1항 또는 제2항에 있어서, 
10
Fn3 도메인이 서열 307의 아미노산 서열을 포함하는 N-말단 연장 서열, 및 아미노

산 서열 EI를 포함하는 C-말단 연장 서열을 추가로 포함하는 것인, 폴리펩티드.

청구항 6 

제5항에 있어서, 서열 281의 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 7 

제1항 또는 제2항에 있어서, 폴리에틸렌 글리콜, 시알산, Fc, Fc 단편, 트랜스페린, 혈청 알부민, 혈청 알부민

결합 단백질 및 혈청 이뮤노글로불린 결합 단백질로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 약동학적 (PK) 모

이어티를 추가로 포함하는 폴리펩티드.

청구항 8 

제7항에 있어서, PK 모이어티와 폴리펩티드가 서열 187의 아미노산 서열을 갖는 링커를 통해 연결되어 있는 것

인 폴리펩티드.

청구항 9 

제7항에 있어서, PK 모이어티가 Fc인 폴리펩티드.

청구항 10 

제9항에 있어서, 서열 269의 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 11 

제9항에 있어서, 서열 273의 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 12 

서열 273의 아미노산 서열로 이루어진 폴리펩티드.
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청구항 13 

제1항 또는 제2항의 폴리펩티드 및 제약상 허용되는 담체를 포함하는, 대상체에서 운동 뉴런 장애, 신경근육 장

애 또는 신경계 장애를 치료하기 위한 조성물.

청구항 14 

제11항의 폴리펩티드 및 제약상 허용되는 담체를 포함하는, 대상체에서 운동 뉴런 장애, 신경근육 장애 또는 신

경계 장애를 치료하기 위한 조성물.

청구항 15 

제12항의 폴리펩티드 및 제약상 허용되는 담체를 포함하는, 대상체에서 운동 뉴런 장애, 신경근육 장애 또는 신

경계 장애를 치료하기 위한 조성물.

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제

청구항 23 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원에 대한 참조[0001]

본원은 2012년 9월 13일에 출원된 발명의 명칭 "미오스타틴에 결합하는 피브로넥틴 기반 스캐폴드 도메인 단백[0002]

질(Fibronectin based scaffold domain proteins that bind to myostatin)"의 미국 가출원 번호 61/700,697

및 2013년 3월 13일에 출원된 발명의 명칭 "미오스타틴에 결합하는 피브로넥틴 기반 스캐폴드 도메인 단백질

(Fibronectin based scaffold domain proteins that bind to myostatin)"의 미국 가출원 번호 61/780,005를

우선권 주장하며, 이들 가출원 각각의 전문은 본원에 참조로 포함된다.

발명의 분야[0003]

본 발명은 미오스타틴에 결합하는 피브로넥틴-기반 스캐폴드 도메인 단백질에 관한 것이다.  본 발명은 또한 근[0004]
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육 소모 질환 및 대사 장애를 치료하기 위한 치료 용도에서의 본 발명의 단백질의 용도에 관한 것이다.  본 발

명은 추가로 상기 단백질을 포함하는 세포, 상기 단백질 또는 그의 단편을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, 및 본

발명의 단백질을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터에 관한 것이다.

배 경 기 술

성장 및 분화 인자-8 (GDF-8)로도 또한 공지된 미오스타틴은 분비 성장 인자의 형질전환 성장 인자-β (TGF-β)[0005]

슈퍼패밀리의 구성원이다.  미오스타틴은 TGF-β 패밀리 단백질에 공통인 다음의 구조적 특징 모두를 갖는다:

분비 신호로서 작용하는 소수성 아미노-말단, 9개의 불변 시스테인 잔기 및 "RXXR" 푸린-유형 단백질분해 프로

세싱 부위.  단백질의 단백질분해적 절단은 미오스타틴의 생물학적 활성 형태인 동종이량체를 형성하는 C-말단

도메인이 생기게 한다 (Thies et al., Growth Factors 2001;18(4):251-9).  다중 척추동물 종으로부터의 미오

스타틴 아미노산 서열의 C-말단 단편의 정렬은 단백질이 인간, 원숭이, 소, 개, 마우스, 래트, 칠면조 및 닭에

서 고도로 보존된다는 것 (100% 동일성)을 밝혀냈다 (McPherron, et al. PNAS, 94:12457-61, 1997).

미오스타틴 발현은 주로 골격근 및 지방 조직에 제한되며, 여기서 미오스타틴은 골격근 발달의 음성 조절제임이[0006]

제시되었다 (Lee LS, Immunol Endocr Metab Agents Med Chem. 2010;10:183-194).  포유동물에서, 골격근은 미

오스타틴의 주요한 표적 조직인 것처럼 보이며, 여기서 미오스타틴은 세포-표면 수용체에 결합하여 근육 손실을

유도한다.   미오스타틴에서의  유전자  결핍을  갖는  마우스  및  소는  골격근  질량의  급격한  증가,  즉  "이중

근육화" 표현형을 나타내며, 따라서 근육 성장을 억제하는데 있어서 미오스타틴의 역할을 지지한다 (McPherron

and Lee, Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Dec 23;100(26):15842-6).  벨지안 블루(Belgian Blue) 및 피에드

몬테세(Piedmontese) 소 품종에서의 근육 비대증은 소 미오스타틴 유전자의 제3 엑손 내의 과오 돌연변이에 기

인한다 (Bass et al., Domest Anim Endocrinol. 1999;17(2-3):191-7).  미오스타틴 억제제의 트랜스제닉 과다

발현은 또한 과다근육질을 유발한다.  이러한 동물에서의 증진된 근육 성장은 보다 크고 보다 무거운 근섬유를

유발하는 세포 수 또는 과형성 성장과 세포 크기 또는 비후성 성장 모두의 증가에 기인한다.  미오스타틴 돌연

변이로 인해 증가된 골격근 질량이 또한 인간에서 보고되었다.  미오스타틴 억제는 출생 후 기간과 성체 모두에

서 골격근 질량 및 강도를 효과적으로 증가시킨다.

골격근 질량 및 강도의 증가는 또한 신체 조성, 에너지 소비량, 글루코스 항상성 및 인슐린 요구사항에 양성적[0007]

으로 영향을 미치는 대사 적응과 연관된다.  유전적 및 약리학적 발견 모두는 미오스타틴이 에너지 대사를 조절

하고 그의 억제가 비만 및 당뇨병을 비롯한 대사 질환의 진행을 유의하게 약화시킬 수 있는 것으로 나타낸다.

예를 들어, 미오스타틴 널 마우스는 동일한 연령의 야생형 마우스와 비교될 때 감소된 체지방 축적을 나타낸다

(McPherron & Lee, J. JCI 109:595, 2002).  이러한 체지방 감소는 감소된 지방세포 수 및 크기의 징후이며,

근발생에서 뿐만 아니라 지방생성에서 미오스타틴의 유의한 역할을 암시한다.

따라서, 미오스타틴은 근육 질량, 근육 강도 및/또는 대사의 증가로부터 이익을 얻을 장애 또는 상태 (예를 들[0008]

어, 근육 이영양증, 쇠약, 불사용 위축 및 악액질), 근육 소모와 연관된 장애 (예를 들어, 신질환, 심부전 또는

심장 질환 및 간 질환), 및 대사 장애 (예를 들어, 제II형 당뇨병, 대사 증후군, 비만 및 골관절염)의 치료를

위한 치유적 또는 예방적 개입을 위한 바람직한 표적이다.

따라서, 예를 들어 대사 장애, 근육 소모 장애 및 무활동으로 인한 근육 손실의 치유적 치료를 위한, 미오스타[0009]

틴에 결합하는 개선된 피브로넥틴 도메인 스캐폴드 단백질을 얻는 것이 유리할 것이다.

발명의 내용

본 발명은, 적어도 부분적으로, 미오스타틴에 결합하여 그를 길항하는 애드넥틴의 발견을 기초로 한다.  구체적[0010]

으로, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 미오스타틴 활성을 억제하여, 그로 인해 하류 SMAD 신호전달에 영향

을 미친다.  본 발명의 일부 항-미오스타틴 애드넥틴의 변경된 SMAD 신호전달을 설명하는 하나의 메카니즘은 미

오스타틴-ActRIIb 복합체로의 Alk4 동원의 억제를 포함하며, 이의 생리학적 결과는 증가된 근육 부피 및 체중이

다.

한 측면에서, 본 발명은 피브로넥틴 제10 유형 III 도메인 (
10
Fn3)을 포함하며, 여기서 

10
Fn3은 인간 

10
Fn3 도메[0011]

인의 상응하는 루프의 서열에 비해 변경된 아미노산 서열을 갖는 루프 BC, DE 및 FG로부터 선택된 적어도 하나

의 루프를 갖는 것인, 미오스타틴에 결합하는 폴리펩티드를 제공한다.  특정 실시양태에서, 폴리펩티드는 미오

스타틴에 500 nM 미만의 KD로 결합한다.
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일부 실시양태에서, 본 발명의 폴리펩티드의 BC 루프는 화학식 X1-L-P-X2-X3-X4-X5-X6-X7에 따른 아미노산 서열을[0012]

포함하며, 여기서 (a) X1은 S, T 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; (b) X2는 H, Y, N, R, F, G, S 및 T로

이루어진 군으로부터 선택되고; (c) X3은 A, P, Q, S, F, H, N 및 R로 이루어진 군으로부터 선택되고; (d) X4는

G 및 A로 이루어진 군으로부터 선택되고; (e) X5는 H, L, R, V, N, D, F, I 및 K로 이루어진 군으로부터 선택되

고; (f) X6은 A, L, G, M, F, I 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; (g) X7은 H 및 N으로 이루어진 군으로부

터 선택된다.  특정 실시양태에서, X1은 S이고/거나, X2는 H 또는 Y이고/거나, X3은 A 또는 P이고/거나, X4는 G

이고/거나, X5는 H, L 또는 R이고/거나, X6은 A 또는 L이고/거나, X7은 H이다.

다른 실시양태에서, BC 루프는 화학식 X19-X20-P-X21-G-X22-A에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 (a) X19는[0013]

D, E, V 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고; (b) X20은 A, S 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; (c) X21

은 R, A, G, K 및 L로 이루어진 군으로부터 선택되고; (d) X22는 L 및 R로 이루어진 군으로부터 선택된다.  특

정 실시양태에서, X19는 D이고/거나, X20은 A, S 또는 V이고/거나, X22는 L이다.

일부 실시양태에서, DE 루프는 화학식 G-R-G-X8에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X8은 V 또는 L이다.[0014]

일부 실시양태에서, DE 루프는 화학식 X23-G-R-G-X24에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 (a) X23은 V, P,[0015]

F, I 및 L로 이루어진 군으로부터 선택되고; (b) X24는 S, N 및 T로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 폴리펩티드의 FG 루프는 화학식 X9-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18에 따른 아미노[0016]

산 서열을 포함하며, 여기서 (a) X9는 L, V 및 I로 이루어진 군으로부터 선택되고; (b) X10은 T 및 S로 이루어진

군으로부터 선택되고; (c) X11은 K, R, A, G, S, D, H, N, T 및 P로 이루어진 군으로부터 선택되고; (d) X12는

S, T, A, E, H, K 및 N으로 이루어진 군으로부터 선택되고; (e) X13은 K, G, Q, D, E, N, T 및 S로 이루어진 군

으로부터 선택되고; (f) X14는 V, I, F, L, M, P, T 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; (g) X15는 I, L 및 Y

로  이루어진  군으로부터  선택되고;  (h)  X16은  H,  I,  V,  K,  L,  R,  F,  G,  S  및  T로  이루어진  군으로부터

선택되고; (i) X17은 Y 및 H로 이루어진 군으로부터 선택되고; (j) X18은 K, M, L, R 및 V로 이루어진 군으로부

터 선택된다.

특정 실시양태에서, X9는 L 또는 V이고/거나, X10은 T이고, X11은 K 또는 R이고/거나, X12는 S 또는 T이고/거나,[0017]

X13은 K, G 또는 Q이고/거나, X14는 V 또는 I이고/거나, X15는 I이고/거나, X16은 H, I 또는 V이고/거나, X17은 Y

이고/거나, X18은 K 또는 M이다.

다른 실시양태에서, FG 루프는 화학식 X25-X26-R-X27-G-X28-X29-X30-X31-X32에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기[0018]

서 (a) X25는 I 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; (b) X26은 F, D 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;

(c) X27은 D 및 T로 이루어진 군으로부터 선택되고; (d) X28은 P, M, V 및 T로 이루어진 군으로부터 선택되고;

(e) X29는 V, L, N, R 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고; (f) X30은 H, T, L, N, Q 및 S로 이루어진 군으로

부터 선택되고; (g) X31은 F, W, Y, H 및 L로 이루어진 군으로부터 선택되고; (h) X32는 D, A 및 G로 이루어진

군으로부터 선택된다.

특정  실시양태에서,  X25는  I이고/거나,  X26은  F이고/거나,  X27은  D이고/거나,  X28은  P이고/거나,  X29는[0019]

V이고/거나, X30은 H 또는 T이고/거나, X31은 F 또는 W이고/거나, X32는 D이다.

일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 BC 루프 및 DE 루프, 또는 BC 루프 및 FG 루프, 또는 DE 루프 및 FG 루프, 또[0020]

는 BC 루프, DE 루프 및 FG 루프를 포함한다.

일부 실시양태에서, 폴리펩티드의 BC 루프는 서열 7-38로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함한[0021]

다.  다른 실시양태에서, DE 루프는 서열 39-45로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산을 포함한다.  또 다른

실시양태에서, FG 루프는 서열 46-79로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함한다.  일부 실시양태
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에서, BC, DE 또는 FG 루프 아미노산 서열은 각각 서열 7-38, 39-45 및 46-79 중 어느 하나에 대해 적어도 80%

동일하다.  다른 실시양태에서, 폴리펩티드는 서열 80-123, 228-239 및 252-273 중 어느 하나에 대해 적어도

80%, 85%, 90%, 95%, 98% 또는 99% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  또 다른 실시양태에서, 폴리펩티드는 서

열 80-123, 228-239 및 252-273으로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함한다.

일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 표 1에 제시된 바와 같은 BC, DE 및 FG 루프 조합을 포함한다.  한 실시양태[0022]

에서, 폴리펩티드는 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE 및 FG 루프를 갖는다.

일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE 및 FG 루프를 포함하며,[0023]

여기서 BC 루프는 1, 2, 3, 4, 5 또는 6개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖는다.  일부 실

시양태에서, BC 루프는 화학식 X33-L-P-X34-X35-X36-X37-X38-X39에 따른 아미노산 서열을 갖고, 여기서 X33은 T 또는

Y이고; X34는 Y, N, R, F, G, S 또는 T이고; X35는 A, P, S, F, H, N 또는 R이고; X36은 A이고; X37은 H, L, R,

V, N, D, F 또는 I이고; X38은 L, G, M, F, I 또는 V이고; X39는 H이다.

일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE 및 FG 루프를 포함하며,[0024]

여기서 DE 루프는 1개의 아미노산 치환, 예컨대를 보존적 아미노산 치환을 갖는다.  일부 실시양태에서, DE 루

프는 화학식 G-R-G-X40에 따른 아미노산 서열을 갖고, 여기서 X40은 L이다.

일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE 및 FG 루프를 포함하며,[0025]

여기서 FG 루프는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 또는 8개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖는다.  일

부 실시양태에서, FG 루프는 화학식 X41-X42-X43-X44-X45-X46-X47-X48-X49-X50에 따른 아미노산 서열을 갖고, 여기서

X41은 L 또는 I이고; X42는 S이고; X43은 K, R, A, G, S, H, N, T 또는 P이고; X44는 S, A, E, H, K 또는 N이고;

X45는 K, Q, D, E, N, T 또는 S이고; X46은 V, I, F, L, M, P 또는 T이고; X47은 I 또는 Y이고; X48은 H, I, V,

L, R, F, G, S 또는 T이고; X49는 H이고; X50은 M, L, R 또는 V이다.

일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE 및 FG 루프를 포함하며,[0026]

여기서 BC 루프는 1, 2, 3, 4, 5 또는 6개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖고, DE 루프는 1

개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖는다.  일부 실시양태에서, BC 루프는 화학식 X33-L-P-

X34-X35-X36-X37-X38-X39에 따른 아미노산 서열을 갖고, 여기서 X33은 T 또는 Y이고; X34는 Y, N, R, F, G, S 또는 T

이고; X35는 A, P, S, F, H, N 또는 R이고; X36은 A이고; X37은 H, L, R, V, N, D, F 또는 I이고; X38은 L, G, M,

F, I 또는 V이고; X39는 H이고, DE 루프는 화학식 G-R-G-X40에 따른 아미노산 서열을 갖고, 여기서 X40은 L이다.

일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE 및 FG 루프를 포함하며,[0027]

여기서 BC 루프는 1, 2, 3, 4, 5 또는 6개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖고, FG 루프는

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 또는 8개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖는다.  일부 실시양태에서,

BC 루프는 화학식 X33-L-P-X34-X35-X36-X37-X38-X39에 따른 아미노산 서열을 갖고, 여기서 X33은 T 또는 Y이고; X34는

Y, N, R, F, G, S 또는 T이고; X35는 A, P, S, F, H, N 또는 R이고; X36은 A이고; X37은 H, L, R, V, N, D, F 또

는 I이고; X38은 L, G, M, F, I 또는 V이고; X39는 H이고, FG 루프는 화학식 X41-X42-X43-X44-X45-X46-X47-X48-X49-

X50에 따른 아미노산 서열을 갖고, 여기서 X41은 L 또는 I이고; X42는 S이고; X43은 K, R, A, G, S, H, N, T 또는

P이고; X44는 S, A, E, H, K 또는 N이고; X45는 K, Q, D, E, N, T 또는 S이고; X46은 V, I, F, L, M, P 또는 T이

고; X47은 I 또는 Y이고; X48은 H, I, V, L, R, F, G, S 또는 T이고; X49는 H이고; X50은 M, L, R 또는 V이다.

일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE 및 FG 루프를 포함하며,[0028]

여기서 DE 루프는 1개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖고, FG 루프는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7

또는 8개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖는다.  일부 실시양태에서, DE 루프는 화학식 G-

R-G-X40에 따른 아미노산 서열을 갖고, 여기서 X40은 L이고, FG 루프는 화학식 X41-X42-X43-X44-X45-X46-X47-X48-X49-

X50에 따른 아미노산 서열을 갖고, 여기서 X41은 L 또는 I이고; X42는 S이고; X43은 K, R, A, G, S, H, N, T 또는

P이고; X44는 S, A, E, H, K 또는 N이고; X45는 K, Q, D, E, N, T 또는 S이고; X46은 V, I, F, L, M, P 또는 T이

고; X47은 I 또는 Y이고; X48은 H, I, V, L, R, F, G, S 또는 T이고; X49는 H이고; X50은 M, L, R 또는 V이다.
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일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE 및 FG 루프를 포함하며,[0029]

여기서 BC 루프는 1, 2, 3, 4, 5 또는 6개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖고, DE 루프는 1

개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖고, FG 루프는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 또는 8개의 아미노

산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖는다.  일부 실시양태에서, BC 루프는 화학식 X33-L-P-X34-X35-X36-

X37-X38-X39에 따른 아미노산 서열을 갖고, 여기서 X33은 T 또는 Y이고; X34는 Y, N, R, F, G, S 또는 T이고; X35는

A, P, S, F, H, N 또는 R이고; X36은 A이고; X37은 H, L, R, V, N, D, F 또는 I이고; X38은 L, G, M, F, I 또는

V이고; X39는 H이고; DE 루프는 화학식 G-R-G-X40에 따른 아미노산 서열을 갖고, 여기서 X40은 L이고; FG 루프는

화학식 X41-X42-X43-X44-X45-X46-X47-X48-X49-X50에 따른 아미노산 서열을 갖고, 여기서 X41은 L 또는 I이고; X42는 S이

고; X43은 K, R, A, G, S, H, N, T 또는 P이고; X44는 S, A, E, H, K 또는 N이고; X45는 K, Q, D, E, N, T 또는

S이고; X46은 V, I, F, L, M, P 또는 T이고; X47은 I 또는 Y이고; X48은 H, I, V, L, R, F, G, S 또는 T이고; X49

는 H이고; X50은 M, L, R 또는 V이다.

일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE 및 FG 루프를 포함하고,[0030]

폴리펩티드가 미오스타틴에 대한 결합을 유지하도록 하는 BC, DE 및 FG 루프 내의 아미노산 치환을 갖는다.  이

러한 아미노산 치환은, 예를 들어 실시예 8에 기재된 바와 같은 심층 돌연변이 스캐닝에 의해 결정될 수 있다.

따라서, 일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 화학식 X51-X52-X53-X54-X55-X56-X57-X58-X59에 따른 아미노산 서열을 포함

하는 BC 루프를 갖고, 여기서 X51은 A, C, D, F, H, I, K, L, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터

선택되고; X52는 L, M 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; X53은 A, C, D, E, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T,

V 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X54는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로

이루어진 군으로부터 선택되고; X55는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루

어진 군으로부터 선택되고; X56은 G 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고; X57은 A, C, D, E, F, G, H, I, K,

L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X58은 A, C, G, L, M, S 및 T로 이루어진 군

으로부터 선택되고; X59는 A, C, F, H, N, P, Q, R, S 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택된다.  바람직한 실시양

태에서, X51은 C, F, I, S, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X52는 L로 이루어진 군으로부터 선택되

고; X53은 P로 이루어진 군으로부터 선택되고; X54는 C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y

로 이루어진 군으로부터 선택되고; X55는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이

루어진 군으로부터 선택되고; X56은 G로 이루어진 군으로부터 선택되고; X57은 A, C, G, H, I, K, L, M, N, Q,

R, S, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X58은 A, G, L, M 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고; X59

는 C, H, N, Q, S 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택된다.  보다 바람직한 실시양태에서, X51은 F, S 및 W로 이

루어진  군으로부터  선택되고;  X52는  L로  이루어진  군으로부터  선택되고;  X53은  P로  이루어진  군으로부터

선택되고; X54는 C, F, G, I, K, L, M, N, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X55는 A, C, E,

F, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X56은 G로 이루어진 군으로부터 선

택되고; X57은 A, C, H, K, L, M, N, R, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X58은 A, G 및 L로 이루어

진  군으로부터  선택되고;  X59는  H,  N  및  Q로  이루어진  군으로부터  선택된다.   구체적  실시양태에서,  X51은

S이고;  X52는 L이고;  X53은 P이고;  X54는 H이고;  X55는 Q이고;  X56은 G이고;  X57은 K이고;  X58은 A이고;  X59는

N이다.

일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 화학식 G-R-G-X60에 따른 아미노산 서열을 포함하는 DE 루프를 포함하며, 여기[0031]

서 X60은 A, C, D, E, F, I, K, L, M, N, Q, S, T 및 V이다.  바람직한 실시양태에서, X60은 C, E, I, L, M, Q,

T 및 V이다.  보다 바람직한 실시양태에서, X60은 C, E, I, L, M 및 V이다.  구체적 실시양태에서, X60은 V이다.

일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 화학식 X61-X62-X63-X64-X65-X66-X67-X68-X69-X70에 따른 아미노산 서열을 포함하는[0032]

FG 루프를 포함하며, 여기서 X61은 A, C, F, I, L, M, Q, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X62는
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A, C, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X63은 A, C, D, E, F,

G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X64는 A, C, D, E, F, G, H,

I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X65는 A, C, D, E, F, G, H, I, K,

L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X66은 A, C, F, H, I, L, M, N, P, S, T, V,

W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X67은 A, C, E, F, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루

어진 군으로부터 선택되고; X68은 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진

군으로부터 선택되고; X69는 F, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X70은 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L,

M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택된다.  바람직한 실시양태에서, X61은 A, C, I, L,

M 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; X62는 C, F, H, I, L, M, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부

터 선택되고;  X63은 A,  C,  D,  E,  F,  G,  H,  I,  L,  M,  N,  P,  Q,  S,  T,  V,  W  및 Y로 이루어진 군으로부터

선택되고;  X64는 A,  C,  D,  E,  F,  G,  H,  I,  K,  L,  M,  N,  Q,  R,  S,  T,  V,  W  및 Y로 이루어진 군으로부터

선택되고; X65는 A, D, E, F, G, H, I, L, M, N, Q, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X66은 C,

F, I, L, M, P, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X67은 C, F, H, I, K, L, M, N, Q, R, T, V, W

및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X68은 A, C, E, F, G, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루

어진 군으로부터 선택되고; X69는 W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X70은 A, C, D, E, G, H, K, L, M,

N, P, Q, R, S, T 및 V로 이루어진 군으로부터 선택된다.  보다 바람직한 실시양태에서, X61은 I 및 V로 이루어

진 군으로부터 선택되고; X62는 C, F, I, L, M, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X63은 A, C, D,

E, F, G, H, I, L, M, N, Q, S, T 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; X64는 A, C, D, F, G, I, L, M, N, Q,

S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X65는 A, G, S, T 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고; X66

은 F, I, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X67은 F, H, I, L, M, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터

선택되고; X68은 A, C, F, G, I, K, L, M, T, V 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고; X69는 W 및 Y로 이루어진

군으로부터  선택되고;  X70은  A,  G,  K,  L,  M,  P,  Q  및  R로  이루어진  군으로부터  선택된다.   구체적

실시양태에서, X61은 V이고; X62는 T이고; X63은 D이고; X64는 T이고; X65는 G이고; X66은 Y이고; X67은 L이고; X68

은 K이고; X69는 Y이고; X70은 K이다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 폴리펩티드는 BC, DE 및 FG 루프를 포함하며, 여기서 BC 루프는 화학식 X51-X52-[0033]

X53-X54-X55-X56-X57-X58-X59에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X51은 A, C, D, F, H, I, K, L, N, Q, R, S,

T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X52는 L, M 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; X53은 A, C,

D, E, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X54는 A, C, D, E, F, G, H, I,

K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y이고; X55는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및

Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X56은 G 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고; X57은 A, C, D, E, F, G, H,

I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y이고; X58은 A, C, G, L, M, S 및 T이고; X59는 A, C, F, H, N, P, Q, R,

S 및 Y이고; DE 루프는 화학식 G-R-G-X60에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X60은 A, C, D, E, F, I, K,

L, M, N, Q, S, T 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; FG 루프는 화학식 X61-X62-X63-X64-X65-X66-X67-X68-X69-X70

에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X61은 A, C, F, I, L, M, Q, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터

선택되고; X62는 A, C, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y이고; X63은 A, C, D, E, F, G, H, I,

K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X64는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L,

M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X65는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N,

Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X66은 A, C, F, H, I, L, M, N, P, S, T, V, W 및 Y로

이루어진 군으로부터 선택되고; X67은 A, C, E, F, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으

로부터 선택되고; X68은 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부

등록특허 10-2187714

- 9 -



터 선택되고; X69는 F, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X70은 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P,

Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택된다.

바람직한 실시양태에서, 본 발명의 폴리펩티드는 BC, DE 및 FG 루프를 포함하며, 여기서 BC 루프는 화학식 X51-[0034]

X52-X53-X54-X55-X56-X57-X58-X59에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X51은 C, F, I, S, V, W 및 Y로 이루어진

군으로부터 선택되고; X52는 L이고; X53은 P이고; X54는 C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및

Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X55는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로

이루어진 군으로부터 선택되고; X56은 G이고; X57은 A, C, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, V, W 및 Y로 이루어진

군으로부터 선택되고; X58은 A, G, L, M 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고; X59는 C, H, N, Q, S 및 Y로 이

루어진 군으로부터 선택되고; DE 루프는 화학식 G-R-G-X60에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X60은 C,

E, I, L, M, Q, T 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; FG 루프는 화학식 X61-X62-X63-X64-X65-X66-X67-X68-X69-X70

에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X61은 A, C, I, L, M 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; X62는

C, F, H, I, L, M, Q, R, S, T, V, W 및 Y이고; X63은 A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P, Q, S, T, V, W 및

Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X64는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루

어진 군으로부터 선택되고; X65는 A, D, E, F, G, H, I, L, M, N, Q, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터

선택되고; X66은 C, F, I, L, M, P, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X67은 C, F, H, I, K, L, M,

N, Q, R, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X68은 A, C, E, F, G, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T,

V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X69는 W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X70은 A, C, D, E,

F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택된다.

보다 바람직한 실시양태에서, 본 발명의 폴리펩티드는 BC, DE 및 FG 루프를 포함하며, 여기서 BC 루프는 화학식[0035]

X51-X52-X53-X54-X55-X56-X57-X58-X59에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X51은 F, S 및 W로 이루어진 군으로부

터 선택되고; X52는 L이고; X53은 P이고; X54는 C, F, G, I, K, L, M, N, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로

부터 선택되고; X55는 A, C, E, F, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X56

은 G이고; X57은 A, C, H, K, L, M, N, R, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X58은 A, G 및 L로 이루

어진 군으로부터 선택되고; X59는 H, N 및 Q로 이루어진 군으로부터 선택되고; DE 루프는 화학식 G-R-G-X60에 따

른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X60은 C, E, I, L, M 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; FG 루프는 화

학식 X61-X62-X63-X64-X65-X66-X67-X68-X69-X70에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X61은 I 및 V로 이루어진 군

으로부터 선택되고; X62는 C, F, I, L, M, T, V, W 및 Y이고; X63은 A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, Q, S, T

및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; X64는 A, C, D, F, G, I, L, M, N, Q, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으

로부터 선택되고; X65는 A, G, S, T 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고; X66은 F, I, V, W 및 Y로 이루어진

군으로부터 선택되고; X67은 F, H, I, L, M, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X68은 A, C, F, G, I,

K, L, M, T, V 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고; X69는 W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X70은 A,

G, K, L, M, P, Q 및 R로 이루어진 군으로부터 선택된다.

구체적 실시양태에서, 본 발명의 폴리펩티드는 BC, DE 및 FG 루프를 포함하며, 여기서 BC 루프는 화학식 X51-[0036]

X52-X53-X54-X55-X56-X57-X58-X59에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X51은 S이고; X52는 L이고; X53은 P이고;

X54는 H이고; X55는 Q이고; X56은 G이고; X57은 K이고; X58은 A이고; X59는 N이고; DE 루프는 화학식 G-R-G-X60에

따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X60은 V이고; FG 루프는 화학식 X61-X62-X63-X64-X65-X66-X67-X68-X69-X70에

따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X61은 V이고; X62는 T이고; X63은 D이고; X64는 T이고; X65는 G이고; X66은

Y이고; X67은 L이고; X68은 K이고; X69는 Y이고; X70은 K이다.

또  다른  실시양태에서,  폴리펩티드는 서열 273  [PRD-1474],  서열  118  [3116_A06],  서열 281  [PRD-1474  및[0037]

3116_A06의 코어 애드넥틴 서열과 그 앞에 N-말단 연장 서열 (GVSDVPRDL) 및 그 뒤에 C-말단 꼬리 (EI)] 또는
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서열 331 [N-말단 리더 서열 또는 C-말단 꼬리가 없는 PRD-1474 및 3116_A06의 코어 애드넥틴 서열]에 기재된

아미노산 서열에 대해 적어도 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포

함한다.  또 다른 실시양태에서, 폴리펩티드는 서열 118, 273, 281 또는 331의 비-BC, DE 및 FG 루프 영역에 대

해 적어도 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.

또  다른  측면에서,  본  발명은  미오스타틴  상의  불연속적  애드넥틴  결합  부위에  결합하는  폴리펩티드를[0038]

제공한다.  일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 미오스타틴 (서열 3)의 아미노산 55-66  내의 영역에 결합한다.

일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 미오스타틴 (서열 3)의 아미노산 85-101 내의 영역에 결합한다.  또 다른 실

시양태에서, 폴리펩티드는 미오스타틴 (서열 3)의 아미노산 85-101 및 55-66의 2개 영역 내에 결합한다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 폴리펩티드는 미오스타틴에의 결합에 대해 ActRIIB와 경쟁하지 않는다.  일부 실[0039]

시양태에서, 본 발명의 폴리펩티드는 미오스타틴에의 결합에 대해 ALK4 및/또는 ALK5와 경쟁한다.

일부  실시양태에서,  상기  기재된  폴리펩티드는  하나  이상의  약동학적  (PK)  모이어티,  예컨대  폴리에틸렌[0040]

글리콜, 시알산, Fc, Fc 단편, 트랜스페린, 혈청 알부민, 혈청 알부민 결합 단백질 및 혈청 이뮤노글로불린 결

합 단백질을 포함할 수 있다.  한 실시양태에서, PK 모이어티는, 예를 들어 HSA에 결합하는 
10
Fn3 도메인을 포함

하는 혈청 알부민 결합 단백질이다.  또 다른 실시양태에서, PK 모이어티는 Fc이고, 폴리펩티드의 N- 또는 C-말

단에 있을 수 있고, 임의로 이량체를 형성한다.  또 다른 실시양태에서, PK 모이어티는 폴리에틸렌 글리콜이다.

일부 실시양태에서, PK 모이어티와 폴리펩티드는 적어도 하나의 디술피드 결합, 펩티드 결합, 폴리펩티드, 중합

체성 당 또는 폴리에틸렌 글리콜 모이어티를 통해 연결된다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 상기 기재된 폴리펩티드를 포함하며, 임의로 내독소-무함유인 제약 조성물을 제공[0041]

한다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 상기 기재된 폴리펩티드를 코딩하는 단리된 핵산 분자, 뉴클레오티드 서열을 포함[0042]

하는 발현 벡터, 및 폴리펩티드를 코딩하는 핵산을 포함하는 세포를 제공한다.  또 다른 측면에서, 본 발명은

세포를 배양시켜 항-미오스타틴 폴리펩티드를 생산하는 방법을 제공한다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 유효량의 폴리펩티드 또는 상기 기재된 폴리펩티드를 포함하는 조성물을 투여하여[0043]

대상체에서 미오스타틴-관련 질환 또는 장애를 약화시키거나 억제하는 방법을 제공한다.  일부 실시양태에서,

치료할  질환은  근육  이영양증,  근위축성  측삭  경화증,  봉입체  근염  (IBM),  울혈성  폐쇄성  폐  질환,  만성

심부전, 암, AIDS, 신부전, 만성 신장 질환, 요독증, 류마티스 관절염, 근육감소증, 장기간 요양으로 인한 근육

소모, 척수 손상, 졸중, 골절, 노화, 당뇨병, 비만, 고혈당증, 악액질, 골관절염, 골다공증, 심근경색 또는 섬

유증이다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 대상체에서 근육의 변성 또는 소모와 연관된 장애를 약화시키거나 억제하는 방법[0044]

을 제공한다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 대상체에서 근육 질량을 증가시키고/거나, 근육 세포의 수를 증가시키고/거나, 근[0045]

육 세포의 크기를 증가시키고/거나, 근육 강도, 신체 수행력 및/또는 지구력을 증가시키기 위해 폴리펩티드를

투여하는 방법을 제공한다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 대상체에서 대사 장애를 약화시키거나 억제하는 방법을 제공한다.  일부 실시양태[0046]

에서, 대사 장애는 당뇨병 (예를 들어, 제II형 당뇨병), 고혈당증, 고인슐린혈증, 고지혈증, 인슐린 저항성, 글

루코스 대사 장애, 지방이영양증, 비만 또는 대사 증후군이다.  일부 실시양태에서, 제2 치료 조성물이 투여될

수 있다.  다른 실시양태에서, 폴리펩티드의 투여는 증가된 인슐린 감수성, 세포에 의한 증가된 글루코스 흡수,

감소된 혈액 글루코스 수준 및/또는 감소된 체지방을 유발한다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 유효량의 상기 기재된 폴리펩티드 또는 조성물을 투여하는 것을 포함하는, 대상체[0047]

에서 제지방 근육 질량을 증진시키는 방법을 제공한다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 유효량의 상기 기재된 폴리펩티드 또는 조성물을 투여하는 것을 포함하는, 대상체[0048]

에서 지방 대비 제지방 근육 질량의 비를 증가시키는 방법을 제공한다.

또  다른  측면에서,  본  발명은  상기  기재된  폴리펩티드  또는  조성물  및  사용  지침서를  포함하는  키트를[0049]

제공한다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 샘플을 상기 기재된 폴리펩티드와 접촉시키는 단계 및 미오스타틴에 대한 폴리펩[0050]
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티드의 결합을 검출하거나 측정하는 단계를 포함하는, 샘플에서 미오스타틴을 검출하거나 측정하는 방법을 제공

한다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 대상체에서 미오스타틴-관련 질환 또는 장애를 약화시키거나 억제하고/거나, 근육[0051]

의 변성 또는 소모와 연관된 장애를 약화시키거나 억제하고/거나, 근육 질량을 증가시키고/거나, 근육 세포의

수를 증가시키고/거나, 근육 세포의 크기를 증가시키고/거나, 근육 강도, 신체 수행력 및/또는 지구력을 증가시

키고/거나, 대사 장애를 약화시키거나 억제하고/거나, 제지방 근육 질량을 증진시키고/거나, 지방 대비 제지방

근육 질량의 비를 증가시키는데 사용하기 위한 항-미오스타틴 결합 애드넥틴에 관한 것이다.  일부 실시양태에

서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 본원에 기재된 것, 예를 들어 서열 80-123, 228-239 및 252-273에 기재된 항-미

오스타틴 애드넥틴이다.

또 다른 측면에서, 본 발명은 미오스타틴-관련 질환 또는 장애를 약화시키거나 억제하고/거나, 근육의 변성 또[0052]

는 소모와 연관된 장애를 약화시키거나 억제하고/거나, 근육 질량을 증가시키고/거나, 근육 세포의 수를 증가시

키고/거나, 근육 세포의 크기를 증가시키고/거나, 근육 강도, 신체 수행력 및/또는 지구력을 증가시키고/거나,

대사 장애를 약화시키거나 억제하고/거나, 제지방 근육 질량을 증진시키고/거나, 지방 대비 제지방 근육 질량의

비를 증가시키기 위한 의약을 제조하기 위한 항-미오스타틴 결합 애드넥틴의 용도에 관한 것이다.  일부 실시양

태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 본원에 기재된 것, 예를 들어 서열 80-123, 228-239 및 252-273에 기재된 항

-미오스타틴 애드넥틴이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 예시적인 항-미오스타틴 애드넥틴 아미노산 서열의 정렬을 도시한다.  BC, DE 및 FG 루프 아미노산 서열[0053]

은 각각 밑줄, 이탤릭체/ 밑줄 또는 볼드체/밑줄에 의해 확인된다.

도 2는 항-미오스타틴 애드넥틴의 1979_B06 패밀리의 BC 루프의 변이된 잔기의 웹로고(WebLogo)-기반 분석을 도

시한다.  프로퓨전(PROfusion) 동안 변이된 BC 루프의 각 위치에서의 아미노산의 빈도가 나타내어진다.  영상은

웹로고를 사용하여 생성되었다 (Crooks  GE,  Hon  G,  Chandonia  JM,  Brenner  SE.  WebLogo:  A  sequence  logo

generator. Genome Research 2004;14:1188-1190).

도 3은 항-미오스타틴 애드넥틴의 1979_B06 패밀리의 DE 루프의 변이된 잔기의 웹로고-기반 분석을 도시한다.

프로퓨전 동안 변이된 DE 루프의 각 위치에서의 아미노산의 빈도가 나타내어진다.

도 4는 항-미오스타틴 애드넥틴의 1979_B06 패밀리의 FG 루프의 변이된 잔기의 웹로고-기반 분석을 도시한다.

프로퓨전 동안 변이된 FG 루프의 각 위치에서의 아미노산의 빈도가 나타내어진다.

도 5는 항-미오스타틴 애드넥틴의 2062_G02 패밀리의 BC 루프의 변이된 잔기의 웹로고-기반 분석을 도시한다.

프로퓨전 동안 변이된 BC 루프의 각 위치에서의 아미노산의 빈도가 나타내어진다.

도 6은 항-미오스타틴 애드넥틴의 2062_G02 패밀리의 DE 루프의 변이된 잔기의 웹로고-기반 분석을 도시한다.

프로퓨전 동안 변이된 DE 루프의 각 위치에서의 아미노산의 빈도가 나타내어진다.

도 7은 항-미오스타틴 애드넥틴의 2062_G02 패밀리의 FG 루프의 변이된 잔기의 웹로고-기반 분석을 도시한다.

프로퓨전 동안 변이된 FG 루프의 각 위치에서의 아미노산의 빈도가 나타내어진다.

도 8은 서열 위치에 따른 심층 돌연변이 스캐닝에서 애드넥틴 3116_A06의 개별 알라닌 돌연변이 단백질과 그의

상대 적합성에 대한 생화학적 및 세포-기반 데이터의 상관관계를 보여주는 그래프를 도시한다.

도 9는 애드넥틴 3116_A06의 알라닌 돌연변이의 NGS 심층 돌연변이 스캐닝으로부터의 ER
norm

와 HTRF에 의해 측정

된 IC50의 상관관계를 보여주는 그래프를 도시한다.  미오스타틴에의 결합에 대해 바람직한, 보다 바람직한 및

가장 바람직한 단일 부위 돌연변이에 대한 빈이 나타내어진다.

도 10은 애드넥틴 PRD-1285, PRD-1286 및 PRD-1288이 ActRIIb-Fc에 대한 미오스타틴 결합을 차단하지 않는다는

것을 보여주는 경쟁적 결합 검정 (경쟁적 ELISA)의 그래프를 도시한다.  미오스타틴에 대한 ActRIIb-Fc의 결합

의 % 경쟁이 나타내어진다.  예상된 바와 같이, 양성 대조군 ActRIIb-Fc 구축물은 미오스타틴에 대한 ActRIIb-

Fc 결합과 경쟁하였다.

도 11은 ARE-루시페라제 검정에서 미오스타틴 활성에 대한 다양한 농도의 애드넥틴 PRD-1285, PRD-1286 및 PRD-

1288의 효과를 보여주는 그래프를 도시한다.  실험 조건은 실시예 3에 기재된 바와 같다.  각각의 PRD-1285,

등록특허 10-2187714

- 12 -



PRD-1286 및 PRD-1288은 미오스타틴-유도된 ARE-루시페라제 활성의 100%를 억제하였다.

도 12는 본 발명의 애드넥틴이 미오스타틴 활성을 억제하는 작용 메카니즘을 도시하는 개략도이다.  천연 신호

전달 복합체는 도 12a에 도시된다.  구체적으로, ActRIIb에 대한 미오스타틴의 결합에 이어서 액티빈 수용체-유

사 키나제 4 (ALK4) 또는 ALK5가 동원되고, ActRIIb 및 ALK4/5가 미오스타틴의 개별 영역에 결합한다.  본 발명

의 애드넥틴은 미오스타틴에 대한 ActRIIb의 결합이 아니라 ALK4/5의 결합을 방지한다 (도 12b).

도 13은 3116_A06과 미오스타틴의 복합체를 나타내는 컴퓨터 모델을 도시한다.  도 13a는 ALK4 결합 부위 및

ActRIIB 결합 부위가 나타내어진 미오스타틴 단독 (회색)의 구조를 도시한다.  실시예 11에 기재된 실험으로부

터 결정된 바와 같이, 3116_A06이 미오스타틴에 결합하는 영역 (즉, 영역 1 및 2)은 흑색으로 나타내어진다.

도 13b는 실시예 12에 기재된 바와 같은 도킹 프로토콜로부터 유래된 3116_A06 (흑색)과 미오스타틴 (회색)의

바람직한 복합체를 도시한다.  HDX-MS에 의해 확인된 바와 같은 미오스타틴 영역 1 및 2 (실시예 11)는 단지 분

자의 한 측면 상에 공간-채움 형태로 표시되고, 3116_A06의 BC, DE 및 FG 루프는 막대형으로 만들어진 형태로

표시된다.  이 도면이 2개의 애드넥틴 결합 부위 중 하나에 결합된 하나의 애드넥틴을 도시할 지라도, 개별 애

드넥틴 결합 부위 또는 둘 다의 애드넥틴 결합 부위가 점유될 수 있음을 주목하여야 한다.

도 14는 대조 마우스와 비교하여 나타낸 항-미오스타틴 애드넥틴으로 치료된 마우스에서 제15일에 % 체중 증가

를 보여주는 막대 그래프를 도시한다.  실시예 13에 기재된 바와 같이, B6 SCID 마우스는 14일 동안 항-미오스

타틴 애드넥틴의 피하 주사로 격주 또는 매주 치료되었다.  체중은 치료 기간 전체에 걸쳐 측정되었다; 제15일

에 대해 계산된 백분율 변화값이 제시되어 있다.  (*= 각 대조군으로부터의 통계적 차이를 나타냄; p ≤ 0.01

t-검정).

도 15는 대조 마우스와 비교하여 나타낸 항-미오스타틴 애드넥틴으로 치료된 마우스에서 제15일에 하지 근육 부

피의 증가 (cm
3
)를 보여주는 막대 그래프를 도시한다.  실시예 13에 기재된 바와 같이, B6 SCID 마우스는 14일

동안 항-미오스타틴 애드넥틴의 피하 주사로 격주 또는 매주 치료되었다.  (*= 각 대조군으로부터의 통계적 차

이를 나타냄; p ≤ 0.05 t-검정).

도 16은 PRD-1474의 다양한 나타낸 용량으로 치료된 마우스에서 제28일에 하지 근육 부피의 증가 (cm
3
)를 보여

주는 막대 그래프를 도시한다.  실시예 14에 기재된 바와 같이, B6 SCID 마우스는 28일 동안 PRD-1474의 피하

주사로 격주 또는 매주 치료되었다.  (*p< 0.0001; # 군 사이에 유의하지 않음).

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

정의[0054]

달리 정의되지 않는 한, 본원에 사용된 모든 전문 과학 용어는 통상의 기술자가 통상적으로 이해하는 것과 동일[0055]

한 의미를 갖는다.  본원에 기재된 것과 유사하거나 동등한 임의의 방법 및 조성물이 본 발명의 실시 또는 시험

에 사용될 수 있지만, 바람직한 방법 및 조성물이 본원에 기재된다.

본원에 사용된 "전장 미오스타틴"은 상기 문헌 [McPherron et al. (1997)]에 기재된 전장 폴리펩티드 서열, 뿐[0056]

만 아니라 대립유전자 변이체 및 종간 상동체를 비롯한 관련 전장 폴리 폴리펩티드를 지칭한다.  용어 "미오스

타틴" 또는 "성숙 미오스타틴"은 생물학적 활성 성숙 미오스타틴의 단편, 뿐만 아니라 대립유전자 변이체, 스플

라이스 변이체 및 융합 펩티드와 폴리펩티드를 비롯한 관련 폴리펩티드를 지칭한다.  성숙 C-말단 단백질은 인

간, 마우스, 닭, 돼지, 칠면조 및 래트를 비롯한 다수의 종에서 100% 서열 동일성을 갖는 것으로 보고되었다

(Lee et al., PNAS 2001;98:9306).  인간 프리프로미오스타틴에 대한 서열은 다음과 같다:

[0057]
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인간 프로미오스타틴에 대한 서열은 다음과 같다:[0058]

[0059]

성숙 미오스타틴에 대한 서열 (인간, 뮤린, 래트, 닭, 칠면조, 개, 말 및 돼지에서 보존됨)은 다음과 같다:[0060]

[0061]

본원에 사용된 "폴리펩티드"는 길이, 번역후 변형 또는 기능에 상관없이 2개 이상의 아미노산의 임의의 서열을[0062]

지칭한다.  "폴리펩티드", "펩티드" 및 "단백질"은 본원에서 상호교환적으로 사용된다.  폴리펩티드는 천연 아

미노산 및 비-천연 아미노산, 예컨대 본원에 참조로 포함된 미국 특허 번호 6,559,126에 기재된 것을 포함할 수

있다.  폴리펩티드는 또한 임의의 다양한 표준 화학 방식으로 변형될 수 있다 (예를 들어, 아미노산은 보호기로

변형될 수 있거나; 카르복시-말단 아미노산은 말단 아미드기로 제조될 수 있거나; 아미노-말단 잔기는, 예를 들

어 친지성을 증진시키는 기로 변형될 수 있거나; 또는 폴리펩티드는 안정성 또는 생체내 반감기를 증가시키기

위해 화학적으로 글리코실화되거나 또는 달리 변형될 수 있다).  폴리펩티드 변형은 또 다른 구조, 예컨대 시클

릭 화합물 또는 다른 분자의 폴리펩티드에 대한 부착을 포함할 수 있고, 또한 하나 이상의 아미노산을 변경된

배위 (즉, R 또는 S; 또는 L 또는 D)로 함유하는 폴리펩티드를 포함할 수 있다.  본 발명의 펩티드는 미오스타

틴에 결합하도록 변형된 피브로넥틴의 제10 유형 III 도메인으로부터 유래된 단백질이고, 본원에서 "항-미오스

타틴 애드넥틴" 또는 "미오스타틴 애드넥틴"으로 지칭된다.

본원에 사용된 "폴리펩티드 쇄"는 각각의 그의 도메인이 비-공유 상호작용 또는 디술피드 결합과는 반대로 펩티[0063]

드 결합(들)에 의해 다른 도메인(들)에 연결된 폴리펩티드를 지칭한다.

"단리된" 폴리펩티드는 그의 천연 환경의 성분으로부터 확인 및 분리 및/또는 회수된 것이다.  그의 천연 환경[0064]

의 오염물 성분은 폴리펩티드에 대한 진단 또는 치료 용도를 방해하는 물질이고, 효소, 호르몬 및 기타 단백질

성 또는 비단백질성 용질을 포함할 수 있다.  바람직한 실시양태에서, 폴리펩티드는 (1) 로우리(Lowry) 방법에

의해 측정시에 폴리펩티드의 95 중량% 초과, 가장 바람직하게는 99 중량% 초과까지, (2) 스피닝 컵 서열분석기

를 사용하여 적어도 N-말단 또는 내부 아미노산 서열의 잔기를 얻기에 충분한 정도까지 또는 (3) 쿠마시 블루

(Coomassie blue) 또는 바람직하게는 은 염색을 사용하여 환원 또는 비환원 조건 하에 SDS-PAGE에 의해 균질할

때까지 정제될 것이다.  단리된 폴리펩티드는 재조합 세포 내의 계내 폴리펩티드를 포함하는데, 이는 상기 폴리

펩티드의 천연 환경의 적어도 하나의 성분이 존재하지 않을 것이기 때문이다.  그러나, 통상적으로, 단리된 폴

리펩티드는 적어도 1회의 정제 단계에 의해 제조될 것이다.

본원에서 "아미노산 서열 동일성 퍼센트 (%)"는 서열들을 정렬하고 필요한 경우에 갭을 도입하여 최대 서열 동[0065]

일성 퍼센트를 달성하며, 서열 동일성의 일부로서 어떠한 보존적 치환도 고려하지 않은 후에, 선택된 서열 내의

아미노산 잔기와 동일한 후보 서열 내의 아미노산 잔기 백분율로서 정의된다.  아미노산 서열 동일성 퍼센트를

결정하는 목적을 위한 정렬은, 예를 들어 공개적으로 이용가능한 컴퓨터 소프트웨어, 예컨대 BLAST, BLAST-2,

ALIGN, ALIGN-2 또는 메갈린(Megalign) (DNASTAR™) 소프트웨어를 사용하여 관련 기술분야의 기술 수준 내의 다

양한 방식으로 달성할 수 있다.  통상의 기술자는 정렬을 측정하기에 적절한 파라미터를 용이하게 결정할 수 있

으며, 이는 비교하고자 하는 서열의 전장에 걸쳐 최대 정렬을 달성하는데 필요한 모든 알고리즘을 포함한다.

예를 들어, 소정의 아미노산 서열 B에 대한, 이와의 또는 이에 대항한 소정의 아미노산 서열 A의 아미노산 서열

동일성 ％ (달리 언급하면, 소정의 아미노산 서열 B에 대한, 이와의 또는 이에 대항한 특정의 아미노산 서열 동

일성 ％를 갖거나 포함하는 소정의 아미노산 서열 A로서 표현될 수 있음)은 다음과 같이 계산한다: X/Y의 분율

x 100 (여기서, X는 서열 정렬 프로그램 ALIGN-2에 의한 A 및 B의 프로그램 정렬시에 상기 프로그램에 의해 동

일한 매치로 스코어링된 아미노산 잔기의 개수이고, Y는 B의 아미노산 잔기의 총 개수임).  아미노산 서열 A의
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길이가 아미노산 서열 B의 길이와 동일하지 않은 경우에는 B에 대한 A의 아미노산 서열 동일성 %가 A에 대한 B

의 아미노산 서열 동일성 %와 동일하지 않을 것임을 이해할 것이다.

본원에 사용된 "보존적 치환"은 아미노산을 유사한 특성 (예를 들어, 극성, 수소 결합 잠재력, 산성, 염기성,[0066]

형상, 소수성, 방향족 등)을 갖는 아미노산으로 대체하는 것을 비롯하여 (이에 제한되지는 않음), 펩티드의 전

체적  입체형태  및  기능을  변경하지  않으면서  아미노산  잔기를  또  다른  아미노산  잔기로  대체하는  것을

지칭한다.  유사한 특성을 갖는 아미노산은 관련 기술분야에 널리 공지되어 있다.  예를 들어, 아르기닌, 히스

티딘 및 리신은 친수성-염기성 아미노산이고, 상호교환가능할 수 있다.  유사하게, 소수성 아미노산인 이소류신

은  류신,  메티오닌  또는  발린으로  대체될  수  있다.   서로  치환될  수  있는  중성의  친수성  아미노산은

아스파라긴, 글루타민, 세린 및 트레오닌을 포함한다.  "치환된" 또는 "변형된"에 의해 본 발명은 자연 발생 아

미노산으로부터 변경 또는 변형된 아미노산을 포함한다.  이와 같이 본 발명의 문맥에서 보존적 치환은 하나의

아미노산을 유사한 특성을 갖는 또 다른 아미노산으로 치환하는 것으로 관련 기술분야에서 인식된다.

본원에 사용된 용어 "애드넥틴 결합 부위"는 특정한 애드넥틴과 상호작용하거나 그에 결합하는 단백질 (예를 들[0067]

어, 미오스타틴)의 부위 또는 부분을 지칭한다 (에피토프가 항체에 의해 인식되는 바와 같음).  애드넥틴 결합

부위는 단백질의 삼차 폴딩에 의해 병렬된 인접 아미노산 또는 비인접 아미노산으로부터 형성될 수 있다.  인접

아미노산에 의해 형성된 애드넥틴 결합 부위는 전형적으로 변성 용매에 대한 노출시에 유지되는 반면, 삼차 폴

딩에 의해 형성된 애드넥틴 결합 부위는 전형적으로 변성 용매의 처리시에 손실된다.

본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴에 대한 애드넥틴 결합 부위는 프로테아제 맵핑 및 돌연변이 분석을 비롯하여[0068]

(이에 제한되지는 않음), 항체의 에피토프 맵핑에 전형적으로 사용되는 표준 기술의 적용에 의해 결정될 수 있

다.  대안적으로, 애드넥틴 결합 부위는 동일한 폴리펩티드, 예를 들어 미오스타틴에 결합하는 참조 애드넥틴

또는 항체를 사용하는 경쟁 검정에 의해 결정될 수 있다 (하기 섹션 "상호-경쟁 애드넥틴 및/또는 동일한 애드

넥틴 결합 부위에 결합하는 애드넥틴"에 추가로 기재된 바와 같음).  시험 애드넥틴과 참조 분자 (예를 들어,

또 다른 애드넥틴 또는 항체)가 경쟁하는 경우, 그러면 이들은 동일한 애드넥틴 결합 부위에 결합하거나 또는

하나의 분자의 결합이 다른 것을 방해하도록 충분히 근접한 애드넥틴 결합 부위에 결합한다.

본원에서 상호교환적으로 사용된 용어 "특이적으로 결합한다", "특이적 결합", "선택적 결합" 및 "선택적으로[0069]

결합한다"는 애드넥틴이 미오스타틴에 대한 친화도를 나타내지만, 관련 기술분야에서 이용가능한 기술, 예컨대

스캐차드 분석 및/또는 경쟁적 결합 검정 (예를 들어, 경쟁 ELISA, 비아코어(BIACORE) 검정) (이에 제한되지는

않음)에 의해 측정시 상이한 폴리펩티드에 유의하게 결합하지 않는 (예를 들어, 약 10% 미만으로 결합하는) 것

을 지칭한다.  이 용어는 또한, 예를 들어 본 발명의 애드넥틴의 결합 도메인이 미오스타틴에 특이적인 경우에

적용 가능하다.

본원에 사용된 용어 "우선적으로 결합하다"는 본 발명의 애드넥틴이 관련 기술분야에서 이용가능한 기술, 예컨[0070]

대 스캐차드 분석 및/또는 경쟁적 결합 검정 (예를 들어, 경쟁 ELISA, 비아코어 검정) (이에 제한되지는 않음)

에 의해 측정시 상이한 폴리펩티드에 결합하는 경우보다 적어도 약 20% 더 크게 미오스타틴에 결합하는 상황을

지칭한다.

본원에 사용된 용어 "교차-반응성"은 애드넥틴이 동일한 또는 매우 유사한 애드넥틴 결합 부위를 갖는 1개 초과[0071]

의 별개의 단백질에 결합하는 것을 지칭한다.

본원에 사용된 용어 "KD"는 표면 플라즈몬 공명 검정 또는 세포 결합 검정을 사용하여 측정시, 특정한 애드넥틴-[0072]

단백질 (예를 들어, 미오스타틴) 상호작용의 해리 평형 상수 또는 단백질 (예를 들어, 미오스타틴)에 대한 애드

넥틴의 친화도를 지칭하는 것으로 의도된다.  본원에 사용된 "목적하는 KD"는 고려된 목적에 충분한 애드넥틴의

KD를 지칭한다.  예를 들어, 목적하는 KD는 시험관내 검정, 예를 들어 세포-기반 루시페라제 검정에서 기능적 효

과를 도출하는데 요구되는 애드넥틴의 KD를 지칭할 수 있다.

본원에 사용된 용어 "kass"는 애드넥틴/단백질 복합체 내로의 애드넥틴의 회합에 대한 회합률 상수를 지칭하는[0073]

것으로 의도된다.

본원에 사용된 용어 "kdiss"는 애드넥틴/단백질 복합체로부터의 애드넥틴의 해리에 대한 해리율 상수를 지칭하는[0074]

것으로 의도된다.

본원에 사용된 용어 "IC50"은 시험관내 또는 생체내 검정에서 최대 억제 반응의 50%인 수준까지, 즉 최대 억제[0075]
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반응과 비처리 반응 사이의 절반으로 반응을 억제하는 애드넥틴의 농도를 지칭한다.

본원에 사용된 용어 "미오스타틴 활성"은 ActRIIb에 대한 활성 미오스타틴 단백질의 결합 및 이후 Alk4 또는[0076]

Alk5의 동원과 연관된 성장-조절 또는 형태발생 활성 중 하나 이상을 지칭한다.  예를 들어, 활성 미오스타틴은

골격근 질량의 음성 조절제이다.  활성 미오스타틴은 또한 근육-특이적 효소 (예를 들어, 크레아틴 키나제)의

생산을 조절할 수 있고, 근모세포 증식을 자극할 수 있으며, 지방전구세포에서 지방세포로의 분화를 조절할 수

있다.  미오스타틴 활성은 본원에 기재된 바와 같은 관련 기술분야에 인식된 방법을 사용하여 결정될 수 있다.

어구 "미오스타틴 활성을 억제한다" 또는 "미오스타틴 활성을 길항한다" 또는 "미오스타틴을 길항한다"는 생체[0077]

내 또는 시험관내에서 미오스타틴의 활성을 중화하거나 길항하는 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 능력을

지칭하는 것으로 상호교환적으로 사용된다.  본 발명의 애드넥틴의 활성에 관하여 본원에 사용된 용어 "억제하

다" 또는 "중화하다"는 생물학적 활성 또는 특성, 질환 또는 상태를 비롯하여 (이에 제한되지는 않음), 억제할

진행 또는 중증도를 실질적으로 길항하거나, 금지하거나, 예방하거나, 제지하거나, 늦추거나, 방해하거나, 제거

하거나, 중지시키거나, 감소시키거나 또는 역전시키는 능력을 의미한다.  억제 또는 중화는 바람직하게는 적어

도 약 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% 또는 그 초과이다.

예를 들어, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 척추동물 대상체에서 정상적으로 발견되는 생물학적 활성 미오[0078]

스타틴의 순환 수준을 감소시키거나, 또는 미오스타틴의 상승된 순환 수준을 유발하는 장애를 가진 대상체에서

생물학적 활성 미오스타틴의 순환 수준을 감소시킬 수 있다.  미오스타틴 활성의 감소는 본원에 기재된 바와 같

이 시험관내 검정, 예를 들어 결합 검정을 사용하여 결정될 수 있다.  대안적으로, 미오스타틴 활성의 감소는

체중의 증가, 근육 질량 증진, 근육 강도 증가, 지방 대비 근육의 비의 변경, 지방-무함유 근육 질량의 증가,

근육 세포의 크기 및/또는 수의 증가, 및/또는 체지방 함량의 감소를 유발할 수 있다.

용어 "PK"는 "약동학"에 대한 두문자어이고, 예를 들어 대상체에 의한 흡수, 분포, 대사 및 제거를 비롯한 화합[0079]

물의 특성을 포괄한다.  본원에 사용된 "PK 조절 단백질" 또는 "PK 모이어티"는 생물학적 활성 분자에 융합되거

나 그와 함께 투여되는 경우에 이러한 생물학적 활성 분자의 약동학적 특성에 영향을 미치는 임의의 단백질, 펩

티드 또는 모이어티를 지칭한다.  PK 조절 단백질 또는 PK 모이어티의 예는 PEG, 인간 혈청 알부민 (HSA) 결합

제 (미국 공개 번호 2005/0287153 및 2007/0003549, PCT 공개 번호 WO 2009/083804 및 WO 2009/133208에 개시

된 바와 같음), 인간 혈청 알부민, Fc 또는 Fc 단편 및 그의 변이체, 및 당 (예를 들어, 시알산)을 포함한다.

아미노산 서열 또는 화합물의 "반감기"는 일반적으로, 예를 들어 서열 또는 화합물의 분해 및/또는 천연 메카니[0080]

즘에 의한 서열 또는 화합물의 클리어런스 또는 격리로 인해, 생체내에서 폴리펩티드의 혈청 농도가 50% 감소하

는데 소요되는 시간으로서 정의될 수 있다.  반감기는 그 자체로 공지된 임의의 방식으로, 예컨대 약동학적 분

석에 의해 결정될 수 있다.  적합한 기술은 통상의 기술자에게 명백할 것이고, 예를 들어 일반적으로 적합한 용

량의 본 발명의 아미노산 서열 또는 화합물을 대상체에게 적합하게 투여하는 단계; 상기 대상체로부터 일정한

간격으로 혈액 샘플 또는 다른 샘플을 수집하는 단계; 상기 혈액 샘플 내의 본 발명의 아미노산 서열 또는 화합

물의 수준 또는 농도를 결정하는 단계; 이렇게 얻어진 데이터(의 플롯)으로부터, 본 발명의 아미노산 서열 또는

화합물의 수준 또는 농도가 투여시의 초기 수준과 비교하여 50% 감소할 때까지의 시간을 계산하는 단계를 포함

할 수 있다.  예를 들어 문헌 [Kenneth, A. et al., Chemical Stability of Pharmaceuticals: A Handbook for

Pharmacists, 및 Peters et al., Pharmacokinete Analysis: A Practical Approach (1996)]과 같은 표준 편람

을 참조한다.  또한 문헌 [Gibaldi, M. et al., Pharmacokinetics, 2nd Rev. Edition, Marcel Dekker (198

2)]을 참조한다.

반감기는 t1/2-알파, t1/2-베타, HL_람다_z와 같은 파라미터 및 곡선하 면적 (AUC)을 사용하여 표현될 수 있다.[0081]

본 명세서에서, "반감기의 증가"는 이들 파라미터 중 어느 하나, 이들 파라미터 중 임의의 2개, 이들 파라미터

중 임의의 3개 또는 이들 파라미터 4개 전부의 증가를 지칭한다.  "반감기 증가"는 t1/2-알파 및/또는 AUC 또는

둘 다에서의 증가와 함께 또는 이러한 증가 없이 t1/2-베타 및/또는 HL_람다_z의 증가를 지칭한다.

표기법 "mpk", "mg/kg" 또는 "kg당 mg"은 킬로그램당 밀리그램을 지칭한다.  모든 표기법은 본 개시내용 전체에[0082]

걸쳐 상호교환가능하게 사용된다.

본원에서 상호교환적으로 사용된 용어 "개체", "대상체" 및 "환자"는 뮤린, 원숭이, 인간, 포유동물 가축 (예를[0083]

들어, 소, 돼지, 양), 포유동물 스포츠 동물 (예를 들어, 말) 및 포유동물 애완동물 (예를 들어, 개 및 고양

이)을 포함하나 이에 제한되지는 않는 동물, 바람직하게는 포유동물 (비영장류 및 영장류 포함) 또는 조류 종을

지칭하고; 바람직하게는 용어는 인간를 지칭한다.  용어는 또한 닭 및 칠면조를 포함하나 이에 제한되지는 않는
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조류 종을 지칭한다.  특정 실시양태에서, 대상체, 바람직하게는 포유동물, 바람직하게는 인간은 추가로 미오스

타틴의 감소된 수준 또는 감소된 생물활성으로부터 이익을 얻을 질환 또는 장애 또는 상태를 가짐을 특징으로

한다.  또 다른 실시양태에서 대상체, 바람직하게는 포유동물, 바람직하게는 인간은 추가로 미오스타틴의 감소

된 수준 또는 미오스타틴의 감소된 생물활성으로부터 이익을 얻을 장애, 질환 또는 상태가 발달할 위험이 있음

을 특징으로 한다.

용어 "치료 유효량"은 대상체에게 치료 이익을 부여하는데 필요한 작용제의 적어도 최소 용량 (그러나 독성 용[0084]

량 미만임)을 지칭한다.  예를 들어, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 치료 유효량은 포유동물, 바람직하게

는 인간에서 근육 부피 및/또는 근육 강도의 증가, 체지방의 감소, 인슐린 감수성의 증가, 또는 미오스타틴의

존재가 바람직하지 않은 병리학적 효과를 야기하거나 그에 기여하거나 또는 미오스타틴 수준의 감소가 유익한

치료 효과를 유발하는 상태의 치료 중 하나 이상을 유발하는 양이다.

본원에 사용된 용어 "쇠약하다" 또는 "쇠약"은 허약, 체중 감소, 이동성 감소, 피로, 낮은 활동 수준, 불량한[0085]

지구력 및 감각 신호에 대한 거동 반응 장애 중 2개 이상의 증상을 특징으로 할 수 있는 상태를 지칭한다.  쇠

약의 한 특징은 "근육감소증" 또는 근육 질량의 연령-관련 손실이다.

본원에 사용된 용어 "악액질"은 다양한 질환으로부터 유래될 수 있는 근육 소모 가속화 및 제지방 체질량 손실[0086]

의 상태를 지칭한다.

개관[0087]

본 발명은 미오스타틴에 결합하여 그를 길항하는 신규 폴리펩티드를 제공한다 (본원에서 "항-미오스타틴 애드넥[0088]

틴"으로 지칭됨).  미오스타틴 길항제를 확인하기 위해, 미오스타틴을 애드넥틴의 큰 합성 라이브러리에 제시하

였다.  미오스타틴에 결합된 애드넥틴을 미오스타틴 결합, 생물물리학적 특성, 및 미오스타틴 억제 활성에 대해

스크리닝하였다.  항-미오스타틴 애드넥틴을 돌연변이시키고, 표적 농도를 저하시키고 느린 오프-레이트(off-

rate)를 갖는 항-미오스타틴 애드넥틴을 선택하여 추가의 선택 압력에 적용하였다.  상기 최적화 과정으로부터,

애드넥틴의 패밀리는 유리한 생화학적 및 생물물리학적 활성을 갖는 미오스타틴 특이적 억제제로서 확인되었다.

본원에 개시된 항-미오스타틴 애드넥틴은 근육 소모 질환, 대사 장애 및 무활동으로 인한 근육 위축의 치료를

비롯하여 (이에 제한되지는 않음), 미오스타틴 활성의 억제가 유익한 것으로 공지된 장애, 질환 및 상태의 치료

에 유용하다.

문헌 [Rebbapragada et al. (MCB 2003;23:7230-42)]에 개시된 바와 같이, 미오스타틴 신호전달 경로는 ActRIIb[0089]

에 대한 미오스타틴의 결합, 이어서 액티빈 수용체-유사 키나제 4 (ALK4) 또는 ALK5의 동원을 포함한다.  ALK에

대한  결합은  Smad2/Smad3  인산화,  이어서 TGFβ-유사  신호전달 경로의 활성화를 유도한다 (예를  들어 문헌

[Rebbapragada et al., MCB 2003;23:7230-42] 참조).

I. 피브로넥틴 기반 스캐폴드[0090]

본원의 한 측면은 하나 이상의 용매 접근가능 루프가 무작위로 선정되거나 또는 돌연변이된 Fn3 도메인을 포함[0091]

하는 항-미오스타틴 애드넥틴을 제공한다.  일부 실시양태에서, Fn3 도메인은 인간 피브로넥틴 유형 III 도메인

의 야생형 제10 모듈로부터 유래된 Fn3 도메인 (
10
Fn3)이다:

[0092]

다른 실시양태에서, 
10
Fn3의 비-리간드 결합 서열, 즉 "

10
Fn3 스캐폴드"를 변경시킬 수 있으며, 단 이러한 

10
Fn3[0093]

은 리간드 결합 기능 및/또는 구조적 안정성을 유지해야 한다.  다양한 돌연변이 
10
Fn3 스캐폴드가 보고되었다.

한 측면에서, Asp 7, Glu 9 및 Asp 23 중 하나 이상은 또 다른 아미노산, 예를 들어 비-음하전 아미노산 잔기

(예를 들어, Asn, Lys 등)로 대체된다.  이러한 돌연변이는 야생형 형태와 비교하여 중성 pH에서 돌연변이 
10
Fn3

의 더 큰 안정성을 촉진하는 효과를 갖는 것으로 보고되었다 (예를 들어, PCT 공개 번호 WO 02/04523 참조).

유익하거나 중성인 
10
Fn3  스캐폴드에서의 다양한 추가적 변경들이 개시되었다.  예를 들어, 문헌 [Batori  et

al.,  Protein  Eng.,  15(12):1015-1020  (December  2002);  Koide  et  al.,  Biochemistry,  40(34):10326-10333

(Aug. 28, 2001)]을 참조한다.
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변이체와 야생형 
10
Fn3 단백질은 모두 동일한 구조, 즉 A 내지 G로 지정된 7개의 베타-가닥 도메인 서열 및 7개[0094]

의 베타-가닥 도메인 서열을 연결하는 6개의 루프 영역 (AB 루프, BC 루프, CD 루프, DE 루프, EF 루프 및 FG

루프)을 특징으로 한다.  N- 및 C-말단에 가장 근접하여 위치하는 베타 가닥은 용액 내에서 베타-유사 입체형태

를 채택할 수 있다.  서열 4에서, AB 루프는 잔기 15-16에 상응하고, BC 루프는 잔기 21-30에 상응하고, CD 루

프는 잔기 39-45에 상응하고, DE 루프는 잔기 51-56에 상응하고, EF 루프는 잔기 60-66에 상응하고, FG 루프는

잔기 76-87에 상응한다 (Xu et al., Chemistry & Biology, 9:933-942, 2002).

따라서, 일부 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 서열 4에 제시된 인간 
10
Fn3 도메인에 대해 적어도 40%,[0095]

50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85% 또는 90% 동일한 
10
Fn3 폴리펩티드이다.  많은 변이성은 일반적으로 하나

이상의 루프에서 발생할 것이다.  
10
Fn3 폴리펩티드의 각각의 베타 또는 베타-유사 가닥은 서열 4의 상응하는 베

타 또는 베타-유사 가닥의 서열에 대해 적어도 80%, 85%, 90%, 95% 또는 100% 동일한 아미노산 서열로 본질적으

로 이루어질 수 있으며, 단 이러한 변이가 생리학적 조건에서 폴리펩티드의 안정성을 방해하지 않아야 한다.

일부 실시양태에서, 본 발명은 제10 피브로넥틴 유형 III (
10
Fn3) 도메인을 포함하며, 여기서 

10
Fn3 도메인은 루[0096]

프 AB; 루프 BC; 루프 CD; 루프 DE; 루프 EF; 및 루프 FG를 포함하며, 인간 
10
Fn3 도메인의 상응하는 루프의 서

열에 비해 변경된 아미노산 서열을 갖는 루프 BC, DE 및 FG로부터 선택된 적어도 하나의 루프를 갖는 것인, 항-

미오스타틴 애드넥틴을 제공한다.  일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 서열 4의 비-루프

영역에 대해 적어도 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 
10
Fn3 도메인을

포함하며, 여기서 BC, DE 및 FG로부터 선택된 적어도 하나의 루프가 변경된다.  일부 실시양태에서, BC 및 FG

루프가 변경되고, 일부 실시양태에서, BC, DE 및 FG 루프가 변경되며, 즉 
10
Fn3 도메인은 비-자연 발생 루프를

포함한다.  일부 실시양태에서는, AB, CD 및/또는 EF 루프가 변경된다.  "변경된"이란 주형 서열 (상응하는 인

간 피브로넥틴 도메인)에 비해 하나 이상의 아미노산 서열 변경을 의미하고, 아미노산 부가, 결실, 치환 또는

이들의 조합을 포함한다.  아미노산 서열의 변경은 일반적으로 서열을 코딩하는 핵산의 의도적, 맹목적 또는 자

발적 서열 변이를 통해 달성될 수 있고, 임의의 기술, 예를 들어 PCR, 오류-유발 PCR 또는 화학적 DNA 합성에

의해 발생할 수 있다.

일부 실시양태에서, BC, DE 및 FG로부터 선택된 하나 이상의 루프는 상응하는 인간 피브로넥틴 루프에 비해 길[0097]

이가 연장되거나 단축될 수 있다.  일부 실시양태에서, 루프의 길이는 2-25개의 아미노산만큼 연장될 수 있다.

일부 실시양태에서는, 루프의 길이는 1-11개의 아미노산만큼 감소될 수 있다.  따라서, 항원 결합을 최적화하기

위해, 
10
Fn3의 루프의 길이는 항원 결합시에 가능한 최대 가요성 및 친화도를 얻도록 길이 뿐만 아니라 서열에서

변경될 수 있다.

일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 서열 4의 비-루프 영역에 대해 적어도 80, 85, 90, 95, 98, 99 또는 100% 동[0098]

일한 아미노산 서열을 포함하는 Fn3 도메인을 포함하며, 여기서 BC, DE 및 FG로부터 선택된 적어도 하나의 루프

가 변경된다.  일부 실시양태에서, 변경된 BC 루프는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 또는 10개 이하의 아미노산 치

환, 1, 2, 3 또는 4개 이하의 아미노산 결실, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 또는 10개 이하의 아미노산 삽입, 또

는 이들의 조합을 갖는다.  일부 실시양태에서, 변경된 DE 루프는 1, 2, 3, 4, 5 또는 6개 이하의 아미노산 치

환, 1, 2, 3 또는 4개 이하의 아미노산 결실, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 또는 13개 이하의 아미

노산 삽입, 또는 이들의 조합을 갖는다.  일부 실시양태에서, FG 루프는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11

또는 12개 이하의 아미노산 치환, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 또는 11개 이하의 아미노산 결실, 1, 2, 3,

4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 또는 25개 이하의 아미노산

삽입, 또는 이들의 조합을 갖는다.

본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 
10
Fn3 스캐폴드를 기반으로 하고, 일반적으로 하기 서열에 의해 정의된다:[0099]

[0100]

여기서 AB 루프는 (Z)a로 표시되고, CD 루프는 (Z)b로 표시되고, EF 루프는 (Z)e로 표시되고, BC 루프는 (Z)x로[0101]

표시되고, DE 루프는 (Z)y로 표시되고, FG 루프는 (Z)z로 표시된다.  Z는 임의의 아미노산을 나타내며, Z 뒤의
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첨자는 정수인 아미노산 수를 나타낸다.  특히, a는 1-15, 2-15, 1-10, 2-10, 1-8, 2-8, 1-5, 2-5, 1-4, 2-4,

1-3, 2-3 또는 1-2개의 아미노산 중 어느 것일 수 있고; b, c, x, y 및 z는 각각 독립적으로 2-20, 2-15, 2-

10, 2-8, 5-20, 5-15, 5-10, 5-8, 6-20, 6-15, 6-10, 6-8, 2-7, 5-7 또는 6-7개의 아미노산 중 어느 것일 수

있다.  바람직한 실시양태에서, a는 2개 아미노산이고, b는 7개 아미노산이고, c는 7개 아미노산이고, x는 11개

아미노산이고, y는 6개 아미노산이고, z는 12개 아미노산이다.  베타 가닥의 서열은 서열 4에 제시된 상응하는

아미노산에 비해 7개 스캐폴드 영역 전체에 걸쳐 0 내지 10, 0 내지 8, 0 내지 6, 0 내지 5, 0 내지 4, 0 내지

3, 0 내지 2 또는 0 내지 1개의 치환, 결실 또는 부가 중 어느 것을 가질 수 있다.  특정 실시양태에서, 베타

가닥의 서열은 서열 4에 제시된 상응하는 아미노산에 비해 7개 스캐폴드 영역 전체에 걸쳐 0 내지 10, 0 내지

8, 0 내지 6, 0 내지 5, 0 내지 4, 0 내지 3, 0 내지 2 또는 0 내지 1개의 보존적 치환 중 어느 것을 가질 수

있다.  특정 실시양태에서, 코어 아미노산 잔기는 고정되고, 임의의 치환, 보존적 치환, 결실 또는 부가는 코어

아미노산 잔기가 아닌 다른 잔기에서 발생한다.

대안적으로, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 
10
Fn3 스캐폴드를 기반으로 하고, 일반적으로 하기 서열에 의[0102]

해 정의된다:

[0103]

여기서 BC 루프는 (Z)x로 표시되고, DE 루프는 (Z)y로 표시되고, FG 루프는 (Z)z로 표시된다.  Z는 임의의 아미[0104]

노산을 나타내며, Z 뒤의 첨자는 정수인 아미노산 수를 나타낸다.  구체적으로, x, y 및 z는 각각 독립적으로

2-20, 2-15, 2-10, 2-8, 5-20, 5-15, 5-10, 5-8, 6-20, 6-15, 6-10, 6-8, 2-7, 5-7 또는 6-7개의 아미노산 중

어느 것일 수 있다.  바람직한 실시양태에서, x는 11개 아미노산이고, y는 6개 아미노산이고, z는 12개 아미노

산이다.  베타 가닥의 서열은 서열 1에 제시된 상응하는 아미노산에 비해 7개 스캐폴드 영역 전체에 걸쳐 0 내

지 10, 0 내지 8, 0 내지 6, 0 내지 5, 0 내지 4, 0 내지 3, 0 내지 2 또는 0 내지 1개의 치환, 결실 또는 부

가 중 어느 것을 가질 수 있다.  특정 실시양태에서, 베타 가닥의 서열은 서열 4에 제시된 상응하는 아미노산에

비해 7개 스캐폴드 영역 전체에 걸쳐 0 내지 10, 0 내지 8, 0 내지 6, 0 내지 5, 0 내지 4, 0 내지 3, 0 내지

2 또는 0 내지 1개의 보존적 치환 중 어느 것을 가질 수 있다.  특정 실시양태에서, 코어 아미노산 잔기는 고정

되고, 임의의 치환, 보존적 치환, 결실 또는 부가는 코어 아미노산 잔기가 아닌 다른 잔기에서 발생한다.

특정 실시양태에서, 본원에 기재된 항-미오스타틴 애드넥틴은 서열 5 또는 6에 기재된 바와 같은 서열을 포함할[0105]

수 있고, 여기서 각각 (Z)x, (Z)y 및 (Z)z로 표시된 BC, DE 및 FG 루프 중 적어도 하나가 변경된다.  상기 기재

된 바와 같이, 서열 4의 잔기 21-30, 51-56 및 76-87에 상응하는 아미노산 잔기는 각각 BC, DE 및 FG 루프를 정

의한다.  그러나, 루프 영역 내의 모든 잔기가 목적하는 표적 (예를 들어, 미오스타틴)에 대한 강한 친화도를

갖는 
10
Fn3 결합제를 달성하기 위해 변형될 필요는 없음을 이해하여야 한다.

예를 들어, 서열 1에 제시된 BC 루프의 잔기 21 (S) 및 22 (W)는 미오스타틴에 결합하기 위해 변형될 필요가 없[0106]

다.  즉, 미오스타틴에 결합하는 높은 친화도를 갖는 
10
Fn3 도메인은 서열 4에 제시된 루프 BC의 잔기 23-30만을

변형하여 얻을 수 있다.  이것은 단지 밑줄표시된 위치만이 변형됨을 나타내는, 표 1에 예시된 BC 루프에서 입

증된다.

유사하게, 서열 4에 제시된 루프 DE의 위치 51 (P) 및 56 (T)은 미오스타틴에 결합하기 위해 변형될 필요가 없[0107]

다.  즉, 미오스타틴에 결합하는 높은 친화도를 갖는 
10
Fn3 도메인은 서열 4에 제시된 루프 DE의 잔기 52-55만을

변형하여 얻을 수 있다.  이것은 단지 밑줄표시된 위치에 걸친 잔기만이 변경됨을 나타내는, 표 1에 예시된 DE

루프에서 입증된다.

이와 유사하게, 서열 1에 제시된 FG 루프의 위치 76 (T) 및 87 (P)은 미오스타틴에 결합하기 위해 변형될 필요[0108]

가 없다.  즉, 미오스타틴에 결합하는 높은 친화도를 갖는 
10
Fn3 도메인은 서열 4에 제시된 FG 루프의 잔기 77-

86만을 변형하여 얻을 수 있다.  이것은 밑줄표시된 위치에 걸친 잔기만이 변경됨을 나타내는, 표 1에 예시된

FG 루프에서 입증된다.

따라서, 일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 BC, DE 및 FG 루프 영역은 컨센서스 서열에[0109]

따라 기재될 수 있다.  이러한 컨센서스 서열은 표 1에 제시된 BC, DE 및 FG 루프에 의해, 및 웹로고 분석에 의
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해 결정된 바와 같이 (도 2-7) 예시된다 (문헌 [Crooks GE, Hon G, Chandonia JM, Brenner SE. WebLogo: A

sequence logo generator. Genome Research 2004;14:1188-1190], 본원에 전문이 참조로 포함됨).  웹로고 분석

은 BC, DE 또는 FG 루프의 각각 변경된 위치에서의 아미노산 빈도를 반영하는 아미노산 서명을 생성한다.

예를 들어, 일부 실시양태에서, BC 루프인 (Z)x는 컨센서스 서열 X1-L-P-X2-X3-X4-X5-X6-X7에 의해 정의되고, 여기[0110]

서 X1은 S, T 또는 Y이고; X2는 H, Y, N, R, F, G, S 또는 T이고; X3은 A, P, Q, S, F, H, N 또는 R이고; X4는

G 또는 A이고; X5는 H, L, R, V, N, D, F, I 또는 K이고; X6은 A, L, G, M, F, I 또는 V이고; X7은 H 또는 N이

다.  특정의 바람직한 실시양태에서, BC 루프는 서열 7, 11-21, 23-31, 34 및 36-38로부터 선택된 아미노산 서

열을 포함한다.  한 실시양태에서, BC 루프는 서열 34에 기재된 아미노산 서열을 포함한다.

일부 실시양태에서, DE 루프인 (Z)y는 컨센서스 서열 G-R-G-X8에 의해 정의되고, 여기서 X8은 V 또는 L이다.  특[0111]

정의 바람직한 실시양태에서, DE 루프는 서열 39 및 42로부터 선택된 아미노산을 포함한다.  한 실시양태에서,

DE 루프는 서열 39에 기재된 아미노산을 포함한다.

일부 실시양태에서, FG 루프인 (Z)z는 컨센서스 서열 X9-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18에 의해 정의되고, 여기[0112]

서 X9는 L, V 또는 I이고; X10은 T 또는 S이고; X11은 K, R, A, G, S, D, H, N, T 또는 P이고; X12는 S, T, A,

E, H, K 또는 N이고; X13은 K, G, Q, D, E, N, T 또는 S이고; X14는 V, I, F, L, M, P, T 또는 Y이고; X15는 I,

L 또는 Y이고; X16은 H, I,  V,  K,  L,  R,  F,  G,  S  또는 T이고; X17은 Y 또는 H이고; X18은 K, M, L, R 또는

V이다.  특정의 바람직한 실시양태에서, FG 루프는 서열 46, 50-62, 64-72, 75-77 및 79로부터 선택된 아미노산

서열을 포함한다.  한 실시양태에서, FG 루프는 서열 75에 기재된 아미노산을 포함한다.

다른 실시양태에서, BC 루프인 (Z)x는 컨센서스 서열 X19-X20-P-X21-G-X22-A에 의해 정의되고, 여기서 X19는 D, E,[0113]

V 또는 W이고; X20은 A, S 또는 V이고; X21은 R, A, G, K 또는 L이고; X22는 L 또는 R이다.  특정의 바람직한 실

시양태에서, BC 루프는 서열 8-10, 22, 32, 33 및 35로부터 선택된 아미노산 서열을 포함한다.

다른 실시양태에서, DE 루프인 (Z)y는 컨센서스 서열 X23-G-R-G-X24에 의해 정의되고, 여기서 X23은 V, P, F, I[0114]

또는 L이고; X24는 S, N 또는 T이다.  특정의 바람직한 실시양태에서, DE 루프는 서열 40, 41 및 43-45로부터

선택된 및 아미노산 서열을 포함한다.

다른 실시양태에서, FG 루프인 (Z)z는 컨센서스 서열 X25-X26-R-X27-G-X28-X29-X30-X31-X32에 의해 정의되고, 여기서[0115]

X25는 I 또는 V이고; X26은 F, D 또는 Y이고; X27은 D 또는 T이고; X28은 P, M, V 또는 T이고; X29는 V, L, N, R

또는 S이고; X30은 H, T, L, N, Q 또는 S이고; X31은 F, W, Y, H 또는 L이고; X32는 D, A 또는 G이다.  특정의

바람직한 실시양태에서, FG 루프는 서열 47-49, 63, 73, 74 및 78로부터 선택된 아미노산 서열을 포함한다.

따라서, 특정 실시양태에서, 본 발명은 상기 정의된 바와 같이 서열 X1-L-P-X2-X3-X4-X5-X6-X7을 갖는 BC 루프인[0116]

(Z)x 및 서열 G-R-G-X8을 갖는 DE 루프인 (Z)y를 포함하는 항-미오스타틴 애드넥틴을 제공한다.  특정 실시양태

에서, BC 루프는 서열 7, 11-21, 23-31, 34 및 36-38로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하고, DE 루프는 서열

39 및 42로부터 선택된 아미노산 서열을 포함한다.  한 실시양태에서, BC 및 DE 루프는 각각 서열 34 및 39에

제시된 아미노산 서열을 포함한다.

특정 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 상기 정의된 바와 같이 서열 X1-L-P-X2-X3-X4-X5-X6-X7을 갖는 BC[0117]

루프인  (Z)x  및  서열  X9-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18을  갖는  FG  루프인  (Z)z를  포함한다.   특정

실시양태에서, BC 루프는 서열 7, 11-21, 23-31, 34 및 36-38로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하고, FG 루프

는 서열 46, 50-62, 64-72, 75-77 및 79로부터 선택된 아미노산 서열을 포함한다.  한 실시양태에서, BC 및 FG

루프는 각각 서열 34 및 75에 기재된 아미노산 서열을 포함한다.

특정 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 상기 정의된 바와 같이 서열 G-R-G-X8을 갖는 DE 루프인 (Z)y 및[0118]

서열 X9-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18을 갖는 FG 루프인 (Z)z를 포함한다.  특정 실시양태에서, DE 루프는 서

열 39 및 42로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하고, FG 루프는 서열 46, 50-62, 64-72, 75-77 및 79로부터

선택된 아미노산 서열을 포함한다.  한 실시양태에서, DE 및 FG 루프는 각각 서열 39 및 75에 기재된 아미노산
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서열을 포함한다.

특정 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 상기 정의된 바와 같이 서열 X1-L-P-X2-X3-X4-X5-X6-X7을 갖는 BC[0119]

루프인 (Z)x, 서열 G-R-G-X8을 갖는 DE 루프인 (Z)y, 서열 X9-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18을 갖는 FG 루프인

(Z)z를 포함한다.  특정 실시양태에서, BC 루프는 서열 7, 11-21, 23-31, 34 및 36-38로부터 선택된 아미노산

서열을 포함하고, DE 루프는 서열 39 및 42로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하고, FG 루프는 서열 46, 50-

62, 64-72, 75-77 및 79로부터 선택된 아미노산 서열을 포함한다.  한 실시양태에서, BC, DE 및 FG 루프는 각각

서열 34, 39 및 75에 기재된 아미노산 서열을 포함한다.

다른 실시양태에서, 본 발명은 상기 정의된 바와 같이 서열 X19-X20-P-X21-G-X22-A를 갖는 BC 루프인 (Z)x 및 서열[0120]

X23-G-R-G-X24를 갖는 DE 루프인 (Z)y를 포함하는 항-미오스타틴 애드넥틴을 제공한다.  특정 실시양태에서, BC

루프는 서열 8-10, 22, 32, 33 및 35로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하고, DE 루프는 서열 40, 41 및 43-

45로부터 선택된 아미노산 서열을 포함한다.

다른 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 상기 정의된 바와 같이 서열 X19-X20-P-X21-G-X22-A를 갖는 BC 루프[0121]

인 (Z)x 및 서열 X25-X26-R-X27-G-X28-X29-X30-X30-X32를 갖는 FG 루프인 (Z)z를 포함한다.  특정 실시양태에서, BC

루프는 서열 8-10, 22, 32, 33 및 35로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하고, FG 루프는 서열 47-49, 63, 73,

74 및 78로부터 선택된 아미노산 서열을 포함한다.

다른 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 상기 정의된 바와 같이 서열 X23-G-R-G-X24를 갖는 DE 루프인 (Z)y[0122]

및 서열 X25-X26-R-X27-G-X28-X29-X30-X30-X32를 갖는 FG 루프인 (Z)z를 포함한다.  특정 실시양태에서, DE 루프는 서

열 40, 41 및 43-45로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하고, FG 루프는 서열 47-49, 63, 73, 74 및 78로부터

선택된 아미노산 서열을 포함한다.

다른 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 상기 정의된 바와 같이 서열 X19-X20-P-X21-G-X22-A를 갖는 BC 루프[0123]

인 (Z)x,  서열 X23-G-R-G-X24를 갖는 DE 루프인 (Z)y,  서열 X25-X26-R-X27-G-X28-X29-X30-X30-X32를 갖는 FG 루프인

(Z)z를 포함한다.  특정 실시양태에서, BC 루프는 서열 8-10, 22, 32, 33 및 35로부터 선택된 아미노산 서열을

포함하고, DE 루프는 서열 40, 41 및 43-45로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하고, FG 루프는 서열 47-49,

63, 73, 74 및 78로부터 선택된 아미노산 서열을 포함한다.

특정의 바람직한 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 서열 5 또는 6에 기재된 서열을 포함하며,[0124]

여기서 각각 (Z)x, (Z)y 및 (Z)z로 표시된 BC, DE 및 FG 루프는 각각 서열 7-38, 39-45 및 46-79의 컨센서스 서

열을 갖는 BC, DE 및 FG 루프의 각 세트로 대체된다.

다른 바람직한 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 서열 5 또는 6에 기재된 서열을 포함하며,[0125]

여기서 각각 (Z)x, (Z)y 및 (Z)z로 표시된 BC, DE 및 FG 루프는 표 1에 열거된 클론의 BC, DE 또는 FG 루프 서열

에 대해 적어도 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% 또는 99% 동일한 서열을 갖는 BC, DE 및 FG 루프의 각 세

트로 대체된다.

예시적 실시양태에서, 본원에 기재된 바와 같은 항-미오스타틴 애드넥틴은 서열 5로 정의되고, 표 1에 열거된[0126]

임의의 클론으로부터의 BC, DE 및 FG 루프 서열의 각 세트를 갖는다.  예를 들어, 표 1에서의 클론 1979_B06은

각각 서열 7, 39 및 46에 기재된 바와 같은 BC, DE 및 FG 루프를 포함한다.  따라서, 이러한 루프를 기반으로

한 항-미오스타틴 애드넥틴은 서열 5 또는 6을 포함할 수 있고, 여기서 (Z)x는 서열 7을 포함하고, (Z)y는 서열

39를 포함하고, (Z)z는 서열 46을 포함한다.  표 1에서의 다른 클론으로부터의 BC, DE 및 FG 루프의 세트 또는

서열 7-38, 39-45 및 46-79의 컨센서스 서열을 이용한 유사한 구축물이 고려된다.  이러한 항-미오스타틴 애드

넥틴의 스캐폴드 영역은 서열 4의 스캐폴드 아미노산 잔기에 비해 0 내지 20, 0 내지 15, 0 내지 10, 0 내지 8,

0 내지 6, 0 내지 5, 0 내지 4, 0 내지 3, 0 내지 2 또는 0 내지 1개의 치환, 보존적 치환, 결실 또는 부가 중

어느 것을 포함할 수 있다.  상기 스캐폴드 변형은 항-미오스타틴 애드넥틴이 목적하는 KD로 갖는 미오스타틴에

결합할 수 있는 한 이루어질 수 있다.

바람직한 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 BC 루프는 다음으로 이루어진 군으로부터 선택된[0127]
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아미노산 서열을 포함한다:

[0128]

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 BC 루프는 표 1에 제시된 바와 같은 서열 7-38 중 어[0129]

느 하나의 밑줄표시된 부분을 포함한다.  한 실시양태에서, BC 루프는 서열 34의 밑줄표시된 부분을 포함한다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 DE 루프는 다음으로 이루어진 군으로부터 선택된 아미[0130]

노산 서열을 포함한다:

[0131]

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 DE 루프는 표 1에 제시된 바와 같은 서열 39-45 중 어[0132]

느 하나의 밑줄표시된 부분을 포함한다.  한 실시양태에서, DE 루프는 서열 39의 밑줄표시된 부분을 포함한다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 FG 루프는 다음으로 이루어진 군으로부터 선택된 아미[0133]

노산 서열을 포함한다:

[0134]

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 FG 루프는 표 1에 제시된 바와 같은 서열 46-79 중 어[0135]

느 하나의 밑줄표시된 부분을 포함한다.  한 실시양태에서, FG 루프는 서열 75의 밑줄표시된 부분을 포함한다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 표 1에 제시된 바와 같은 서열 7-38을 갖는 BC 루프[0136]

서열 또는 서열 7-38 중 어느 하나의 밑줄표시된 부분으로부터 선택된 하나의 BC 루프를 포함하고; 표 1에 제시

된 바와 같은 서열 39-45를 갖는 DE 루프 서열 또는 서열 39-45 중 어느 하나의 밑줄표시된 부분으로부터 선택

된 하나의 DE 루프를 포함하고; 표 1에 제시된 바와 같은 서열 46-79를 갖는 FG 루프 서열 또는 서열 46-79 중

어느 하나의 밑줄표시된 부분으로부터 선택된 하나의 FG 루프 서열을 포함한다.  일부 실시양태에서, 본 발명의

항-미오스타틴 애드넥틴은 각각 서열 7-38, 39-45 및 46-79 중 어느 하나에 대해 적어도 70%, 75%, 80%, 85%,

90%, 95%, 98%, 99% 또는 100% 동일한 BC, DE 및 FG 루프 아미노산 서열을 포함한다.  다른 실시양태에서, 본

발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 표 1에 제시된 바와 같은, 각각 서열 7-38, 39-45 및 46-79 중 어느 하나의

밑줄표시된 부분에 대해 적어도 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% 또는 100% 동일한 BC, DE 및 FG 루프

아미노산 서열을 포함한다.

일부 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 서열 80-123, 228-239 및 252-273 (표 2, 5 및 6으로부터의 전장[0137]

서열) 중 어느 하나의 아미노산 서열을 포함한다.  한 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 서열 273의 아

미노산 서열을 포함한다.

일부 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 서열 80-123, 228-239 및 252-273 중 어느 하나에 대해 적어도[0138]

70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  다른 실시양태에서,
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항-미오스타틴 애드넥틴은 서열 80-123, 228-239 및 252-273의 비-BC, DE 및 FG 루프 영역에 대해 적어도 80%,

85%, 90%, 95%, 98%, 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.

한 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE 및[0139]

FG  루프를  포함한다.   또  다른  실시양태에서,  항-미오스타틴  애드넥틴은  서열  273  [PRD-1474],  서열  118

[3116_A06], 서열 281 [PRD-1474 및 3116_A06에 의해 공유되는 코어 애드넥틴 서열과 그 앞에 N-말단 연장 서

열 (GVSDVPRDL)  및 그 뒤에 C-말단 꼬리 (EI)]  또는 서열 331 [N-말단 리더 서열 또는 C-말단 꼬리가 없는

PRD-1474  및 3116_A06의 코어 애드넥틴 서열]에 기재된 아미노산 서열에 대해 적어도 80%,  85%,  90%,  95%,

96%, 97%, 98%, 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  PRD-1474 및 3116_A06의 코어 애드넥틴 서

열은 하기에 기재된다:

[0140]

또 다른 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 서열 118, 273, 281 또는 331의 비-BC, DE 및 FG[0141]

루프 영역에 대해 적어도 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함한다.

한 실시양태에서, 본원에 개시된 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은[0142]

BC, DE 및 FG 루프를 포함하는 항-미오스타틴 애드넥틴에 관하여 기재될 수 있다.

따라서, 일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은[0143]

BC, DE 및 FG 루프를 포함하며, 여기서 BC 루프는 1, 2, 3, 4, 5 또는 6개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아

미노산 치환을 포함한다.  따라서, 일부 실시양태에서, BC 루프는 컨센서스 서열 X33-L-P-X34-X35-X36-X37-X38-X39에

의해 정의되고, 여기서 X33은 T 또는 Y이고; X34는 Y, N, R, F, G, S 또는 T이고; X35는 A, P, S, F, H, N 또는

R이고; X36은 A이고; X37은 H, L, R, V, N, D, F 또는 I이고; X38은 L, G, M, F, I 또는 V이고; X39는 H이다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE[0144]

및 FG 루프를 포함하며, 여기서 DE 루프는 1개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 포함한다.  따

라서, 일부 실시양태에서, DE 루프는 컨센서스 서열 G-R-G-X40에 의해 정의되고, 여기서 X40은 L이다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE[0145]

및 FG 루프를 포함하며, 여기서 FG 루프는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 또는 8개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미

노산 치환을 포함한다.  따라서, 일부 실시양태에서, FG 루프는 컨센서스 서열 X41-X42-X43-X44-X45-X46-X47-X48-X49-

X50에 의해 정의되고, 여기서 X41은 L 또는 I이고; X42는 S이고; X43은 K, R, A, G, S, H, N, T 또는 P이고; X44는

S, A, E, H, K 또는 N이고; X45는 K, Q, D, E, N, T 또는 S이고; X46은 V, I, F, L, M, P 또는 T이고; X47은 I

또는 Y이고; X48은 H, I, V, L, R, F, G, S 또는 T이고; X49는 H이고; X50은 M, L, R 또는 V이다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE[0146]

및 FG 루프를 포함하며, 여기서 BC 루프는 1, 2, 3, 4, 5 또는 6개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산

치환을 갖고, DE 루프는 1개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖는다.  일부 실시양태에서, BC

루프는 화학식 X33-L-P-X34-X35-X36-X37-X38-X39에 따른 아미노산 서열을 갖고, 여기서 X33은 T 또는 Y이고; X34는 Y,

N, R, F, G, S 또는 T이고; X35는 A, P, S, F, H, N 또는 R이고; X36은 A이고; X37은 H, L, R, V, N, D, F 또는

I이고; X38은 L,  G,  M,  F,  I  또는 V이고; X39는 H이고, DE 루프는 화학식 G-R-G-X40에 따른 아미노산 서열을

갖고, 여기서 X40은 L이다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE[0147]

및 FG 루프를 포함하며, 여기서 BC 루프는 1, 2, 3, 4, 5 또는 6개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산

치환을 갖고, FG 루프는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 또는 8개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖는

다.  일부 실시양태에서, BC 루프는 화학식 X33-L-P-X34-X35-X36-X37-X38-X39에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여

기서 X33은 T 또는 Y이고; X34는 Y, N,  R,  F,  G,  S  또는 T이고; X35는 A, P, S, F, H, N 또는 R이고; X36은

A이고; X37은 H, L, R, V, N, D, F 또는 I이고; X38은 L, G, M, F, I 또는 V이고; X39는 H이고, FG 루프는 화학
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식 X41-X42-X43-X44-X45-X46-X47-X48-X49-X50에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X41은 L 또는 I이고; X42는 S이

고; X43은 K, R, A, G, S, H, N, T 또는 P이고; X44는 S, A, E, H, K 또는 N이고; X45는 K, Q, D, E, N, T 또는

S이고; X46은 V, I, F, L, M, P 또는 T이고; X47은 I 또는 Y이고; X48은 H, I, V, L, R, F, G, S 또는 T이고; X49

는 H이고; X50은 M, L, R 또는 V이다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE[0148]

및 FG 루프를 포함하며, 여기서 DE 루프는 1개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖고, FG 루프

는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 또는 8개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖는다.  일부 실시양태에

서, DE 루프는 화학식 G-R-G-X40에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X40은 L이고, FG 루프는 화학식 X41-

X42-X43-X44-X45-X46-X47-X48-X49-X50에 따른 아미노산 서열을 갖고, 여기서 X41은 L 또는 I이고; X42는 S이고; X43은

K, R, A, G, S, H, N, T 또는 P이고; X44는 S, A, E, H, K 또는 N이고; X45는 K, Q, D, E, N, T 또는 S이고; X46

은 V, I, F, L, M, P 또는 T이고; X47은 I 또는 Y이고; X48은 H, I, V, L, R, F, G, S 또는 T이고; X49는 H이고;

X50은 M, L, R 또는 V이다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE[0149]

및 FG 루프를 포함하며, 여기서 BC 루프는 1, 2, 3, 4, 5 또는 6개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산

치환을 갖고, DE 루프는 1개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖고, FG 루프는 1, 2, 3, 4, 5,

6, 7 또는 8개의 아미노산 치환, 예컨대 보존적 아미노산 치환을 갖는다.  일부 실시양태에서, BC 루프는 화학

식 X33-L-P-X34-X35-X36-X37-X38-X39에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X33은 T 또는 Y이고; X34는 Y, N, R,

F, G, S 또는 T이고; X35는 A, P, S, F, H, N 또는 R이고; X36은 A이고; X37은 H, L, R, V, N, D, F 또는 I이고;

X38은 L, G, M, F, I 또는 V이고; X39는 H이고; DE 루프는 화학식 G-R-G-X40에 따른 아미노산 서열을 포함하며,

여기서 X40은 L이고; FG 루프는 화학식 X41-X42-X43-X44-X45-X46-X47-X48-X49-X50에 따른 아미노산 서열을 갖고, 여기

서 X41은 L 또는 I이고; X42는 S이고; X43은 K, R, A, G, S, H, N, T 또는 P이고; X44는 S, A, E, H, K 또는 N이

고; X45는 K, Q, D, E, N, T 또는 S이고; X46은 V, I, F, L, M, P 또는 T이고; X47은 I 또는 Y이고; X48은 H, I,

V, L, R, F, G, S 또는 T이고; X49는 H이고; X50은 M, L, R 또는 V이다.

한 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 각각 서열 34, 39 및 75에 기재된 바와 같은 BC, DE 및[0150]

FG 루프를 포함하고, 항-미오스타틴 애드넥틴이 미오스타틴에 대한 결합을 유지하게 하는 BC, DE 및 FG 루프에

서의 아미노산 치환을 갖는다.  이러한 아미노산 치환은, 예를 들어 실시예 8에 기재된 바와 같은 심층 돌연변

이 스캐닝에 의해 결정될 수 있다.

따라서, 일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 화학식 X51-X52-X53-X54-X55-X56-X57-X58-X59에 따[0151]

른 아미노산 서열을 포함하는 BC 루프를 포함하며, 여기서 X51은 A, C, D, F, H, I, K, L, N, Q, R, S, T, V, W

및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X52는 L, M 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; X53은 A, C, D, E, I,

K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X54는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M,

N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X55는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q,

R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X56은 G 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고; X57은 A,

C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X58은 A, C, G, L,

M, S 및 T로 이루어진 군으로부터 선택되고; X59는 A, C, F, H, N, P, Q, R, S 및 Y로 이루어진 군으로부터 선

택된다.  바람직한 실시양태에서, X51은 C, F, I, S, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X52는 L로 이

루어진 군으로부터 선택되고; X53은 P로 이루어진 군으로부터 선택되고; X54는 C, D, E, F, G, H, I, K, L, M,

N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X55는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q,

R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X56은 G로 이루어진 군으로부터 선택되고; X57은 A, C, G,

H, I, K, L, M, N, Q, R, S, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X58은 A, G, L, M 및 S로 이루어진 군

으로부터 선택되고; X59는 C, H, N, Q, S 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택된다.  보다 바람직한 실시양태에서,
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X51은 F, S 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고; X52는 L로 이루어진 군으로부터 선택되고; X53은 P로 이루어진

군으로부터 선택되고; X54는 C, F, G, I, K, L, M, N, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X55

는 A, C, E, F, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X56은 G로 이루어진

군으로부터 선택되고; X57은 A, C, H, K, L, M, N, R, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X58은 A, G

및 L로 이루어진 군으로부터 선택되고; X59는 H, N 및 Q로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 화학식 G-R-G-X60에 따른 아미노산 서열을 포함하는 DE[0152]

루프를 포함하며, 여기서 X60은 A, C, D, E, F, I, K, L, M, N, Q, S, T 및 V이다.  바람직한 실시양태에서, X60

은 C, E, I, L, M, Q, T 및 V이다.  보다 바람직한 실시양태에서, X60은 C, E, I, L, M 및 V이다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 화학식 X61-X62-X63-X64-X65-X66-X67-X68-X69-X70에 따른 아[0153]

미노산 서열을 포함하는 FG 루프를 포함하며, 여기서 X61은 A, C, F, I, L, M, Q, T, V, W 및 Y로 이루어진 군

으로부터 선택되고; X62는 A, C, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택

되고; X63은 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;

X64는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X65는

A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X66은 A, C, F,

H, I, L, M, N, P, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X67은 A, C, E, F, H, I, K, L, M, N, Q,

R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X68은 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S,

T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X69는 F, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X70은 A, C,

D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택된다.  바람직한 실시양

태에서, X61은 A, C, I, L, M 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; X62는 C, F, H, I, L, M, Q, R, S, T, V,

W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X63은 A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P, Q, S, T, V, W 및 Y로 이

루어진 군으로부터 선택되고; X64는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진

군으로부터 선택되고; X65는 A, D, E, F, G, H, I, L, M, N, Q, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되

고; X66은 C, F, I, L, M, P, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X67은 C, F, H, I, K, L, M, N,

Q, R, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X68은 A, C, E, F, G, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V,

W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X69는 W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X70은 A, C, D, E, G,

H, K, L, M, N, P, Q, R, S, T 및 V로 이루어진 군으로부터 선택된다.  보다 바람직한 실시양태에서, X61은 I

및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; X62는 C, F, I, L, M, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;

X63은 A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, Q, S, T 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; X64는 A, C, D, F, G,

I, L, M, N, Q, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X65는 A, G, S, T 및 W로 이루어진 군으로부

터 선택되고; X66은 F, I, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X67은 F, H, I, L, M, V, W 및 Y로 이루

어진 군으로부터 선택되고; X68은 A, C, F, G, I, K, L, M, T, V 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고; X69는 W

및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X70은 A, G, K, L, M, P, Q 및 R로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 BC, DE 및 FG 루프를 포함하며, 여기서 BC 루프는 화[0154]

학식 X51-X52-X53-X54-X55-X56-X57-X58-X59에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X51은 A, C, D, F, H, I, K, L,

N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X52는 L, M 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;

X53은 A, C, D, E, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X54는 A, C, D, E,

F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y이고; X55는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R,

S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X56은 G 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고; X57은 A, C,

D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y이고; X58은 A, C, G, L, M, S 및 T이고; X59는 A, C, F,
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H, N, P, Q, R, S 및 Y이고; DE 루프는 화학식 G-R-G-X60에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X60은 A, C,

D, E, F, I, K, L, M, N, Q, S, T 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; FG 루프는 화학식 X61-X62-X63-X64-X65-

X66-X67-X68-X69-X70에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X61은 A, C, F, I, L, M, Q, T, V, W 및 Y로 이루어

진 군으로부터 선택되고; X62는 A, C, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y이고; X63은 A, C, D, E,

F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X64는 A, C, D, E, F, G,

H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X65는 A, C, D, E, F, G, H, I,

K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X66은 A, C, F, H, I, L, M, N, P, S, T,

V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X67은 A, C, E, F, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이

루어진 군으로부터 선택되고; X68은 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어

진 군으로부터 선택되고; X69는 F, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X70은 A, C, D, E, F, G, H, I, K,

L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택된다.

바람직한 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 BC, DE 및 FG 루프를 포함하며, 여기서 BC 루프는[0155]

화학식 X51-X52-X53-X54-X55-X56-X57-X58-X59에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X51은 C, F, I, S, V, W 및 Y

로 이루어진 군으로부터 선택되고; X52는 L이고; X53은 P이고; X54는 C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R,

S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X55는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T,

V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X56은 G이고; X57은 A, C, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, V, W 및

Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X58은 A, G, L, M 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고; X59는 C, H, N, Q,

S 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; DE 루프는 화학식 G-R-G-X60에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서

X60은 C, E, I, L, M, Q, T 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; FG 루프는 화학식 X61-X62-X63-X64-X65-X66-X67-

X68-X69-X70에  따른  아미노산  서열을  포함하며,  여기서  X61은  A,  C,  I,  L,  M  및  V로  이루어진  군으로부터

선택되고; X62는 C, F, H, I, L, M, Q, R, S, T, V, W 및 Y이고; X63은 A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P,

Q, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X64는 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T,

V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X65는 A, D, E, F, G, H, I, L, M, N, Q, S, T, V, W 및 Y로 이루

어진 군으로부터 선택되고; X66은 C, F, I, L, M, P, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X67은 C,

F, H, I, K, L, M, N, Q, R, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X68은 A, C, E, F, G, I, K, L, M,

N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X69는 W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;

X70은 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택된다.

보다 바람직한 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 BC, DE 및 FG 루프를 포함하며, 여기서 BC[0156]

루프는 화학식 X51-X52-X53-X54-X55-X56-X57-X58-X59에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X51은 F, S 및 W로 이

루어진 군으로부터 선택되고; X52는 L이고; X53은 P이고; X54는 C, F, G, I, K, L, M, N, R, S, T, V, W 및 Y로

이루어진 군으로부터 선택되고; X55는 A, C, E, F, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V 및 Y로 이루어진 군으로부

터 선택되고; X56은 G이고; X57은 A, C, H, K, L, M, N, R, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X58은

A, G 및 L로 이루어진 군으로부터 선택되고; X59는 H, N 및 Q로 이루어진 군으로부터 선택되고; DE 루프는 화학

식 G-R-G-X60에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X60은 C, E, I, L, M 및 V로 이루어진 군으로부터 선택

되고; FG 루프는 화학식 X61-X62-X63-X64-X65-X66-X67-X68-X69-X70에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X61은 I

및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; X62는 C, F, I, L, M, T, V, W 및 Y이고; X63은 A, C, D, E, F, G, H,

I, L, M, N, Q, S, T 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고; X64는 A, C, D, F, G, I, L, M, N, Q, S, T, V, W

및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X65는 A, G, S, T 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고; X66은 F, I, V,

W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X67은 F, H, I, L, M, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고; X68

은 A, C, F, G, I, K, L, M, T, V 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고; X69는 W 및 Y로 이루어진 군으로부터
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선택되고; X70은 A, G, K, L, M, P, Q 및 R로 이루어진 군으로부터 선택된다.

일부 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 서열 124-167, 240-251 및 284-305 (표 2, 5 및 6으로부터의 전[0157]

장 서열) 중 어느 하나에 기재된 바와 같은 핵산 서열에 의해 코딩된다.  일부 실시양태에서, 항-미오스타틴 애

드넥틴은 서열 124-167, 240-251 및 284-305 중 어느 하나에 대해 적어도 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%,

99% 또는 100% 동일한 핵산 서열에 의해 코딩된다.

피브로넥틴은 그의 인테그린-결합 모티프인 "아르기닌-글리신-아스파르트산" (RGD)을 통해 특정 유형의 인테그[0158]

린에 천연적으로 결합한다.  일부 실시양태에서, 폴리펩티드는 (RGD) 인테그린 결합 모티프가 결여된 
10
Fn3 도메

인을 포함한다.  인테그린 결합 도메인은 아미노산 치환, 결실 또는 삽입에 의해 RGD 서열을 변경하여 제거될

수 있다.

일부 실시양태에서, 표 1에 제시된 바와 같은, 각각 서열 7-38, 39-45 및 46-79 중 어느 하나의 밑줄표시된 부[0159]

분과 동일한 BC, DE 및/또는 FG 루프 아미노산 서열은 비-
10
Fn3 도메인 단백질 스캐폴드 내로 이식된다.  예를

들어, 하나 이상의 루프 아미노산 서열은 항체 중쇄 또는 경쇄 또는 그의 단편의 하나 이상의 CDR 루프와 교환

되거나 그 내로 삽입된다.  다른 실시양태에서, 하나 이상의 아미노산 루프 서열이 교환되거나 그 내로 삽입된

단백질  도메인은  컨센서스  Fn3  도메인  (미국  센토코르),  안키린  반복  단백질  (몰레큘라  파트너스  아게

(Molecular Partners AG), 스위스 취리히), 도메인 항체 (도만티스 리미티드(Domantis, Ltd), 매사추세츠주 캠

브리지), 단일 도메인 낙타류 나노바디 (아블링스(Ablynx), 벨기에), 리포칼린 (예를 들어, 안티칼린; 피에리스

프로테오랩 아게(Pieris Proteolab AG), 독일 프라이징), 아비머 (암젠(Amgen), 캘리포니아주), 아피바디 (아피

바디  아게(Affibody  AG),  스웨덴),  유비퀴틴  (예를  들어,  아필린;  실  프로테인즈  게엠베하(Scil  Proteins

GmbH), 독일 할레), 단백질 에피토프 모방체 (폴리포르 리미티드(Polyphor Ltd), 스위스 알슈빌), 나선형 다발

스캐폴드 (예를 들어, 알파바디; 콤플릭스(Complix), 벨기에), Fyn SH3 도메인 (코바겐 아게(Covagen AG), 스

위스) 또는 아트리머 (아나포르, 인크.(Anaphor, Inc.), 캘리포니아주)를 포함한다.

본 발명의 예시적인 항-미오스타틴 애드넥틴의 BC, DE 및 FG 루프의 서열 번호는 표 1에 제시된다.[0160]

<표 1>[0161]

[0162]
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[0163]

본 발명의 예시적인 항-미오스타틴 모노애드넥틴의 서열 번호는 표 2에 제시된다.[0164]
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<표 2>[0165]

[0166]
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[0167]
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[0168]
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[0169]
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[0170]
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[0171]

등록특허 10-2187714

- 34 -



[0172]
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[0173]
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[0176]

교차-경쟁 애드넥틴 및/또는 동일한 애드넥틴 결합 부위에 결합하는 애드넥틴[0177]

한 실시양태에서, 본 발명의 애드넥틴은 미오스타틴에의 결합에 대해 본원에 기재된 특정한 항-미오스타틴 애드[0178]

넥틴과 경쟁한다 (예를 들어, 교차-경쟁한다).  이러한 경쟁 애드넥틴은 표준 미오스타틴 결합 검정에서 본원에

기재된 애드넥틴의 미오스타틴에의 결합을 경쟁적으로 억제하는 그의 능력을 기초로 확인될 수 있다.  예를 들

어, 재조합 미오스타틴 단백질을 플레이트 상에 고정하고, 애드넥틴 중 하나를 형광 표지하고, 표지된 애드넥틴

의 결합과 경쟁하는 비-표지된 애드넥틴의 능력을 평가하는 표준 ELISA 검정이 사용될 수 있다.

한 실시양태에서, 경쟁적 ELISA 포맷은 2종의 항-미오스타틴 애드넥틴이 미오스타틴 상의 애드넥틴 결합 부위에[0179]

중첩하여 결합하는지 여부를 결정하기 위해 수행될 수 있다.  한 포맷에서, 애드넥틴 #1을 플레이트 상에 코팅

한 다음, 차단하고, 세척한다.  이 플레이트에 미오스타틴을 단독으로 첨가하거나 또는 포화 농도의 애드넥틴

#2와 함께 예비인큐베이션한 미오스타틴을 첨가한다.  적합한 인큐베이션 주기 후에, 플레이트를 세척하고, 폴

리클로날 항-미오스타틴 항체, 예컨대 비오티닐화 염소 항-미오스타틴 폴리클로날 항체 (알앤디 시스템즈(R&D

Systems))로 탐참하고, 이어서 스트렙타비딘-HRP 접합체 및 표준 테트라메틸벤지딘 전개 절차를 이용하여 검출

한다.  OD 신호가 애드넥틴 #2와 함께 예비인큐베이션을 수행한 경우와 수행하지 않은 경우에 동일하다면, 2종

의 애드넥틴은 서로 독립적으로 결합하고 이들의 애드넥틴 결합 부위는 중첩하지 않는다.  그러나, 미오스타틴/

애드넥틴#2  혼합물을  수용한  웰에  대한  OD  신호가  미오스타틴을  단독으로  수용한  웰에  대한  경우보다  더

낮다면, 애드넥틴 #2의 결합은 애드넥틴 #1의 미오스타틴에 대한 결합을 차단하는 것으로 확인된다.
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대안적으로, 유사한 실험이 표면 플라즈몬 공명 (SPR, 예를 들어 비아코어)에 의해 수행된다.  애드넥틴 #1을[0180]

SPR 칩 표면 상에 고정하고, 이어서 미오스타틴을 단독으로 주입하거나 또는 포화 농도의 애드넥틴 #2와 함께

예비인큐베이션한 미오스타틴을 주입한다.  미오스타틴/애드넥틴#2 혼합물에 대한 결합 신호가 미오스타틴의 단

독에 대한 경우와 동일하거나 더 높다면, 2종의 애드넥틴은 서로 독립적으로 결합하고 이들의 애드넥틴 결합 부

위는 중첩하지 않는다.  그러나, 미오스타틴/애드넥틴#2 혼합물에 대한 결합 신호가 미오스타틴 단독에 대한 결

합 신호보다 더 낮다면, 애드넥틴 #2의 결합은 애드넥틴 #1의 미오스타틴에 대한 결합을 차단하는 것으로 확인

된다.  이러한 실험의 특징은 포화 농도의 애드넥틴 #2의 사용이다.  미오스타틴이 애드넥틴 #2로 포화되지 않

는다면, 상기 결론은 유지되지 않는다.  임의의 2종의 미오스타틴 결합 단백질이 중첩 애드넥틴 결합 부위에 결

합하는지 여부를 결정하기 위해 유사한 실험이 사용될 수 있다.

상기 예시된 두가지 검정은 또한, 애드넥틴#2가 고정되고 미오스타틴-애드넥틴#1이 플레이트에 첨가되는 역 순[0181]

서로 수행될 수 있다.  대안적으로, 애드넥틴 #1 및/또는 #2는 모노클로날 항체 및/또는 가용성 수용체-Fc 융합

단백질로 대체될 수 있다.

또 다른 실시양태에서, 경쟁은 실시예 4에 기재된 바와 같은 HTRF 샌드위치 검정을 사용하여 결정될 수 있다.[0182]

다른 실시양태에서, 경쟁 애드넥틴은 본원에 기재된 특정한 항-미오스타틴 애드넥틴과 동일한 미오스타틴 상의[0183]

애드넥틴 결합 부위에 결합하는 애드넥틴이다.  애드넥틴이 참조 애드넥틴과 동일한 애드넥틴 결합 부위에 결합

하는지 여부를 결정하기 위해 표준 맵핑 기술, 예컨대 프로테아제 맵핑, 돌연변이 분석, X선 결정학 및 2-차원

핵 자기 공명이 사용될 수  있다  (예를  들어,  문헌 [Epitope  Mapping  Protocols  in  Methods  in  Molecular

Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996)] 참조).

항-미오스타틴 애드넥틴과 경쟁하는 후보는 미오스타틴에 대한 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 결합을 적[0184]

어도 50%, 적어도 55%, 적어도 60%, 적어도 65%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도

90%, 적어도 95%, 적어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99% 억제시킬 수 있다.  % 경쟁은 상기 기재된 방법을

사용하여 결정될 수 있다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴과 경쟁하는 분자는 애드넥틴일 필요가 없지만, 미오스타[0185]

틴에 결합하는 임의의 유형의 분자, 예컨대 항체, 소분자, 펩티드 등 (이에 제한되지는 않음)일 수 있다.

일부 실시양태, 본 발명의 애드넥틴은 미오스타틴 상의 불연속적 애드넥틴 결합 부위에게 결합한다.  일부 실시[0186]

양태에서, 폴리펩티드는 미오스타틴 (서열 3)의 아미노산 55-66 내의 영역에 결합한다.  일부 실시양태에서, 폴

리펩티드는 미오스타틴 (서열 3)의 아미노산 85-101 내의 영역에 결합한다.  또 다른 실시양태, 폴리펩티드는

미오스타틴 (서열 3)의 아미노산 85-101 및 55-66의 2개 영역 내에 결합한다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 폴리펩티드는 미오스타틴에의 결합에 대해 ActRIIB와 경쟁하지 않는다.  일부 실[0187]

시양태에서, 본 발명의 폴리펩티드는 미오스타틴에의 결합에 대해 ALK4 및/또는 ALK5와 경쟁한다.

II. 연장 서열[0188]

특정 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴 분자는 N-말단 연장 서열 및/또는 C-말단 연장부를 포함[0189]

하도록 변형될 수 있다.  예를 들어, MG 서열이 서열 4에 의해 정의되는 
10
Fn3의 N-말단에 위치할 수 있다.  상

기 M은 보통 절단 분리되어 N-말단에 G를 남기게 된다.  대안적으로, 표 2에 제시된 항-미오스타틴 애드넥틴의

처음 10개의 아미노산은 표 7에 제시된 바와 같은, 본원에서 N-말단 연장부로 언급되는 다른 N-말단 서열로 대

체될 수 있다.  M, G 또는 MG는 또한 표 7에 제시된 임의의 N-말단 연장부의 N-말단에 위치할 수 있다.  본원에

기재된 항-미오스타틴 애드넥틴은 또한 본원에서 C-말단 연장 서열로 언급되는 다른 C-말단 꼬리 서열을 포함할

수 있다.  예를 들어, 표 2에 제시된 항-미오스타틴 애드넥틴 서열은 서열 4의 T94에 상응하는 트레오닌에서 말

단절단 (즉, 서열의 INYRT (서열 168) 부분 다음에서 말단절단)될 수 있다.  상기 말단절단된 버전은 말단절단

된 형태로 치료 분자로서 사용될 수 있거나, 또는 다른 C-말단 연장부가 트레오닌 잔기 다음에 부가될 수 있다.

예시적인 C-말단 연장 서열은 표 7에 제시된다.  C-말단 연장 서열을 포함하는 예시적인 항-미오스타틴 애드넥

틴은 표 2에 서열 80-123으로서 제시된다.  예를 들어, 서열 80  (클론 1979_B06)은 자연 발생 C-말단 연장

EIDKPSQ (서열 211)에 이어서 His6 태그 (서열 328)를 포함한다.  그러나, His6 태그는 완전히 임의적임을 이해

하여야 한다.

특정 실시양태에서, C-말단 연장 서열 ("꼬리"로도 지칭됨)은 E 및 D 잔기를 포함하며, 길이가 8 내지 50, 10[0190]

내지 30, 10 내지 20, 5 내지 10 및 2 내지 4개 사이의 아미노산일 수 있다.  일부 실시양태에서, 꼬리 서열은
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ED-기재 링커를 포함하며, 여기서 서열은 ED의 직렬 반복부를 포함한다.  예시적인 실시양태에서, 꼬리 서열은

2-10, 2-7, 2-5, 3-10, 3-7, 3-5, 3, 4 또는 5개의 ED 반복부를 포함한다.  특정 실시양태에서, ED-기재 꼬리

서열은 또한, 예를 들어 EI, EID, ES, EC, EGS 및 EGC와 같은 추가의 아미노산 잔기를 포함할 수 있다.  상기

서열은 부분적으로는, 잔기 D 및 K가 제거된, EIDKPSQ (서열 211)와 같은 공지의 애드넥틴 꼬리 서열을 기재로

한다.  예시적인 실시양태에서, ED-기재 꼬리는 ED 반복부 앞에 E, I 또는 EI 잔기를 포함한다.

다른 실시양태에서, N- 또는 C-말단 서열은 항-미오스타틴 애드넥틴 융합 분자를 설계할 때 필요한 공지의 링커[0191]

서열 (예를 들어, 표 4에서의 서열 181-227)과 조합될 수 있다.  일부 실시양태에서, 서열은 약동학적 모이어티

의 부착을 용이하게 하기 위해 
10
Fn3 도메인의 C-말단에 위치할 수 있다.  예를 들어, 시스테인 함유 링커, 예컨

대 GSGC (서열 189)가 시스테인 잔기에 대한 부위 지정 PEG화를 용이하게 하기 위해 C-말단에 부가될 수 있다.

시스테인 함유 링커를 포함하는 예시적인 항-미오스타틴 애드넥틴은 표 5에 서열 228-239로서 제시된다.

III. 약동학적 모이어티[0192]

한 측면에서, 본원은 약동학적 (PK) 모이어티를 추가로 포함하는 항-미오스타틴 애드넥틴을 제공한다.  개선된[0193]

약동학은 인지된 치료 필요성에 따라 평가할 수 있다.  종종, 가능하게는 단백질이 투여 후에 혈청 내에서 이용

가능한 상태로 유지되는 시간을 증가시켜 생체이용률을 증가시키고/거나 투여 사이의 시간을 증가시키는 것이

바람직하다.  일부 경우에, 시간에 걸친 단백질의 혈청 농도의 지속성을 개선하는 (예를 들어, 투여 직후 및 다

음 투여 직전에 단백질의 혈청 농도의 차이를 감소시키는) 것이 바람직하다.  항-미오스타틴 애드넥틴은 포유동

물 (예를 들어, 마우스, 래트 또는 인간)에서 폴리펩티드의 클리어런스율을 비변형 항-미오스타틴 애드넥틴에

비해 2배 초과, 3배 초과, 4배 초과 또는 5배 초과로 감소시키는 모이어티에 부착될 수 있다.  개선된 약동학의

다른 척도는 종종 알파 기 및 베타 기로 분류되는 혈청 반감기를 포함할 수 있다.  어느 한 기 또는 두 기 모두

가 적절한 모이어티의 첨가에 의해 유의하게 개선될 수 있다.  예를 들어, PK 모이어티는 폴리펩티드의 혈청 반

감기를 Fn3 도메인 단독에 비해 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 150, 200, 400, 600, 800,

1000% 초과로 또는 그보다 크게 증가시킬 수 있다.

혈액으로부터 단백질의 클리어런스를 늦추는 모이어티 (본원에서 "PK 모이어티"로서 지칭됨)는 폴리옥시알킬렌[0194]

모이어티 (예를 들어, 폴리에틸렌 글리콜), 당 (예를 들어, 시알산) 및 내약성이 우수한 단백질 모이어티 (예를

들어,  Fc  및  그의 단편 및 변이체, 트랜스페린 또는 혈청 알부민)를 포함한다.  항-미오스타틴 애드넥틴은

또한, 미국 공개 번호 2007/0048282에 기재된 바와 같이 알부민 또는 알부민의 단편 (부분) 또는 변이체에 융합

될 수 있거나, 본원에 기재된 바와 같이 애드넥틴에 결합하는 하나 이상의 혈청 알부민에 융합될 수 있다.

본 발명에 사용될 수 있는 다른 PK 모이어티는 문헌 [Kontermann et al., (Current Opinion in Biotechnology[0195]

2011;22:868-76)] (본원에 참조로 포함됨)에 기재된 것을 포함한다.  이러한 PK 모이어티는 인간 혈청 알부민

융합체, 인간 혈청 알부민 접합체, 인간 혈청 알부민 결합제 (예를 들어, 애드넥틴 PKE, AlbudAb, ABD), XTEN

융합체, PAS 융합체 (즉, 3개의 아미노산인 프롤린, 알라닌 및 세린을 기재로 한 재조합 PEG 모방체), 탄수화물

접합체 (예를 들어, 히드록시에틸 전분 (HES)), 글리코실화, 폴리시알산 접합체 및 지방산 접합체를 포함하나,

이에 제한되지는 않는다.

따라서, 일부 실시양태에서, 본 발명은 중합체성 당인 PK 모이어티에 융합된 항-미오스타틴 애드넥틴을 제공한[0196]

다.  일부 실시양태에서, PK 모이어티는 폴리에틸렌 글리콜 모이어티 또는 Fc 영역이다.  일부 실시양태에서,

PK 모이어티는 혈청 알부민 결합 단백질, 예컨대 미국 공개 번호 2007/0178082 및 2007/0269422에 기재된 것이

다.  일부 실시양태에서, PK 모이어티는 인간 혈청 알부민이다.  일부 실시양태에서, PK 모이어티는 트랜스페린

이다.

폴리에틸렌 글리콜[0197]

일부 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 폴리에틸렌 글리콜 (PEG)을 포함한다.  PEG는 상업적으로 입수가[0198]

능하거나 또는 관련 기술분야에 널리 공지된 방법에 따라 에틸렌 글리콜을 개환 중합시켜 제조될 수 있는 널리

공지된 수용성 중합체이다 (Sandler and Karo, Polymer Synthesis, Academic Press, New York, Vol. 3, pages

138-161).  용어 "PEG"는 크기 또는 PEG의 말단에서의 변형과 관계 없이 임의의 폴리에틸렌 글리콜 분자를 포괄

하도록  광범위하게  사용되고,  화학식  X-O(CH2CH2O)n-1CH2CH2OH로  표시될  수  있으며,  여기서  n은  20  내지

2300이고, X는 H 또는 말단 변형, 예를 들어 C1-4 알킬이다.  PEG는 결합 반응에 필요한 추가의 화학적 기를 함

유할 수 있으며, 이는 분자의 화학적 합성으로부터 비롯되거나 또는 분자 일부의 최적 거리를 위한 스페이서로

서 작용한다.  또한, 이러한 PEG는 함께 연결되는 하나 이상의 PEG 측쇄로 이루어질 수 있다.  1개 초과의 PEG
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쇄를 갖는 PEG는 다지형 또는 분지형 PEG로 지칭된다.  분지형 PEG는, 예를 들어 유럽 공개 출원 번호 473084A

및 미국 특허 번호 5,932,462에 기재되어 있다.

하나 이상의 PEG 분자는 단백질 상의 상이한 위치에 부착될 수 있고, 상기 부착은 아민, 티올 또는 다른 적합한[0199]

반응성 기와의 반응에 의해 달성할 수 있다.  아민 모이어티는, 예를 들어 폴리펩티드의 N-말단에서 발견되는 1

급 아민 또는 아미노산, 예컨대 리신 또는 아르기닌에 존재하는 아민 기일 수 있다.  일부 실시양태에서, PEG

모이어티는 a) N-말단; b) N-말단과 대부분의 N-말단 베타 가닥 또는 베타-유사 가닥 사이; c) 표적-결합 부위

반대편의 폴리펩티드의 안면에 위치한 루프;  d)  C-말단과 대부분의 C-말단 베타 가닥 또는 베타-유사 가닥

사이; 및 e) C-말단으로 이루어진 군으로부터 선택된 폴리펩티드 상의 위치에 부착된다.

PEG화는 적합한 반응성 기가 단백질 내로 도입되어 PEG화가 우선적으로 일어나는 부위를 생성하는 부위-지정[0200]

PEG화에 의해 달성될 수 있다.  일부 실시양태에서, 단백질은 시스테인 잔기를 목적하는 위치에 도입하여, 시스

테인에 대한 부위 지정 PEG화를 허용하도록 변형된다.  돌연변이를 단백질 코딩 서열 내로 도입하여 시스테인

잔기를 생성시킬 수 있다.  이는, 예를 들어 하나 이상의 아미노산 잔기를 시스테인으로 돌연변이시켜 달성할

수도 있다.  시스테인 잔기로 돌연변이시키는데 바람직한 아미노산에는 세린, 트레오닌, 알라닌 및 기타 친수성

잔기가 포함된다.  바람직하게, 시스테인으로 돌연변이시킬 잔기는 표면-노출된 잔기이다.  일차 서열 또는 단

백질을 기준으로 하여 잔기의 표면 접근성을 예측하는 알고리즘이 관련 기술분야에 널리 공지되어 있다.  대안

적으로, 결합 폴리펩티드를 설계하고 발전시킨 것을 기초로 하여 프레임워크의 결정 구조를 해결하였고 (문헌

[Himanen et al., Nature 2001;414:933-8] 참조) 이로써 표면-노출된 잔기를 확인하였다는 사실을 고려해 볼

때, 결합 폴리펩티드의 아미노산 서열을 비교하여 표면 잔기를 예측할 수 있다.  시스테인 잔기의 PEG화는, 예

를 들어 PEG-말레이미드, PEG-비닐술폰, PEG-아이오도아세트아미드 또는 PEG-오르토피리딜 디술피드를 사용하여

수행할 수 있다.

PEG는 폴리펩티드 상의 목적하는 부위에의 커플링에 적절한 적합한 활성화 기로 활성화된다.  PEG화 방법은 관[0201]

련 기술분야에 널리 공지되어 있고,  문헌 [Zalipsky,  S.,  et  al.,  "Use  of  Functionalized  Poly(Ethylene

Glycols)  for  Modification  of  Polypeptides"  in  Polyethylene  Glycol  Chemistry:  Biotechnical  and

Biomedical Applications, J. M. Harris, Plenus Press, New York (1992), 및 Zalipsky (1995) Advanced Drug

Reviews 16: 157-182]에 추가로 기재되어 있다.

PEG는 분자량이 매우 다양할 수 있고, 분지형이거나 선형일 수 있다.  전형적으로, PEG의 중량 평균 분자량은[0202]

약 100 달톤 내지 약 150,000 달톤이다.  PEG에 대한 예시적인 중량 평균 분자량은 약 20,000 달톤, 약 40,000

달톤, 약 60,000 달톤 및 약 80,000 달톤을 포함한다.  특정 실시양태에서, PEG의 분자량은 40,000 달톤이다.

상기한 것 중 임의의 총 분자량을 갖는 PEG의 분지형 버전이 또한 사용될 있다.  일부 실시양태에서, PEG는 2개

의 분지를 갖는다.  다른 실시양태에서, PEG는 4개의 분지를 갖는다.  또 다른 실시양태에서, PEG는 2개의 애드

넥틴이 접합된 비스-PEG (노프 코포레이션(NOF Corporation), DE-200MA)이다 (예를 들어, 실시예 1 및 표 5의

ATI-1341 참조).

관련 기술분야에 공지된 통상적인 분리 및 정제 기술, 예컨대 크기 배제 (예를 들어, 겔 여과) 및 이온 교환 크[0203]

로마토그래피를 사용하여 PEG화 항-미오스타틴 애드넥틴을 정제할 수 있다.  생성물은 또한 SDS-PAGE를 사용하

여 분리할 수 있다.  분리할 수 있는 생성물은 모노-, 디-, 트리-, 폴리- 및 비-PEG화 애드넥틴, 뿐만 아니라

유리 PEG를 포함한다.  모노-PEG 접합체의 백분율은 조성물 중 모노-PEG의 백분율을 증가시키기 위해 용리 피크

주변의 보다 넓은 분획을 모음으로써 제어할 수 있다.  약 90% 모노-PEG 접합체는 수율과 활성 간의 우수한 밸

런스를 나타낸다.

일부 실시양태에서, PEG화 항-미오스타틴 애드넥틴은 바람직하게는 비변형 항-미오스타틴 애드넥틴과 연관된 생[0204]

물학적 활성의 적어도 약 25%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% 또는 100%를 유지할 것이다.  일부 실시양

태에서, 생물학적 활성은 KD, kon 또는 koff에 의해 평가된 바와 같이, 미오스타틴에 결합할 수 있는 그의 능력을

지칭한다.  일부 실시양태에서, PEG화 항-미오스타틴 애드넥틴은 비-PEG화 항-미오스타틴 애드넥틴에 비해 미오

스타틴에 대한 결합의 증가를 나타낸다.

예시적인 PEG-변형된 항-미오스타틴 애드넥틴이 표 5에 제시된다.[0205]

이뮤노글로불린 Fc 도메인 (및 단편)[0206]

일부 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 이뮤노글로불린 Fc 도메인 또는 그의 단편 또는 변이체에 융합된[0207]

다.  본원에 사용된 "기능적 Fc 영역"은 FcRn에 결합하는 능력을 유지하는 Fc 도메인 또는 그의 단편이다.  일
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부 실시양태에서, 기능적 Fc 영역은 FcRn에 결합하지만, 이펙터 기능을 지니지 않는다.  FcRn에 결합하기 위한

Fc 영역 또는 그의 단편의 능력은 관련 기술분야에 공지된 표준 결합 검정에 의해 결정될 수 있다.  다른 실시

양태에서, Fc 영역 또는 그의 단편은 FcRn에 결합하고, 천연 Fc 영역의 적어도 하나의 "이펙터 기능"을 지닌다.

예시적인 "이펙터 기능"은 C1q 결합; 보체 의존성 세포독성 (CDC); Fc 수용체 결합; 항체-의존성 세포-매개 세

포독성 (ADCC); 식세포작용; 세포 표면 수용체 (예를 들어, B 세포 수용체; BCR)의 하향 조절 등을 포함한다.

이러한 이펙터 기능은 일반적으로 Fc 영역이 결합 도메인 (예를 들어, 항-미오스타틴 애드넥틴)과 조합될 것을

요구하고, 이러한 항체 이펙터 기능을 평가하기 위한 관련 기술분야에 공지된 다양한 검정을 사용하여 이를 평

가할 수 있다.

"천연 서열 Fc 영역"은 자연에서 발견되는 Fc 영역의 아미노산 서열과 동일한 아미노산 서열을 포함한다.  "변[0208]

이체 Fc 영역"은 하나 이상의 아미노산 변형을 통해 천연 서열 Fc 영역과는 상이한 아미노산 서열을 포함한다.

바람직하게는, 변이체 Fc 영역은 천연 서열 Fc 영역 또는 모 폴리펩티드의 Fc 영역과 비교하여 1개 이상의 아미

노산 치환을 갖고, 예를 들어 천연 서열 Fc 영역 또는 모 폴리펩티드의 Fc 영역에서 약 1 내지 약 10개의 아미

노산 치환, 바람직하게는 약 1 내지 약 5개의 아미노산 치환을 갖는다.  본원에서의 변이체 Fc 영역은 바람직하

게는 천연 서열 Fc 영역 및/또는 모 폴리펩티드의 Fc 영역과의 서열 동일성이 약 80% 이상일 것이고, 더욱 바람

직하게는 서열 동일성이 약 90% 이상일 것이며, 가장 바람직하게는 서열 동일성이 약 95% 이상일 것이다.

예시적인 실시양태에서, Fc 도메인은 IgG1 하위부류로부터 유래하지만, 다른 하위부류 (예를 들어, IgG2, IgG3[0209]

및 IgG4)도 사용될 수 있다.  인간 IgG1 이뮤노글로불린 Fc 도메인의 서열이 하기에 제시된다: 

[0210]

코어 힌지 서열은 밑줄표시되고, CH2 및 CH3 영역은 통상적인 문자로 나타낸다.  C-말단 리신은 임의적임을 이[0211]

해하여야 한다.

융합체는 항-미오스타틴 애드넥틴을 Fc 분자의 어느 하나의 말단에 부착시켜 형성될 수 있다 (즉, Fc-항-미오스[0212]

타틴 애드넥틴 또는 항-미오스타틴 애드넥틴-Fc 배열).  특정 실시양태에서, Fc 및 항-미오스타틴 애드넥틴은

링커를 통해 융합된다.  예시적인 링커 서열은 다음을 포함한다:

[0213]

일부 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴 융합체에 사용되는 Fc  영역은 Fc  분자의 힌지 영역을 포함한다.[0214]

본원에  사용된  "힌지"  영역은  IgG1  Fc  영역의  서열  169의  위치  1-16에  걸친  코어  힌지  잔기

(DKTHTCPPCPAPELLG; 서열 170)를 포함한다.  특정 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴-Fc 융합체는 부분적으

로는 힌지 영역 내의 서열 169의 위치 6 및 9에서의 시스테인 잔기로 인해 다량체 구조 (예를 들어, 이량체)를

채택한다.  다른 실시양태에서, 본원에 사용된 힌지 영역은 서열 169에 제시된 바와 같은 코어 힌지 서열에 플

랭킹된 CH1 및 CH2 영역으로부터 유래되는 잔기를 추가로 포함할 수 있다.  또 다른 실시양태에서, 힌지 서열은

GSTHTCPPCPAPELLG (즉, PRD-932에 대한 힌지 서열; 서열 180)이다.

일부 실시양태에서, 힌지 서열은 바람직한 약동학적, 생물물리학적 및/또는 생물학적 특성을 부여하는 치환을[0215]
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포함할 수 있다.  일부 예시적인 힌지 서열은 다음을 포함한다:

[0216]

한 실시양태에서, 서열 169의 위치 18에서의 잔기 P는 Fc 이펙터 기능을 제거하기 위해 S로 대체되었으며; 이[0217]

대체는 서열 172, 173 및 175 중 어느 하나를 갖는 힌지에 예시된다.  또 다른 실시양태에서, 서열 169의 위치

1-2에서의 잔기 DK는 잠재적 클립 부위를 제거하기 위해 GS로 대체되었으며; 이 대체는 서열 173에 예시된다.

또 다른 실시양태에서, 인간 IgG1 (즉, 도메인 CH1-CH3)의 중쇄 불변 영역에 상응하는 서열 176의 위치 103에서

의 C는 경쇄 부재시 부적당한 시스테인 결합 형성을 방지하기 위해 S로 대체되었으며; 이 대체는 서열 171-

173에 예시된다.

[0218]

특정 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴-Fc 융합체는 하기 배위를 가질 수 있다: 1) 항-미오스타틴 애드넥[0219]

틴-힌지-Fc 또는 2) 힌지-Fc-항-미오스타틴 애드넥틴.  따라서, 본 발명의 임의의 항-미오스타틴 애드넥틴은 상

기 배위에 따른 힌지 서열을 포함하는 Fc 영역에 융합될 수 있다.  일부 실시양태에서, 링커가 항-미오스타틴

애드넥틴을 힌지-Fc 모이어티에 연결하기 위해 사용될 수 있고, 예를 들어 예시적인 융합 단백질은 항-미오스타

틴 애드넥틴-링커-힌지-Fc 또는 힌지-Fc-링커-항-미오스타틴 애드넥틴 배위를 가질 수 있다.  추가로, 융합 폴

리펩티드가 생산되는 시스템에 따라, 리더 서열이 융합 폴리펩티드의 N-말단에 위치할 수 있다.  예를 들어, 융

합체가 포유동물 시스템에서 생산될 경우, 리더 서열, 예컨대 METDTLLLWVLLLWVPGSTG (서열 177)가 융합 분자의

N-말단에 부가될 수 있다.  융합체가 이. 콜라이(E. coli)에서 생산될 경우, 융합 서열 앞에 메티오닌이 존재할

것이다.

하기 서열은 항-미오스타틴 애드넥틴-힌지-Fc 구축물을 예시한다:[0220]

[0221]

리더 서열은 볼드체이고, 항-미오스타틴 애드넥틴 서열은 이탤릭체이고, 힌지 영역은 밑줄표시된다.  C-말단 리[0222]

신은 임의적임을 이해하여야 한다.
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여기서, Fc 도메인은 하기와 같은 인간 IgG1 CH2 및 CH3 영역을 포함한다:[0223]

[0224]

하기 서열은 Fc-항-미오스타틴 애드넥틴 구축물을 예시한다:[0225]

[0226]

힌지 영역은 밑줄표시되고, 리더 서열은 볼드체이고, 항-미오스타틴 애드넥틴 서열은 이탤릭체이다.[0227]

여기서, Fc 도메인은 하기와 같은 인간 IgG1 CH2 및 CH3 영역을 포함한다:[0228]

[0229]

예시적인 항-미오스타틴 애드넥틴-Fc 융합체 및 Fc-항-미오스타틴 애드넥틴 융합체는 표 6에 제시된다 (서열[0230]

252-273).  모든 서열은 메티오닌 또는 포유동물 리더 서열로 시작할 수 있다 (예를 들어, 서열 177).

애드넥틴[0231]

일부 실시양태에서 PK 모이어티는 예를 들어 US 2012/0094909 (본원에 그 전문이 참조로 포함됨)에 기재된 바와[0232]

같은 혈청 단백질 (예를 들어, 인간 혈청 알부민)에 특이적인 또 다른 애드넥틴이다.  본 발명의 애드넥틴과 함

께 사용될 수 있는 다른 PK 모이어티는 상기 논의된 바와 같은 문헌 [Kontermann et al. (Current Opinion in

Biotechnology 2011;22:868-76)]에 개시된다.  예를 들어, 이러한 애드넥틴 기반 PK 모이어티는 직접적으로 또

는 폴리펩티드 링커를 통해 간접적으로 항-미오스타틴 애드넥틴에 연결될 수 있다.  Fn3 도메인 연결에 적합한

링커는 별개의 도메인이 서로 독립적으로 폴딩하여 표적 분자에 대한 고친화도 결합을 허용하는 3차원 구조를

형성하도록 하는 것이다.  예시적인 폴리펩티드 링커는 PSTSTST (서열 210), EIDKPSQ (서열 211) 및 GS 링커,

예컨대 GSGSGSGSGS (서열 213) 및 이들의 다량체를 포함한다.  일부 실시양태에서, 링커는 글리신-세린 기재 링

커이다.  이러한 링커는 글리신 및 세린 잔기를 포함하며, 길이가 8 내지 50, 10 내지 30 및 10 내지 20개 아미

노산 사이일 수 있다.  예는 아미노산 서열 (GS)7 (서열 215), G(GS)6 (서열 216) 및 G(GS)7G (서열 217)를 갖

는 링커를 포함한다.  다른 링커는 글루탐산을 함유하고, 예를 들어 (GSE)5 (서열 218) 및 GGSEGGSE (서열 21

9)를 포함한다.  다른 예시적인 글리신-세린 링커는 (GS)4 (서열 212), (GGGGS)7 (서열 220), (GGGGS)5 (서열

221) 및 (GGGGS)3G (서열 222)를 포함한다.  일부 실시양태에서, 링커는 글리신-프롤린 기재 링커이다.  이러한

링커는 글리신 및 프롤린 잔기를 포함하며, 길이가 3 내지 30, 10 내지 30 및 3 내지 20개 아미노산 사이일 수

있다.  예는 아미노산 서열 (GP)3G (서열 223), (GP)5G (서열 224) 및 GPG를 갖는 링커를 포함한다.  다른 실시

양태에서, 링커는 3 내지 30, 10 내지 30 및 3 내지 20개 아미노산 사이의 길이를 갖는 프롤린-알라닌 기재 링

커일 수 있다.  프롤린 알라닌 기재 링커의 예는, 예를 들어 (PA)3 (서열 225), (PA)6 (서열 226) 및 (PA)9 (서

열 227)를 포함한다.  최적 링커 길이 및 아미노산 조성은 본원에 제공된 교시내용에 비추어 통상적인 실험에
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의해 결정될 수 있다.  일부 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은, 예를 들어 혈액 또는 표적 조직에서 프

로테아제에 의해 절단가능한 프로테아제 부위를 갖는 폴리펩티드 링커를 통해 항-HSA 애드넥틴에 연결된다.  상

기 실시양태는 보다 우수한 전달 또는 치료 특성 또는 보다 효율적인 생산을 위해 항-미오스타틴 애드넥틴을 방

출시키는데 사용될 수 있다.

추가의 링커 또는 스페이서는 Fn3 도메인과 폴리펩티드 링커 사이의 Fn3 도메인의 N-말단 또는 C-말단에 도입될[0233]

수 있다.

일부 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 직접적으로 또는 중합체 링커를 통해 간접적으로 항-HSA 애드넥[0234]

틴에 연결될 수 있다.  중합체 링커는 하기의 특징들 중 하나 이상을 갖는 단백질 융합체를 생성시키기 위하여

융합체 각 성분 사이의 거리를 최적으로 변화시키는데 사용될 수 있다: 1) 관심 단백질에 결합될 때, 하나 이상

의 단백질 도메인 결합의 감소 또는 증가된 입체 장애, 2) 증가된 단백질 안정성 또는 용해도, 3) 감소된 단백

질 응집, 및 4) 증가된 단백질의 전체적 결합력 또는 친화도.

일부 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은, 예를 들어 생체적합성 중합체, 예컨대 중합체성 당을 통해 항-[0235]

HSA 애드넥틴에 연결된다.  중합체성 당은 혈액 또는 표적 조직에서 효소에 의해 절단가능한 효소 절단 부위를

포함할 수 있다.  상기 실시양태는 보다 우수한 전달 또는 치료 특성 또는 보다 효율적인 생산을 위해 항-미오

스타틴 애드넥틴을 방출시키는데 사용될 수 있다.

모노애드넥틴 및 그의 상응하는 PK 모이어티 변형 형태 (예를 들어, PEG화 및 Fc 융합)의 개요가 표 3에 제시된[0236]

다.

<표 3>[0237]

[0238]
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[0239]
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[0240]

[0241]

a
 비변형  모노애드넥틴은  표  2에  제시된  바와  같이  코어  애드넥틴  서열과  그  앞에  N-말단  연장  서열[0242]

(MGVSDVPRDL; 서열 306) 및 그 뒤에 C-말단 꼬리 (EIDKPSQHHHHHH; 서열 325)를 갖는다.  코어 애드넥틴 서열은

N-말단 연장부 및 C-말단 꼬리 서열이 결핍된 모노애드넥틴 서열에 상응한다.

b
 시스테인 돌연변이체를 갖는 애드넥틴은 제1 열에서의 모노애드넥틴의 코어 애드넥틴 서열을 갖고, 표 5에 제[0243]

시된 바와 같이 N-말단 연장 서열 (MGVSDVPRDL; 서열 306)이 그 앞에 있고 C-말단 꼬리 (GSGC[변형]HHHHHH; 서

열 326 또는 EGSGC[변형]HHHHHH; 서열 327)가 그 뒤에 있다.

c
 C-말단 상에 Fc 모이어티를 갖는 애드넥틴은 제1 열에서의 모노애드넥틴의 코어 애드넥틴 서열을 갖고, 표 6[0244]
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에 제시된 바와 같이 N-말단 연장 서열 (GVSDVPRDL; 서열 307)이 그 앞에 있고 C-말단 꼬리 (EI)가 그 뒤에 있

고, 이어서 링커 서열 (표 4) 및 Fc 영역 서열이 있다.

d 
N-말단 상에 Fc 모이어티를 갖는 애드넥틴은 Fc 영역 서열을 갖고, 그 앞에 N-말단 힌지 서열이 있고 그 뒤에[0245]

링커 (표 4) 및 제1 열에서의 모노애드넥틴의 코어 애드넥틴 서열이 있고, 코어 애드넥틴 서열 그 자체는 표 6

에 제시된 바와 같이 N-말단 연장 서열 (GVSDVPRDL; 서열 307)이 그 앞에 있고 C-말단 꼬리 (EI)가 그 뒤에 있

다.

본 발명의 예시적인 링커의 서열 번호는 표 4에 제시된다.[0246]

<표 4>[0247]

[0248]

본 발명의 예시적인 PEG화 항-미오스타틴 애드넥틴의 서열 번호는 표 5에 제시된다.[0249]
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<표 5>[0250]

[0251]

[0252]
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[0253]
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[0254]

본 발명의 예시적인 Fc-융합된 항-미오스타틴 애드넥틴의 서열 번호는 표 6에 제시된다.[0255]

<표 6>[0256]

[0257]
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[0258]
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[0259]
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[0260]
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[0261]
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[0262]
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[0263]
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[0264]
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[0265]
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[0266]
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[0267]
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[0268]
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[0269]
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[0270]
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[0271]

등록특허 10-2187714

- 66 -



[0272]
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[0273]
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[0274]
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[0275]
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[0276]

본 발명의 예시적인 리더 (N-말단 연장부) 및 C-말단 꼬리 서열의 서열 번호는 표 7에 제시된다.[0277]

<표 7>[0278]

[0279]

IV. 핵산-단백질 융합 기술[0280]

한 측면에서, 본 발명은 미오스타틴에 결합하는 피브로넥틴 유형 III 도메인을 포함하는 애드넥틴을 제공한다.[0281]
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특이적 결합 특성을 갖는 Fn3 도메인을 신속하게 제조하고 시험하는 한 방법은 브리스톨-마이어스 스큅 알앤디

캄파니(Bristol-Myers  Squibb  R&D  Company)의  자회사인  애드넥서스(Adnexus)의  핵산-단백질 융합  기술이다.

본 개시내용은 단백질에의 결합에 중요한 신규 폴리펩티드 및 아미노산 모티프를 확인하기 위해 핵산-단백질 융

합 (RNA- 및 DNA-단백질 융합)을 이용하는, '프로퓨전'이라 칭해지는 시험관내 발현 및 태그부착 기술을 이용한

다.  핵산-단백질은 융합 기술은 단백질을 그의 코딩 유전자 정보와 공유적으로 커플링시키는 기술이다.  RNA-

단백질 융합 기술 및 피브로넥틴-기반 스캐폴드 단백질 라이브러리 스크리닝 방법에 관한 상세한 설명에 대해,

문헌 [Szostak et al., 미국 특허 번호 6,258,558, 6,261,804, 6,214,553, 6,281,344, 6,207,446, 6,518,018

및 6,818,418; Roberts et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 1997;94:12297-12302; 및 Kurz et al., Molecules,

2000;5:1259-64] (이들 모두는 본원에 참조로 포함됨)을 참조한다.

V. 벡터 및 폴리뉴클레오티드[0282]

본원에 개시된 다양한 단백질 또는 폴리펩티드들 중 임의의 것을 코딩하는 핵산은 화학적으로 합성될 수 있다.[0283]

코돈 용법은 세포에서의 발현을 개선시키도록 선택될 수 있다.  이러한 코돈 용법은 선택되는 세포 유형에 따라

달라질 것이다.  이. 콜라이 및 기타 박테리아 뿐만 아니라 포유동물 세포, 식물 세포, 효모 세포 및 곤충 세포

에 대해 특수화된 코돈 용법 패턴들이 개발되어 있다.  예를 들어 문헌 [Mayfield et al., Proc. Natl. Acad.

Sci. USA, 100(2):438-442 (Jan. 21, 2003); Sinclair et al., Protein Expr. Purif., 26(I):96-105 (October

2002);  Connell,  N.D.,  Curr.  Opin.  Biotechnol.,  12(5):446-449  (October  2001);  Makrides  et  al.,

Microbiol. Rev., 60(3):512-538 (September 1996); 및 Sharp et al., Yeast, 7(7):657-678 (October 1991)]

을 참조한다.

핵산  조작을  위한  일반적인  기술은  예를  들어  문헌  [Sambrook  et  al.,  Molecular  Cloning:  A  Laboratory[0284]

Manual, 2nd Edition, Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), 또는 Ausubel, F. et al.,

Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing 및 Wiley-Interscience, New York (1987)] 및 그

의 주기적인 최신판 (본원에 참조로 포함됨)에 기재되어 있다.  일반적으로, 폴리펩티드를 코딩하는 DNA는 포유

동물, 바이러스 또는 곤충 유전자로부터 유래된 적합한 전사 또는 번역 조절 요소에 작동가능하게 연결된다.

이러한 조절 요소는 전사 프로모터, 전사를 제어하는 임의의 오퍼레이터 서열, 적합한 mRNA 리보솜 결합 부위를

코딩하는 서열, 및 전사 및 번역의 종결을 제어하는 서열을 포함한다.  통상적으로 복제 기점에 의해 부여되는,

숙주 내에서 복제하는 능력, 및 형질전환체의 인식을 용이하게 하는 선택 유전자가 추가로 포함된다.

본원에 기재된 단백질은 직접적으로, 뿐만 아니라 바람직하게는 성숙 단백질 또는 폴리펩티드의 N-말단에 특이[0285]

적 절단 부위를 갖는 신호 서열 또는 다른 폴리펩티드인 이종 폴리펩티드와의 융합 폴리펩티드로서 재조합 방식

으로 생산될 수 있다.  바람직하게는 선택된 이종 신호 서열은 숙주 세포에 의해 인식 및 프로세싱 (즉, 신호

펩티다제에 의해 절단)되는 것이다.  포유동물 시스템에서 폴리펩티드의 생산을 위한 예시적인 N-말단 리더 서

열은 METDTLLLWVLLLWVPGSTG (서열 177)이고, 이는 발현 후에 숙주 세포에 의해 제거된다.

천연 신호 서열을 인식 및 프로세싱하지 않는 원핵 숙주 세포의 경우, 신호 서열은 예를 들어 알칼리성 포스파[0286]

타제, 페니실리나제, 1 pp 또는 열-안정성 장독소 II 리더의 군으로부터 선택된 원핵 신호 서열로 치환된다.

효모 분비를 위해, 천연 신호 서열은 예를 들어 효모 인버타제 리더, 인자 리더 (사카로미세스(Saccharomyces)[0287]

및  클루이베로미세스(Kluyveromyces)  알파-인자  리더  포함),  또는  산  포스파타제  리더,  씨.  알비칸스(C.

albicans) 글루코아밀라제 리더, 또는 미국 특허 번호 5,631,144에 기재된 신호 서열에 의해 치환될 수 있다.

포유동물 세포 발현시에는, 포유동물 신호 서열 뿐만 아니라 바이러스 분비 리더, 예를 들어 단순 헤르페스 gD

신호가 이용가능하다.  이러한 전구체 영역에 대한 DNA는 리딩 프레임에서 단백질을 코딩하는 DNA에 라이게이션

될 수 있다.

발현 벡터 및 클로닝 벡터는 둘 다 벡터가 하나 이상의 선택된 숙주 세포 내에서 복제될 수 있게 하는 핵산 서[0288]

열을 함유한다.  일반적으로, 클로닝 벡터에서 상기 서열은 벡터가 숙주 염색체 DNA와 독립적으로 복제될 수 있

게 하는 것이고, 복제 기점 또는 자율 복제 서열을 포함한다.  이러한 서열은 다양한 박테리아, 효모 및 바이러

스에 대해 널리 공지되어 있다.  플라스미드 pBR322로부터의 복제 기점은 대부분의 그람-음성 박테리아에 적합

하고, 2 마이크로미터 플라스미드 기점은 효모에 적합하고, 다양한 바이러스 기점 (SV40, 폴리오마, 아데노바이

러스, VSV 또는 BPV)은 포유동물 세포에서의 클로닝 벡터에 유용하다.  일반적으로, 복제 기점 성분은 포유동물

발현 벡터에서는 필요하지 않다 (전형적으로, SV40 기점은 단지 초기 프로모터를 함유하기 때문에 사용될 수 있

음).
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발현 및 클로닝 벡터는 선택 마커라고도 불리는 선택 유전자를 함유할 수 있다.  대표적인 선택 유전자는 (a)[0289]

항생제 또는 다른 독소, 예를 들어 암피실린, 네오마이신, 메토트렉세이트 또는 테트라시클린에 대한 내성을 부

여하거나, (b) 영양요구성 결핍을 보완하거나, 또는 (c) 복합 배지로부터 이용가능하지 않은 핵심 영양소를 공

급하는 단백질 (예를 들어, 바실루스(Bacilli)에 대한 D-알라닌 라세마제를 코딩하는 유전자)을 코딩한다.

발현 및 클로닝 벡터는 대체로, 숙주 유기체에 의해 인식되고 본 발명의 단백질, 예를 들어 피브로넥틴-기반 스[0290]

캐폴드 단백질을 코딩하는 핵산에 작동가능하게 연결된 프로모터를 함유한다.  원핵 숙주에 사용하기에 적합한

프로모터는 phoA 프로모터, 베타-락타마제 및 락토스 프로모터 시스템, 알칼리성 포스파타제, 트립토판 (trp)

프로모터 시스템, 및 하이브리드 프로모터, 예컨대 tan 프로모터를 포함한다.  그러나, 다른 공지된 박테리아

프로모터도 적합하다.  박테리아 시스템에 사용하기 위한 프로모터는 또한 본 발명의 단백질을 코딩하는 DNA에

작동가능하게 연결된 샤인-달가노(Shine-Dalgarno) (S.D.) 서열을 함유할 것이다.  프로모터 서열은 진핵생물에

대해 공지되어 있다.  실질적으로 모든 진핵 유전자는 전사가 개시되는 부위로부터 대략 25 내지 30개 염기 상

류에서 발견되는 AT-풍부 부위를 갖는다.  다수의 유전자의 전사 출발점으로부터 70 내지 80개 염기 상류에서

발견되는 또 다른 서열은 CNCAAT 영역 (여기서, N은 임의의 뉴클레오티드일 수 있음)이다.  코딩 서열의 3' 말

단에 폴리 A 꼬리의 부가를 위한 신호일 수 있는 AATAAA 서열이 대부분의 진핵 유전자의 3' 말단에 존재한다.

모든 이러한 서열들이 진핵 발현 벡터 내로 적합하게 삽입된다.

효모 숙주와 사용하기에 적합한 프로모터 서열의 예는 3-포스포글리세레이트 키나제 또는 다른 당분해 효소, 예[0291]

컨대 엔올라제, 글리세르알데히드-3-포스페이트 데히드로게나제, 헥소키나제, 피루베이트 데카르복실라제, 포스

포프룩토키나제, 글루코스-6-포스페이트 이소머라제, 3-포스포글리세레이트 뮤타제, 피루베이트 키나제, 트리오

스포스페이트 이소머라제, 포스포글루코스 이소머라제 및 글루코키나제를 포함한다.

포유동물 숙주 세포에서 벡터로부터의 전사는 프로모터가 숙주 세포 시스템과 상용성이라면, 예를 들어 바이러[0292]

스, 예컨대 폴리오마 바이러스, 계두 바이러스, 아데노바이러스 (예컨대 아데노바이러스 2), 소 유두종 바이러

스, 조류 육종 바이러스, 시토메갈로바이러스, 레트로바이러스, B형 간염 바이러스 및 가장 바람직하게는 원숭

이 바이러스 40 (SV40)의 게놈으로부터 얻은 프로모터, 이종 포유동물 프로모터, 예를 들어 액틴 프로모터 또는

이뮤노글로불린 프로모터, 열-쇼크 프로모터에 의해 제어될 수 있다.

고등 진핵생물에 의한 본 발명의 단백질을 코딩하는 DNA의 전사는 종종 인핸서 서열을 벡터 내로 삽입하여 증가[0293]

된다.  다수의 인핸서 서열이 현재 포유동물 유전자 (글로빈, 엘라스타제, 알부민, α-태아단백질 및 인슐린)로

부터 공지되어 있다.  그러나, 전형적으로는 진핵 세포 바이러스로부터의 인핸서를 사용할 것이다.  그의 예는

복제 기점의 하류 쪽 (bp 100-270)의 SV40 인핸서, 시토메갈로바이러스 초기 프로모터 인핸서, 복제 기점 하류

쪽의 폴리오마 인핸서 및 아데노바이러스 인핸서를 포함한다.  또한, 진핵생물 프로모터의 활성화를 위한 증진

요소에 대해서는 문헌 [Yaniv, Nature, 297:17-18 (1982)]을 참조한다.  인핸서는 위치 5' 또는 3'에서 펩티드

-코딩 서열까지 벡터 내로 스플라이싱될 수 있지만, 바람직하게는 프로모터로부터 5'의 부위에 위치한다.

진핵 숙주 세포 (예컨대 효모, 진균, 곤충, 식물, 동물, 인간, 또는 기타 다세포 유기체로부터의 핵화된 세포)[0294]

에서 사용되는 발현 벡터들 역시 전사의 종결 및 mRNA의 안정화에 필요한 서열들을 포함하게 된다.  이러한 서

열은 진핵 또는 바이러스 DNA 또는 cDNA의 5' 및 때때로 3' 비번역 영역으로부터 흔히 이용가능하다.  이들 영

역은 본 발명의 단백질을 코딩하는 mRNA의 비번역 부분에서 폴리아데닐화 단편으로서 전사되는 뉴클레오티드 절

편을 함유한다.  유용한 전사 종결 성분 중 하나는 소 성장 호르몬 폴리아데닐화 영역이다.  WO 94/11026 및 여

기에 개시된 발현 벡터를 참조한다.

재조합 DNA는 또한 단백질을 정제하는데 유용할 수 있는 임의의 유형의 단백질 태그 서열을 포함할 수 있다.[0295]

단백질 태그의 예는 히스티딘 태그, FLAG 태그, myc 태그, HA 태그 또는 GST 태그를 포함하나, 이에 제한되지는

않는다.  박테리아, 진균, 효모 및 포유동물 세포 숙주에 사용하기 위한 적절한 클로닝 및 발현 벡터는 문헌

[Cloning Vectors: A Laboratory Manual, (Elsevier, New York (1985)]에서 찾을 수 있으며, 상기 문헌의 관련

개시내용은 본원에 참조로 포함된다.

통상의 기술자라면 알고 있을 바와 같이, 발현 구축물은 숙조 세포에 적절한 방법을 사용하여 숙주 세포에 도입[0296]

된다.  비제한적으로 전기천공; 염화칼슘, 염화루비듐, 인산칼슘, DEAE-덱스트란 또는 기타 물질을 사용한 형질

감염; 미세사출 충격(microprojectile bombardment);  리포펙션; 및 감염 (벡터가 감염성 인자임)을 비롯하여

(이에 제한되지는 않음), 숙주 세포에 핵산을 도입하기 위한 다양한 방법들이 관련 기술분야에 공지되어 있다.

적합한 숙주 세포는 원핵생물, 효모, 포유동물 세포 또는 박테리아 세포를 포함한다.  적합한 박테리아는 그람[0297]

등록특허 10-2187714

- 73 -



음성 또는 그람 양성 유기체, 예를 들어 이. 콜라이 또는 바실루스 종을 포함한다.  바람직하게는 에스. 세레비

지아에(S. cerevisiae)와 같은 사카로미세스 종에 속하는 효모가 폴리펩티드의 생산에 사용될 수도 있다.  다양

한 포유동물 또는 곤충 세포 배양 시스템이 또한 재조합 단백질을 발현시키는데 사용될 수 있다.  곤충 세포에

서 이종 단백질의 생산을 위한 바큘로바이러스 시스템이 문헌 [Luckow et al. (Bio/Technology, 6:47 (1988)]

에서 검토되었다.  적합한 포유동물 숙주 세포주의 예는 내피 세포, COS-7원숭이 신장 세포, CV-1,  L  세포,

C127, 3T3, 차이니즈 햄스터 난소 (CHO), 인간 배아 신장 세포, HeLa, 293, 293T 및 BHK 세포주를 포함한다.

정제된 폴리펩티드는 재조합 단백질을 발현하기 위해 적합한 숙주/벡터 시스템을 배양하여 제조된다.  많은 용

도를 위해, 본원에 개시된 많은 폴리펩티드의 작은 크기 때문에, 이. 콜라이에서의 발현이 바람직한 발현 방법

이 된다.  이어서, 단백질은 배양 배지 또는 세포 추출물로부터 정제된다.

VI. 단백질 생산[0298]

본 발명은 또한 항-미오스타틴 애드넥틴 또는 그의 융합 폴리펩티드를 발현하는 세포주에 관한 것이다.  항-미[0299]

오스타틴 애드넥틴을 생산하는 세포주의 생성 및 단리는 관련 기술분야에 공지된 기술, 예컨대 본원에 기재된

것을 사용하여 달성될 수 있다.

숙주 세포는 본원에 기재된 단백질 생산을 위한 발현 또는 클로닝 벡터에 의해 형질전환된 후, 필요에 따라 프[0300]

로모터의 도입, 형질전환체의 선택, 또는 원하는 서열을 코딩하고 있는 유전자의 증폭을 위하여 변형된 통상적

인 영양 배지에서 배양된다.  본원에 제시된 예에서, 고처리량 단백질 생산 (HTPP) 및 중간-규모 생산을 위해

사용된 숙주 세포는 HMS174-박테리아 균주로부터의 것이었다.

본 발명의 애드넥틴은 또한, 예를 들어 원핵 세포 (예를 들어, 이. 콜라이)에서 애드넥틴을 생산하여 비글리코[0301]

실화 형태로 수득될 수 있다.  주목할만하게, 본 발명의 애드넥틴의 비글리코실화 형태는 시험관내에서 시험될

때 글리코실화 애드넥틴과 동일한 친화도, 효력 및 작용 메카니즘을 나타낸다.

본 발명의 단백질을 생산하는데 사용되는 숙주 세포는 다양한 배지에서 배양될 수 있다.  상업적으로 입수가능[0302]

한 배지, 예컨대 햄의 F10 (시그마(Sigma)), 최소 필수 배지 (MEM) (시그마), RPMI-1640 (시그마) 및 둘베코

변형 이글 배지 (DMEM) (시그마)가 숙주 세포의 배양에 적합하다.  또한, 문헌 [Ham et al., Meth. Enzymol.,

58:44  (1979),  Barites  et  al.,  Anal.  Biochem.,  102:255  (1980)],  미국 특허 번호 4,767,704,  4,657,866,

4,927,762, 4,560,655, 5,122,469, 6,048,728, 5,672,502, 또는 미국 특허 번호 RE 30,985에 기재된 다수의 배

지도 숙주 세포에 대한 배양 배지로서 사용될 수 있다.  임의의 상기 배지는 호르몬 및/또는 다른 성장 인자

(예컨대, 인슐린, 트랜스페린 또는 표피 성장 인자), 염 (예컨대, 염화나트륨, 칼슘, 마그네슘 및 포스페이트),

완충제 (예컨대, HEPES), 뉴클레오티드 (예컨대, 아데노신 및 티미딘), 항생제 (예컨대, 겐타마이신 약물), 미

량 원소 (통상적으로 마이크로몰 범위의 최종 농도로 존재하는 무기 화합물로서 정의됨), 및 글루코스 또는 동

등한 에너지 공급원으로 필요에 따라 보충될 수 있다.  임의의 다른 필요한 보충제가 통상의 기술자에게 공지된

적합한 농도로 또한 포함될 수 있다.  배양 조건, 예컨대 온도, pH 등은 발현에 선택된 숙주 세포와 함께 기존

에 사용된 것들이고, 통상의 기술자에게 명백할 것이다.

본원에 개시된 단백질은 또한 세포-번역 시스템을 사용하여 생산될 수 있다.  이러한 목적을 위해, mRNA를 생산[0303]

하기 위한 시험관내 전사를 허용하도록, 및 사용되는 특정한 무세포 시스템 (진핵생물, 예컨대 포유동물 또는

효모 무세포 번역 시스템 또는 원핵생물, 예컨대 박테리아 무세포 번역 시스템)에서의 mRNA의 무세포 번역을 허

용하도록 폴리펩티드를 코딩하는 핵산이 변형되어야 한다.

본  발명의  단백질은  또한  화학적  합성에  의해  (예를  들어,  문헌  [Solid  Phase  Peptide  Synthesis,  2nd[0304]

Edition, The Pierce Chemical Co., Rockford, Ill. (1984)]에 기재된 방법에 의해) 생산될 수 있다.  단백질

에 대한 변형 역시 화학적 합성에 의해 생성될 수 있다.

본 발명의 단백질은 일반적으로 단백질 화학 분야에 공지된 단백질에 대한 단리/정제 방법에 의해 정제될 수 있[0305]

다.  비-제한적인 예는 추출, 재결정화, 염석 (예를 들어, 황산암모늄 또는 황산나트륨을 사용), 원심분리, 투

석, 한외여과, 흡착 크로마토그래피, 이온 교환 크로마토그래피, 소수성 크로마토그래피, 정상 크로마토그래피,

역상 크로마토그래피, 겔 여과, 겔 투과 크로마토그래피, 친화도 크로마토그래피, 전기영동, 역류 분배 또는 이

들의 임의의 조합을 포함한다.  정제 후에, 폴리펩티드는 상이한 완충제 내로 교환되고/거나, 여과 및 투석을

포함하나 이에 제한되지는 않는 관련 기술분야에 공지된 임의의 다양한 방법에 의해 농축될 수 있다.

정제된 폴리펩티드는 바람직하게는 적어도 85% 순수하거나, 또는 바람직하게는 적어도 95% 순수하고, 가장 바람[0306]

직하게는 적어도 98% 순수하다.  순도의 정확한 수치값과 무관하게, 폴리펩티드는 제약 제품으로서 사용하기에
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충분히 순수하다.

VII. 생물물리학적 및 생화학적 특성화[0307]

표적 분자 (예를 들어, 미오스타틴)에 대한 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 결합은 평형 상수 (예를 들어,[0308]

해리, KD) 및 동역학적 상수 (예를 들어, 온-레이트 상수, kon 및 오프-레이트 상수, koff)의 측면에서 평가할 수

있다.  애드넥틴은 일반적으로 500 nM, 100 nM, 10 nM, 1 nM, 500 pM, 200 pM 또는 100 pM 미만의 KD로 표적

분자에 결합할 것이지만, 보다 높은 KD 값이 허용될 수 있고, 이 경우 koff는 충분히 낮거나 또는 kon은 충분히

높다.

결합 친화도에 대한 시험관내 검정[0309]

미오스타틴에 결합하여 그를 길항하는 항-미오스타틴 애드넥틴은 다양한 시험관내 검정을 사용하여 확인될 수[0310]

있다.  바람직하게는, 검정은 다중 후보 애드넥틴을 동시에 스크리닝하도록 하는 고처리량 검정이다.  일부 실

시양태에서, 미오스타틴과 90% 아미노산 동일성을 공유하는 BMP-11은 시험관내 검정을 포화 조건 하에서 수행할

때 그 검정에서 미오스타틴에 대한 대용물로서 사용될 수 있다.  주목할만하게, Fc 도메인에 융합된 항-미오스

타틴 애드넥틴은 미오스타틴과 BMP-11 둘 다에 결합할 수 있지만, 모노애드넥틴은 미오스타틴에 우선적으로 결

합한다.  이론에 얽매이지 않으면서, 이는 1가 애드넥틴과 비교하여 증가된 2가 Fc-융합된 애드넥틴 결합력을

반영할 수 있다.  BMP11에 대한 유사한 증진된 결합은 20kDa PEG 모이어티의 두 말단에 융합된 애드넥틴을 포함

하는 2가 PEG화 애드넥틴, 예컨대 ATI-1341에서 관찰된다.

항-미오스타틴 애드넥틴의 결합 친화도를 결정하기 위한 예시적인 검정은 하기 실시예에서 기재되고, 용액 상[0311]

방법,  예컨대 동역학적 배제 검정 (KinExA)  (Blake  et  al.,  JBC  1996;271:27677-85;  Drake  et  al.,  Anal

Biochem  2004;328:35-43),  비아코어 시스템 (스웨덴 웁살라)에 의한 표면 플라즈몬 공명 (SPR)  (Welford  et

al., Opt. Quant. Elect 1991;23:1; Morton and Myszka, Methods in Enzymology 1998;295:268) 및 균질 시간

분해 형광 (HTRF)  검정 (Newton  et  al.,  J  Biomol  Screen  2008;13:674-82;  Patel  et  al.,  Assay  Drug  Dev

Technol 2008;6:55-68)을 포함하나, 이에 제한되지는 않는다.

일부 실시양태에서, 생체분자 상호작용은 비아코어 시스템을 이용하여 실시간으로 모니터링될 수 있으며, 상기[0312]

시스템은 SPR을 사용하여 표면에서 최대 300 nm 떨어진 굴절률의 변화로 인한 유리 지지체 상의 금 박막 표면에

서의 광 공명각의 변화를 검출한다.  비아코어 분석은 회합률 상수, 해리율 상수, 평형 해리 상수 및 친화도 상

수를 생성한다.  결합 친화도는 비아코어 표면 플라즈몬 공명 시스템 (비아코어, 인크.)를 사용하여 회합률 및

해리율 상수를 평가하여 수득된다.  바이오센서 칩은 표적과의 공유 커플링을 위해 활성화된다.  이어서 표적은

희석되고, 고정 물질의 반응 단위로 신호를 얻기 위해 칩에 상에 분사된다.  공명 단위 (RU)의 신호는 고정 물

질의 질량에 비례하기 때문에, 이는 매트릭스 상의 고정 표적 밀도의 범위를 나타낸다.  회합 및 해리 데이터는

1:1 이분자 상호작용에 대한 전체 순 비율 표현을 해결하기 위해 전체적 분석에서 동시에 핏팅되며, kon, koff 및

Rmax (포화에서의 최대 반응)에 대한 최적 적합성 값을 생성한다.  결합, KD의 평형 해리 상수는 koff/kon으로서

SPR 측정으로부터 계산된다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 실시예 6에 기재된 SPR 친화도 검정에서 500 nM 이하,[0313]

400 nM 이하, 300 nM 이하, 200 nM 이하, 150 nM 이하, 100 nM 이하, 90 nM 이하, 80 nM 이하, 70 nM 이하, 60

nM 이하, 50 nM 이하, 40 nM 이하, 30 nM 이하, 20 nM 이하, 15 nM 이하, 10 nM 이하, 5 nM 이하 또는 1 nM 이

하의 KD를 나타낸다.  바람직하게는, KD는 15 nM 이하이다.  보다 바람직하게는, KD는 2.0 nM 이하이다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 실시예 4에 기재된 HTRF 검정에서 5 nM 이하, 4 nM 이[0314]

하, 3 nM 이하, 2.5 nM 이하, 2 nM 이하, 1.5 nM 이하, 1 nM 이하, 0.5 nM 이하, 0.2 nM 이하 또는 0.1 nM 이

하의 IC50을 나타낸다.  바람직하게는, IC50은 1.5 nM 이하이다.  보다 바람직하게는, IC50은 0.5 nM 이하이다.

일부 실시양태, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 실시예 7에 기재된 동역학적 배제 검정에서 2 nM 이하,[0315]

1.5 nM 이하, 1 nM 이하, 900 pM 이하, 850 pM 이하, 800 pM 이하, 750 pM 이하, 700 pM 이하, 650 pM 이하,

600 pM 이하, 550 pM 이하, 500 pM 이하, 450 pM 이하, 400 pM 이하, 350 pM 이하, 340 pM 이하, 330 pM 이하,

300 pM 이하, 250 pM 이하, 200 pM 이하, 150 pM 이하 또는 100 pM 이하의 KD를 나타낸다.  바람직하게는, KD는

850 pM 이하이다.
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본원에 기재된 검정은 예시적이고, 단백질 사이의 결합 친화도를 결정하기 위한 관련 기술분야에 공지된 임의의[0316]

방법 (예를 들어, 형광 기반-전달 (FRET), 효소-연결된 면역흡착 검정 및 경쟁적 결합 검정 (예를 들어, 방사성

면역검정))이 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 결합 친화도를 평가하는데 사용될 수 있음을 이해하여야 한

다.

길항제 활성을 위한 시험관내 검정[0317]

미오스타틴 활성을 길항하기 위한 항-미오스타틴 애드넥틴의 능력은 다양한 시험관내 검정을 사용하여 용이하게[0318]

결정될 수 있다.  바람직하게는, 검정은 다중 후보 애드넥틴을 동시에 스크리닝하도록 하는 고처리량 검정이다.

일부 실시양태에서, 미오스타틴 활성에 대한 항-미오스타틴 애드넥틴의 길항 효과는 실시예 3에서 기재된 바와

같은 세포-기반 액티빈 반응 요소 (ARE)-루시페라제 리포터 검정에서 결정될 수 있다.  특정 실시양태, 본 발명

의 항-미오스타틴 애드넥틴은 미오스타틴을 항-미오스타틴 애드넥틴과 함께 공-인큐베이션한 후 세포를 그 혼합

물로 처리한 대조군에 비해 미오스타틴-유도된 ARE-루시페라제 활성을 적어도 10%, 적어도 20%, 적어도 30%, 적

어도 40%, 적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90% 또는 그 초과로 감소시킨다.  예시적

인 대조 반응은 세포를 미오스타틴 단독으로 처리하는 것 또는 과량의 벤치마크 미오스타틴 억제제, 예컨대 인

간 액티빈 RIIB  Fc  키메라 (알앤디 시스템즈) 또는 문헌 [Morrison  et  al.  (Experimental  Neurology  2009;

217:258-68)]에  기재된  바와  같은  ActRIIb-Fc와  함께  예비인큐베이션한  미오스타틴으로  처리하는  것을

포함한다.  다른 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 실시예 3에 기재된 바와 같이 ARE-루시페

라제 리포터 활성을 500 nM 이하, 400 nM 이하, 300 nM 이하, 200 nM 이하, 100 nM 이하, 50 nM 이하, 10 nM

이하, 5 nM 이하, 1 nM, 0.5 nM 이하, 0.4 nM 이하, 0.3 nM 이하, 0.2 nM 이하 또는 0.10 nM 이하의 IC50으로

억제한다. 

다른 실시양태에서, 미오스타틴 활성에 대한 항-미오스타틴 애드넥틴의 길항 효과는 실시예 5에서 기재된 바와[0319]

같이 미오스타틴-처리된 세포에서 SMAD 인산화의 정도를 측정하여 결정될 수 있다.  특정 실시양태, 본 발명의

항-미오스타틴 애드넥틴은 미오스타틴을 항-미오스타틴 애드넥틴과 함께 공-인큐베이션한 후 세포를 그 혼합물

로 처리한 대조군에 비해 미오스타틴-유도된 SMAD 인산화를 적어도 10%, 적어도 20%, 적어도 30%, 적어도 40%,

적어도 50%, 적어도 60%, 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90%, 적어도 95% 또는 적어도 97% 또는 그 초과로 감

소시킨다. 예시적인 대조 반응은 세포를 미오스타틴 단독으로 처리하는 것 또는 과량의 벤치마크 미오스타틴 억

제제,  예컨대 인간 액티빈 RIIB  Fc  키메라 (알앤디 시스템즈)  또는 문헌 [Morrison  et  al.  (Experimental

Neurology 2009;217:258-68)]에 기재된 바와 같은 ActRIIb-Fc와 함께 예비인큐베이션한 미오스타틴으로 처리하

는 것을 포함한다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 실시예 5에서 기재된 바와 같이 12-점 또는 4-점 억제[0320]

반응에서 SMAD 인산화를 1 nM 이하, 0.8 nM 이하, 0.6 nM 이하, 0.4 nM 이하, 0.3 nM 이하, 0.2 nM 이하 또는

0.1 nM 이하의 IC50으로 억제한다.  다른 실시양태에서, 10 nM에서의 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 실시

예 5에서 기재된 바와 같이 미오스타틴에 의한 SMAD  인산화를 적어도 50%,  적어도 60%,  적어도 70%,  적어도

80%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97% 또

는 적어도 98% 또는 그 초과로 억제한다.

추가로, 세포, 조직 배양 및 운동 뉴런 질환의 연구를 위한 조직학적 방법을 사용하는 여러 시험관내 모델 시스[0321]

템이 공지되어 있다.  예를 들어, 글루타메이트 흥분독성에 적용된 래트 척수 기관유형 슬라이스는 운동 뉴런

변성을  예방하는데  있어서  항-미오스타틴  애드넥틴의  유효성을  시험하기  위한  모델  시스템으로서  유용하다

(Corse et al., Neurobiol. Dis. (1999) 6:335 346).  ALS의 연구에 사용하기 위한 시험관내 시스템의 논의에

대해서는, 예를 들어 문헌 [Bar, P. R., Eur. J. Pharmacol. (2000) 405:285 295; Silani et al., J. Neurol.

(2000) 247 Suppl 1:128 36; Martin et al., Int. J. Mol. Med. (2000) 5:3 13]을 참조한다.

본원에 기재된 검정은 예시적이고, 미오스타틴 활성에 대한 판독으로서의 역할을 할 수 있는 관련 기술분야에[0322]

공지된 임의의 방법이 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 미오스타틴 길항 효과를 시험하는데 사용하기에 적

합함을 이해하여야 한다 (예를 들어, SMAD  표적 유전자 (예를 들어, Smad  7;  Ciarmela  et  al.,  Journal  of

Clinical  Endocrinology  &  Metabolism  2011;96;755-65)의 mRNA  또는 ARE-함유 유전자의 mRNA의 실시간 RT-

PCR).

생체내 모델[0323]

예를 들어 근육, 신경근육, 신경계 및 대사 장애와 연관된 근육 소모와 연관된 질환, 장애 및 상태의 증상을 재[0324]
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현하는 다양한 관련 기술분야-인식된 동물 모델이 존재한다.  이러한 모델은 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴

의 효능을 시험하는데 사용될 수 있다.

예를  들어,  이러한  동물  모델의  비제한적  예는,  예를  들어  X-연관  근육  이영양증  마우스  (mdx)  모델[0325]

(US2011/0008375,  Gehrig  et  al.,  Nature  2012;484:394-8),  예컨대  4종의  추가  mdx  마우스  계통-mdx2cv,

mdx3cv, mdx4cv 또는 mdx5cv 마우스 (Phelps et al., Human Molecular Genetics. 1996;5(8):1149-1153), 디스

트로핀  상동체  유트로핀의  추가  절제가  있는  mdx  마우스  (mdx/utr
-/-
)  (Deconinck  et  al.,  Cell.

1997;90(4):717-727), 알파-SG-널 C57BL/6 마우스 (Duclos et al.i(1998) J. Cell Biol. 142, 1461-1471), 및

최근에 문헌 [Nakamura et al., (J Biomed Biotechnol. 2011; Article ID No: 184393)]에서 검토된 것, 예를

들어 뮤린 DMD 유전자의 엑손 52가 결실된 mdx52 마우스, 골든 리트리버 근육 이영양증 (GRMD) 모델, 개 X-연관

근육 이영양증 (CXMDJ) 모델, 및 비대증 고양이 근육 이영양증 (HFMD) 모델 (예를 들어, 문헌 [Shelton et al.,

Neuromuscular Disorders. 2005;15(2):127-138])을 포함한다.

운동뉴런 장애, 예컨대 ALS의 연구를 위한 동물 모델은 ALS-연관 돌연변이 Cu/Zn 슈퍼옥시드 디스뮤타제 (SOD1)[0326]

유전자 (mSOD1G93A 및/또는 mSOD1G37R)를 갖는 트랜스제닉 마우스이다.  이러한 마우스는 가족성 ALS의 많은 임

상 및 병리학적 양상을 갖는 우세 유전 성체-발병 마비성 장애를 발달시킨다 (예를 들어, 문헌 [Gurney et al.,

Science (1994) 264:1772 1775; Nagano et al., Life Sci (2002) 72:541 548]).  다른 동물 모델은 진행성 운

동 뉴런병증 (pmn)에 대한 두가지 자연 발생 뮤린 모델 및 와블러(wobbler)를 포함한다 (Haegggeli and Kato,

Neurosci. Lett. (2002) 335:39 43).  운동뉴런 질환, 예컨대 ALS의 연구에 사용하기 위한 다양한 동물 모델의

검토를 위해, 예를 들어 문헌 [Jankowsky et al., Curr Neurol Neurosci. Rep. (2002) 2:457 464; Elliott, J.

L., Neurobiol. Dis. (1999) 6:310 20; 및 Borchelt et al., Brain Pathol. (1998) 8:735 757]을 참조한다.

ALS 외에 다른 신경변성 또는 신경병리학적 질환의 동물 모델은 척수 및 연수 근육 위축 (SBMA)을 평가하기 위[0327]

한 트랜스제닉 마우스 모델 (Katsuno et al., Neuron (2002) 35:843 854), 인간 마비성 회색질척수염에 대한

동물 (Ford et al., Microb. Pathog. (2002) 33:97 107), 척수성 근육 위축의 동물 모델 (Schmid et al., J.

Child Neurol. 22, 1004-1012, 2007), 원위 근병증 및 유전성 봉입체 근병증에 대한 동물 모델 (Malicdan et

al.,  Acta  Myol.  2007  December;  26(3):  171-175),  유전적  탈수초성  질환의  뮤린  모델  (Suzuki  et  al.,

Microsc.  Res.  Tech.  1995;32:204-214),  및  문헌  [Meyer  ZuHoerste  et  al.  (Curr.  Opin.  Neurol.

2006;19:464-473)]에 기재된 것을 포함한다.

위축 및/또는 무활동으로 인한 근육 부피 손실에 대하여 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 효능을 시험하기[0328]

위한 동물 모델은 일측성 고정화 (Madaro et al., Basic Applied Myology 2008;18:149-153), 아킬레스건 열상

(건절단술) (Bialek  et  al.,  Physiol  Genomics  2011;43:1075-86),  및 문헌 [Powers  et  al.  (Am  J  Physiol

Regul Integr Comp Physiol 2005;288:R337-44)]에 개시된 것, 예컨대 동물의 뒷다리 현탁화, 사지 고정화 및

제어된 기계 환기의 마우스 모델을 포함하나, 이에 제한되지는 않는다.

대사 장애의 치료에서 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 효능을 시험하기 위한 적절한 동물 모델은 문헌[0329]

[Ramaro  et  al.  (Indian  J  Med  Res  2007;125:451-472)  및 Kennedy  et  al.  (Disease  Models  &  Mechanisms

2010;3:156-166)] (이들 둘 다 그 전문이 본원에 참조로 포함됨)에 개시된 것을 포함하나, 이에 제한되지는 않

는다.  이러한 동물 모델의 비제한적 예는 Lep
ob/ob

 마우스, Lepr
db
 마우스, 쿠오 콘도(Kuo Kondo) 마우스, KK/

Ay

마우스, 뉴질랜드 비만 (NZO) 마우스, NONcNZO10 마우스, 츠무라 스즈키(Tsumara Suzuki) 비만 당뇨병 (TSOD)

및 츠무라 스즈키 비-비만 (TSNO) 마우스, M16 마우스, 주커(Zucker) 지방성 래트, 주커 당뇨병성 지방성 래트,

SHR/N-cp 래트, JCR/LA-cp 래트, 오츠카 롱 에반스 토쿠시마(Otsuka Long Evans Tokushima) 지방성 래트, 비만

레서스 원숭이, 코헨(Cohen) 당뇨병성 래트, 고토-카키자키(Goto-Kakizaki) 래트 및 비-비만 돌연변이 C57 BL/6

(아키타(Akita)) 마우스를 포함한다.  제2형 당뇨병은 또한, 예를 들어 고지방 사료를 비-비만, 비-당뇨병성

C57BL6 마우스에 공급하는 식이에 의해 유도될 수 있다 (Surwit et al., Diabetes 1988;37:1163-7).  제2형 당

뇨병은 또한, 예를 들어 골드티오글루코스 (Le Marchand Brustel et al., Am J Physiol 1978;234:E348-58) 또

는 스트렙토조토신에 의해 화학적으로 유도될 수 있거나, 수술적으로 유도될 수 있다 (예를 들어, 부분으로 췌

장절제된  당뇨병성  동물)  (McNeil  JH.,  Experimental  models  of  diabetes.  Florida,  US:  CRC  Press  LLc;

1999; Sasaki et al., In Vivo 2000;14:535-41).  많은 유전적 동물 모델이 또한 대사 장애의 증상 및 표현형,

예컨대 상기 문헌 [Kennedy et al., 2010]에서 검토된 것을 재현하기 위해 공지되어 있다.

일부 실시양태에서, 근육 질량 또는 부피를 증가시키기 위한 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 효능은 실시[0330]
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예 9에서 기재된 바와 같이 마우스의 피하 주사에 의해 시험될 수 있다.  미오스타틴의 억제가 근육 질량을 증

가시킬 경우, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 체중 및 근육 질량을 증가시킬 것으로 예상하고, 그 정도는

애드넥틴의 효력을 결정하는데 사용될 수 있다.

일부 실시양태에서, 특히 항-미오스타틴 애드넥틴이 마우스에서 면역원성 (예를 들어, 인간 피브로넥틴 유형[0331]

III 도메인의 사용으로 인함)이고 장기 치료가 바람직할 때, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 세포성 또는

체액성 면역 반응을 시작할 수 없는 SCID 마우스에게 투여될 수 있다.  일부 실시양태에서, SCID 마우스는 본

발명의 항-미오스타틴 애드넥틴을 사용한 장기 치료를 받아들이는 면역손상 마우스 모델을 개발하기 위해 다른

유전적 모델, 예컨대 본원에 기재된 것 (예를 들어, 당뇨병성 마우스)과 교배될 수 있다.

VIII. 치료 용도[0332]

한 측면에서, 본 발명은 미오스타틴-관련 질환 또는 장애, 예를 들어 근육 소모 장애, 근육 위축, 대사 장애 및[0333]

골 변성 장애의 치료에 유용한 항-미오스타틴 애드넥틴을 제공한다.  따라서, 특정 실시양태에서 본 발명은 대

상체에게 유효량의 미오스타틴-결합 폴리펩티드, 즉 항-미오스타틴 애드넥틴을 투여하는 것을 포함하는, 대상체

에서 미오스타틴-관련 질환 또는 장애를 약화시키거나 억제하는 방법을 제공한다.  일부 실시양태에서, 대상체

는 인간이다.  일부 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴은 포유동물, 특히 인간에게 제약상 허용된다.  "제

약상 허용되는" 폴리펩티드는 유의한 유해 의료 결과 없이, 예컨대 본질적으로 내독소 무함유 또는 매우 낮은

내독소 수준으로 동물에게 투여되는 폴리펩티드를 지칭한다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 치료할 특정한 질환 또는 장애에 유용한 것으로 관련[0334]

기술분야에 공지된 작용제와 조합되어 (공동으로 또는 개별적으로) 대상체에게 투여될 것이다.

일부 실시양태에서, 항-미오스타틴 애드넥틴 요법에 대한 표적 환자 집단은, 예를 들어 연령, 기존 상태, 유전[0335]

적 구성 및/또는 동반이환율로 인해 치료할 질환, 장애 또는 상태에 대한 표준 요법을 받아들이지 않는 집단이

다.  본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 실질적 부작용 (예를 들어, 재생 성능) 또는 안전성 관심사와 연관된

기존 요법에 대한 대안으로서의 역할을 할 수 있다.

본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴이 유용할 예시적인 질환, 장애 및 상태는 하기에 보다 상세하게 기재된다.[0336]

근육, 신경계 및 대사 질환과 장애[0337]

본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 근육 소모 및/또는 근육 위축과 연관된 근육, 신경계 및 대사 장애를 치료[0338]

하는데 사용될 수 있다.  예를 들어, 생체내 미오스타틴 과다발현은 악액질의 특징을 갖는 징후 및 증상을 유도

하고,  미오스타틴  결합제는  미오스타틴의  근육  소모  효과를  부분적으로  해결할  수  있다  (Zimmers  et  al.,

Science 2002;296:1486-8).  AIDS 환자는 또한 AIDS가 없는 환자 또는 체중 감소를 나타내지 않는 AIDS 환자와

비교하여  미오스타틴  면역반응성  물질의  증가된  혈청  수준을  나타낸다  (Gonzalez-Cadavid  et  al.,  PNAS

1998;95:14938-43).  또한, 미오스타틴의 심장-특이적 제거는 심부전을 가진 마우스에서 골격근 위축을 감소시

키고, 반대로 심장에서 미오스타틴을 특이적으로 과다발현시키는 것은 근육 소모를 유도하기에 충분하다는 것이

관찰되었다 (Breitbart et al., AJP-Heart; 2011;300:H1973-82).  대조적으로, 미오스타틴 녹아웃 마우스는 그

의 야생형 대응물과 비교하여 증가된 근육 질량 및 지방 축적의 연령-의존성 감소를 나타낸다 (McPherron et

al., J. Clin. Invest. 2002;109:595-601).

본 발명의 방법에 따라 치료할 수 있는 예시적인 장애는, 예를 들어 운동 뉴런 질환, 신경근육 및 신경계 장애[0339]

를 비롯한, 근병증 및 신경병증을 포함한다.

예를 들어, 항-미오스타틴 애드넥틴은 유전성 근병증 및 신경근육 장애 (예를 들어, 근육 이영양증 (Gonzalez-[0340]

Kadavid  et  al.,  PNAS,  1998;95:14938-43),  운동 뉴런 장애, 선천성 근병증, 염증성 근병증 및 대사성 근병

증), 뿐만 아니라 후천성 근병증 (예를 들어, 약물 유발 근병증, 독소 유발 근병증, 감염 유발 근병증, 부신생

물성 근병증 및 중대 질병과 연관된 다른 근병증)을 치료하는데 사용될 수 있다.

이러한 장애는 뒤시엔느 근육 이영양증, 진행성 근육 이영양증, 베커 유형 근육 이영양증, 데제린-랑도우지 근[0341]

육 이영양증, Erb의 근육 이영양증, 에머리 드레이푸스 근육 이영양증, 지대 근육 이영양증, 안인두 근육 이영

양증 (OPMD), 안면견갑상완 근육 이영양증, 선천성 근육 이영양증, 영아 신경축삭 근육 이영양증, 근긴장성 이

영양증 (스타이너트병), 원위 근육 이영양증, 네말린 근병증, 가족성 주기성 마비, 비이영양성 근긴장증, 주기

성 마비, 척수성 근육 위축, 척수성 근육 위축 (SMA), 근위축성 측삭 경화증 (ALS), 원발성 측삭 경화증 (PLS),

진행성 근육 위축 (PMA), 원위 근병증, 근세관성/중심핵성 근병증, 네말린 근병증, 미세핵병, 중심핵병, 데스민
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병증, 봉입체 근염, 피부근염, 다발근염, 미토콘드리아 근병증, 선천성 근무력 증후군, 중증 근무력증, 소아마

비후 근육 기능장애, 스테로이드 근병증, 알콜성 근병증, 수술전후 근육 위축 및 ICU 신경근육병증을 포함하나,

이에 제한되지는 않는다.

항-미오스타틴 애드넥틴으로 치료될 수 있는 유전성 및 후천성 신경병증 및 신경근병증은 경직 척추 증후군, 근[0342]

육-눈-뇌 질환, 유전 운동 및 감각 신경병증, 카르코트-마리-치아 질환, 만성 염증성 신경병증, 진행성 비후성

신경병증, 순대양 신경병증, 루푸스, 길랑-바레 증후군, 만성 염증성 탈수초성 다발신경병증, 다발성 경화증,

사르코이드증, 당뇨병성 신경병증, 알콜성 신경병증, 신경병증 관련 질환 (예를 들어, HIV/AIDS, 라임병), 독소

관련 신경병증 (예를 들어, 중금속, 화학요법), 압박 신경병증 (예를 들어, 종양, 포착 신경병증) 및 손상 또는

외상과  연관된  신경병증  (예를  들어,  마미  증후군,  하반신마비,  사지마비)을  포함하나,  이에  제한되지는

않는다.

일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 근육 이영양증 (예를 들어, 뒤시엔느 근육 이영양증,[0343]

베커 유형 근육 이영양증), ALS 및 근육감소증을 치료하는데 사용될 수 있다.

본  발명의  항-미오스타틴  애드넥틴으로  치료될  수  있는  근육  소모와  연관된  추가의  장애는  악액질,  소모[0344]

증후군, 근육감소증, 울혈성 폐쇄성 폐 질환, 낭성 섬유증 (폐 악액질), 심장 질환 또는 부전 (심장 악액질),

암, AIDS로 인한 소모, 신부전으로 인한 소모, 신질환, 파행, 투석과 연관된 악액질, 요독증, 류마티스 관절염,

근육  손상,  수술,  손상된  근육의  복구,  쇠약,  불사용  위축,  골다공증,  골관절염,  인대  성장  및  복구를

포함한다.

본 발명의 방법은 또한 불사용으로 이한 근육 위축을 앓고 있는 대상체에서 근육 부피를 증가시키는데 사용될[0345]

수 있다.  불사용 위축은 장기간 부동 또는 불사용을 유도하는 임의의 장애 또는 상태, 예를 들어 장기간 요양,

휠체어 생활, 사지 고정화, 기계 환기를 통한 횡경막의 무부하, 실질 기관 이식, 관절 교체, 졸중, CNS 손상 관

련 허약, 척수 손상, 중증 화상으로부터의 회복, 좌식 만성 혈액투석, 외상후 회복, 패혈증후 회복 및 마이크로

중력에 대한 노출 (이에 제한되지는 않음)을 포함하는 다수의 원인으로부터 유발될 수 있다 (Powers et al., Am

J Physiol Regul Integr Comp Physiol 2005;288:R337-44).

또한, 근육 대비 지방 비의 연령 관련 증가, 및 연령 관련 근육 위축은 미오스타틴에 관련된 것으로 보인다.[0346]

예를 들어, 평균 혈청 미오스타틴-면역반응성 단백질은 청년 (19-35세), 중년 (36-75세) 및 노년 (76-92세) 남

성 및 여성 군에서 연령이 증가함에 따라 증가한 반면, 평균 근육 질량 및 제지방 질량은 이들 군에서 연령이

증가함에 따라 감소하였다 (Yarasheski et al. J Nutr Aging 6(5):343-8 (2002)).  따라서, 노화로 인한 근육

위축을 가진 대상체 및/또는 예를 들어 근육감소증으로 인해 쇠약한 대상체는 또한 본 발명의 항-미오스타틴 애

드넥틴을 사용한 치료로부터 이익을 얻을 것이다.

또한, 유효 투여량의 항-미오스타틴 애드넥틴을 식용 동물에게 투여하여 이들 동물에서 근육 질량을 증가시키는[0347]

방법이 또한 고려된다.  성숙 C-말단 미오스타틴 폴리펩티드는 모든 종에서 동일하기 때문에, 항-미오스타틴 애

드넥틴은 임의의 농업상 중요한 종, 예를 들어 소, 닭, 칠면조 및 돼지 (이에 제한되지는 않음)에서 효과적으로

근육 질량을 증가시키고 지방을 감소시킬 것으로 예상된다.

근육 소모 장애 또는 근육 위축의 치료에 있어서 항-미오스타틴 애드넥틴의 효능은, 예를 들어 근육 질량 또는[0348]

부피의 증가, 근육 세포 수의 증가 (증식증), 근육 세포 크기의 증가 (비대증) 및/또는 근육 강도의 증가를 측

정하는 하나 이상의 방법에 의해 결정될 수 있다.  예를 들어, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 근육 부피

증가 효과는 하기 기재된 실시예에서 입증된다.  "증가된 근육 질량"을 결정하는 방법은 관련 기술분야에 널리

공지되어 있다.  예를 들어, 근육 함량은 표준 기술, 예컨대 수중 체중측정 (예를 들어, 문헌 [Bhasin et al.

New Eng. J. Med. (1996) 335:1-7] 참조) 또는 이중-에너지 X선 흡수측정법 (예를 들어, 문헌 [Bhasin et al.

Mol. Endocrinol. (1998) 83:3155-3162] 참조)을 사용하여 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 투여 전 및 후

에 측정될 수 있다.  근육 크기의 증가는 적어도 약 5-10%, 바람직하게는 적어도 약 10-20% 또는 그 초과의 체

중 증가에 의해 증명될 수 있다.

대사 장애[0349]

미오스타틴 활성 및/또는 신호전달을 감소시키는 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 대사 장애, 예컨대 비만,[0350]

제II형 당뇨병, 당뇨병 연관 장애, 대사 증후군 및 고혈당증을 치료하는데 유용하다.

미오스타틴은 제II형 당뇨병의 발병기전에 관련된다.  미오스타틴은 지방 조직에서 발현되고, 미오스타틴 결핍[0351]
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마우스는 연령이 증가함에 따라 감소된 지방 축적을 나타낸다.  더욱이, 글루코스 부하, 지방 축적 및 전체 체

중은 미오스타틴 결핍 아구티 치사 황색 및 비만 (Lep
ob/ob

) 마우스에서 감소된다 (Yen et al., FASEB J. 8:479,

1994; McPherron et al., 2002).  US2011/0008375에 개시된 바와 같이, 미오스타틴 길항제는 노화 마우스 모델

에서 근육 대비 지방 비를 감소시키고, 골격근 질량 및 제지방 체질량을 보존하고, STZ-유도된 당뇨병성 마우스

에서 신장 비대증을 약화시킬 수 있다.

본원에 사용된 "비만"은 건강에 부정적인 영향이 미칠 수 있을 정도로 과잉 체지방이 축적된 상태이다.  이는[0352]

통상적으로 체질량 지수 (BMI) 30 kg/m2 이상으로서 정의되고, BMI 25 kg/m2 이상으로 정의되는 과체중과는 구

별된다  (예를  들어,  [World  Health  Organization  (2000)  (PDF).  Technical  report  series  894:  Obesity:

Preventing and managing the global epidemic. Geneva: World Health Organization] 참조).  지나친 체중은

다양한 질환, 특히 심혈관 질환, 제II형 당뇨병, 폐쇄성 수면 무호흡, 특정 유형의 암 및 골관절염과 연관된다.

비만 대상체는, 예를 들어 BMI (BMI는 대상체의 체중을 그 또는 그녀의 키의 제곱으로 나눔으로써 계산됨), 허[0353]

리둘레 및 허리-엉덩이 비 (절대적 허리둘레: 남성에서 >102 cm 및 여성에서 >88 cm) 및 허리-엉덩이 비 (허리

둘레를 엉덩이둘레로 나눈 것: 남성의 경우 >0.9 및 여성의 경우 >0.85) (예를 들어, 문헌 [Yusuf S, et al.,

(2004). Lancet 364: 937-52] 참조), 및/또는 체지방률 (전체 체중의 백분율로 표현된 전체 체지방: 25% 초과

의 체지방을 갖는 남성 및 33% 초과의 체지방을 갖는 여성이 비만임; 체지방률은 사람의 BMI로부터 하기 식에

의해 평가될 수 있음: 체지방% = (1.2 * BMI) + (0.23 * 연령) - 5.4 - (10.8 * 성별), 여기서 성별은 여성인

경우 0이고 남성인 경우 1임)을 결정하여 확인될 수 있다.  체지방률 측정 기술은, 예를 들어 컴퓨터 단층촬영

(CT 스캔), 자기 공명 영상화 (MRI) 및 이중 에너지 X선 흡수측정법 (DEXA)을 포함한다.

용어 "제II형 당뇨병"은 신체의 인슐린이 효과적으로 작용하지 않을 때 유발되는 만성 평생 질환을 지칭한다.[0354]

제II형 당뇨병의 주요 성분은 "인슐린 저항성"이며, 여기서 췌장에 의해 생산된 인슐린은 지방 및 근육 세포와

연결될 수 없어서 내부 글루코스가 에너지를 생성하도록 하여 고혈당증 (높은 혈액 글루코스)을 야기한다.  보

상하기 위해, 췌장은 보다 많은 인슐린을 생산하고, 이러한 인슐린 범람을 감지하는 세포는 보다 더 저항성이

되어, 높은 글루코스 수준 및 종종 높은 인슐린 수준의 악순환을 초래한다.

본원에 사용된 어구 "당뇨병과 연관된 장애" 또는 "당뇨병 연관 장애" 또는 "당뇨병 관련 장애"는 통상적으로[0355]

당뇨병과  연관  또는  관련된  상태  및  기타  질환을  지칭한다.   당뇨병과  연관된  장애의  예는,  예를  들어

고혈당증, 고인슐린혈증, 고지혈증, 인슐린 저항성, 글루코스 대사 장애, 비만, 당뇨병성 망막병증, 황반 변성,

백내장, 당뇨병성 신병증, 사구체경화증, 당뇨병성 신경병증, 발기 기능장애, 월경전 증후군, 혈관 재협착, 궤

양성 결장염, 관상동맥 심장 질환, 고혈압, 협심증, 심근경색, 졸중, 피부 및 결합 조직 장애, 족부 궤양, 대사

성 산증, 관절염 및 골다공증을 포함한다.

대사 장애의 치료에 있어서 항-미오스타틴 애드넥틴의 효능은, 예를 들어 인슐린 감수성의 증가, 대상체로부터[0356]

세포에 의한 글루코스 흡수의 증가, 혈액 글루코스 수준의 감소 및 체지방의 감소를 측정하는 하나 이상의 방법

에 의해 결정될 수 있다.

예를 들어, 제II형 당뇨병을 갖거나 당뇨병을 발달시킬 위험이 있는 대상체에서 HbA1c 수준이 모니터링될 수 있[0357]

다.  본원에 사용된 용어 "헤모글로빈 1AC" 또는 "HbA1c"는 헤모글로빈 B 쇄의 비-효소적 당화의 생성물을 지칭

한다.  당뇨병을 가진 사람에 대한 HbA1c 수준의 바람직한 목표 범위는 미국 당뇨병 협회 (ADA) 가이드라인, 즉

[the Standards of Medical Care in Diabetes (Diabetes Care 2012;35(Suppl 1):S511-563)]로부터 결정될 수

있다.  현행 HbA1c 목표 수준은 일반적으로 당뇨병을 가진 사람의 경우 <7.0%이고, 당뇨병을 갖지 않은 사람은

전형적으로 6% 미만의 HbA1c 값을 갖는다.  따라서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴의 효능은 대상체에서 관

찰된 HBA1c 수준의 감소에 의해 결정될 수 있다.

본 발명의 방법은 항-미오스타틴 애드넥틴을 단독으로, 또는 혈당 조절에 대해 관련 기술분야에 공지된 기타 작[0358]

용제 (예를 들어, 인슐린, GLP1) 또는 관련 기술분야-인식된 당뇨병-관련 합병증을 치료하기 위한 기타 작용제

와 조합하여 투여하는 것을 추가로 포함한다.

다른 장애[0359]

미오스타틴 녹아웃 마우스는 증가된 근육 질량, 뿐만 아니라 마우스 상완골의 증가된 무기질 함량 및 밀도, 및[0360]

근육이 부착되는 영역에서의 지주골과 피질골 둘 다의 증가된 무기질 함량을 나타낸다 (Hamrick et al. Calcif

Tissue Intl 2002;71:63-8).  이는 근육 질량을 증가시키는 것이 골 강도를 개선시키고 골다공증 및 다른 변성
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골 질환을 감소시키는 것을 도울 수 있음을 제시한다.

본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴이 유용한 추가의 질환 또는 장애는 상처 치유, 항섬유화 질환, 램버트-이튼[0361]

증후군 및 파킨슨병을 포함한다.

조합 요법[0362]

본원에 제공된 항미오스타틴 애드넥틴은 항당뇨병제, 항고혈당제, 항고인슐린혈증제, 항망막병증제, 항신경병증[0363]

제,  항신경변성제,  항신장병증제,  항아테롬성동맥경화증제,  항허혈제,  항고혈압제,  항비만제,

항이상지질혈증제, 항이상지질혈증제, 항고지질혈증제, 항고트리글리세리드혈증제, 항고콜레스테롤혈증제, 항재

협착제, 항췌장제, 지질 강하제, 식욕억제제, 기억 증진제, 항치매제, 또는 인지 촉진제, 식욕 억제제, 심부전

치료제, 말초 동맥 질환 치료제 및 항염증제와 조합되어 이용될 수 있다.

항-미오스타틴 애드넥틴과 조합되어 사용되는 항당뇨병제는 인슐린 분비촉진제 또는 인슐린 감작제, GPR40 수용[0364]

체 조절제 또는 기타 항당뇨병제를 포함하나, 이에 제한되지는 않는다.  이들 작용제는 디펩티딜 펩티다제 IV

(DP4) 억제제 (예를 들어, 시타글립틴, 삭사글립틴, 알로글립틴, 빌다글립틴 등), 비구아니드 (예를 들어, 메트

포르민, 펜포르민 등), 술포닐 우레아 (예를 들어, 글리부리드, 글리메피리드, 글리피지드 등), 글루코시다제

억제제 (예를 들어, 아카르보스, 미글리톨 등), PPARγ 효능제, 예컨대 티아졸리딘디온 (예를 들어, 로시글리타

존, 피오글리타존 등), PPAR α/γ 이중 효능제 (예를 들어, 무라글리타자르, 테사글리타자르, 알레글리타자르

등), 글루코키나제 활성화제 (문헌 [Fyfe et al., Drugs of the Future, 34(8):641-653 (2009)] (본원에 참조

로 포함됨)에 기재된 바와 같음), GPR119 수용체 조절제 (MBX-2952, PSN821, APD597 등), SGLT2 억제제 (다파

글리플로진, 카나글리플로진, 레모글리플로진 등), 아밀린 유사체, 예컨대 프람린티드, 및/또는 인슐린을 포함

하나, 이에 제한되지는 않는다.  당뇨병의 치료를 위한 현행 및 신생 요법의 검토는 문헌 [Mohler  et  al.,

Medicinal  Research  Reviews,  29(1):125-195  (2009),  및  Mizuno  et  al.,  Current  Medicinal  Chemistry,

15:61-74 (2008)]에서 찾을 수 있다.

본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 또한 임의로 하나 이상의 식욕저하제, 예컨대 디에틸프로피온, 펜디메트라[0365]

진, 펜테르민, 오를리스타트, 시부트라민, 로르카세린, 프람린티드, 토피라메이트, MCHR1 수용체 길항제, 옥신

토모듈린, 날트렉손, 아밀린 펩티드, NPY Y5 수용체 조절제, NPY Y2 수용체 조절제, NPY Y4 수용체 조절제, 세

틸리스타트, 5HT2c 수용체 조절제 등과 조합되어 이용될 수 있다.  본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 또한

글루카곤-유사 펩티드-1 수용체 (GLP-1 R)의 효능제, 예컨대 엑세나티드, 리라글루티드, GPR-1(1-36) 아미드,

GLP-1(7-36) 아미드, GLP-1(7-37) (미국 특허 번호 5,614,492 (Habener) (이의 개시내용은 본원에 참조로 포함

됨)에 개시된 바와 같음)과 조합되어 이용될 수 있으며, 이들은 주사를 통해, 비강내로, 또는 경피 또는 협측

장치에 의해 투여될 수 있다.  비만의 치료를 위한 현행 및 신생 요법의 검토는 문헌 [Melnikova  et  al.,

Nature  Reviews  Drug  Discovery,  5:369-370  (2006);  Jones,  Nature  Reviews:  Drug  Discovery,  8:833-834

(2009); Obici, Endocrinology, 150(6):2512-2517 (2009); 및 Elangbam, Vet. Pathol., 46(1):10-24 (2009)]

에서 찾을 수 있다.

본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 또한 치료할 특정한 질환 또는 장애에 적절한 경우, 하나 이상의 추가의[0366]

치료제와 함께 투여될 수 있다.  추가의 작용제의 비제한적 예는 대사 장애, 예컨대 제II형 당뇨병 및 근육감소

증을 치료하는데 유용하고, GLP-1, GLP-1-유사, 아밀린 및 FGF21을 포함하나 이에 제한되지는 않는 것; 항섬유

화 질환, 신경근육 질환, 운동 뉴런 질환 및 근육감소증을 치료하는데 유용하고, 그렐린, SARM, 릴루졸, 테스토

스테론, 안드로겐, 성장 호르몬, 호르몬 대체 요법, COX-2 억제제, 트로포닌 활성화제, β2 효능제, CTLA4-Ig

(예를 들어, 아바타셉트, 벨라타셉트) 및 항-TGFβ 항체를 포함하나 이에 제한되지는 않는 것; 악액질 및 다른

소모성 증후군을 치료하는데 유용하고, TGFβ 수용체 키나제 억제제, 항-IL-6 및 유비퀴틴-프로테아솜 억제제를

포함하나 이에 제한되지는 않는 것;  근긴장증 및  PLS와  연관된 근육 경련을 치료하는데 유용하고,  피토인,

퀴닌, 바클로펜 및 티자니딘을 포함하나 이에 제한되지는 않는 것; 신경병증에 유용하고 항우울제 (예를 들어,

트리시클릭 및 선택적 세로토닌-노르에피네프린 재흡수 억제제 (SNRI)), 항경련제, 칸나비노이드, 보툴리눔 독

소 유형 A, NMDA 길항제 (예를 들어, 케타민), 식이 보충제 (예를 들어, 알파 리포산 및 벤포티아민)를 포함하

나 이에 제한되지는 않는 것; 만성 염증성 신경병증을 치료하는데 유용하고 코르티코스테로이드, 정맥내 이뮤노

글로불린 및 면역억제 약물 (예를 들어, 시클로포스파미드, 시클로스포린, 아자티오프린, 미코페놀레이트 모페

틸, 항흉선세포 글로불린, 리툭시맙)을 포함하나 이에 제한되지는 않는 것; 및 길랑 바레 증후군, 근육감소증,

골절 및 골 손실을 치료하는데 유용하고, 보니바 (이반드로네이트) 및 PTH를 포함하나 이에 제한되지는 않는 것

을 포함한다.
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본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 대증 요법에 사용된 하나 이상의 추가의 작용제와 함께 투여될 수 있다.[0367]

ALS의 증상을 치료하기 위한 이러한 작용제의 비제한적 예는 미토콘드리아 투과성 전이 (MPT) 기공 활성화제,

신속 골격 트로포닌 활성화제, 대식세포 조절제 (예를 들어, NP001),  리소솜 저장 질환-치료제 (예를 들어,

NP003) 및 니코틴성 아세틸콜린 수용체 (nAchR) 길항제를 포함한다.  DMD/BMD의 증상을 치료하는데 사용하기 위

한 추가의 작용제의 비제한적 예는 ATP 수준을 증가시키는 작용제이다.

본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 또한 질환 변형 요법에 사용된 하나 이상의 추가의 작용제와 함께 투여될[0368]

수 있다.  ALS를 치료하기 위한 이러한 작용제의 비제한적 예는 자유 라디칼 스캐빈저 (예를 들어, 에다라본

(노르페나존), CV-3611), VEGF 효능제 (예를 들어, sNN0029), 노고-A 단백질 I (예를 들어, GSK122324), SOD1

억제제 (예를 들어, ISIS-SOD1Rx) 및 PGE 신타제 1 억제제 (예를 들어, AAD-2004)를 포함한다.  DMD/BMD를 치

료하기 위한 이러한 작용제의 비제한적 예는 엑손 스키핑을 촉진하는 작용제 (예를 들어, 안티센스 분자, 예컨

대 드리사페르센 (PRO051/GSK2402968), PRO044, 에테플러센, AVI-4658, AVI-5038, 아탈루렌 (PTC124)), 유전자

요법제, 항염증제 (예를 들어, CRD007) 및 항섬유화제 (예를 들어, HT-100)을 포함한다.

상기한 바와 같이, 엑손 스키핑을 촉진하는 작용제는 뒤시엔느 근육 이영양증 및 베커 유형 근육 이영양증을 치[0369]

료하기 위해 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴과 조합되어 사용될 수 있다.  기능적 디스트로핀을 복원하기 위

해 표적화될 수 있는 특정 엑손의 예는 엑손 7, 8, 17, 43, 44, 45, 46, 50, 51, 52, 53 및 55를 포함한다 (예

를 들어, 문헌 [Lu et al., Molecular Therapy 2011;19:9-15] 참조).  일부 실시양태에서, 1종 초과의 작용제,

예를 들어 안티센스 올리고뉴클레오티드는 다중-엑손 스키핑을 유도하는데 사용될 수 있다.

IX. 제약 조성물[0370]

본 발명은, 항-미오스타틴 애드넥틴 또는 본원에 기재된 그의 융합 단백질을 포함하고, 본질적으로 내독소 무함[0371]

유이거나 또는 적어도 적절한 규제 당국 (예를 들어, FDA)에 의해 결정된 바와 같은 허용되는 수준 이하의 엔도

톡신을 함유하는 제약 조성물을 추가로 제공한다.

본 발명의 조성물은 경구 투여를 위한 환제, 정제, 캡슐, 액체 또는 지속 방출 정제; 정맥내, 피하 또는 비경구[0372]

투여를 위한 액체; 또는 국부 투여를 위한 겔, 로션, 연고, 크림, 또는 중합체 또는 기타 지속 방출 비히클의

형태일 수 있다.

조성물을 제조하는 것으로 관련 기술분야에 널리 공지된 방법은, 예를 들어 문헌 ["Remington: The Science and[0373]

Practice  of  Pharmacy"  (20th  ed.,  ed.  A.  R.  Gennaro  AR.,  2000,  Lippincott  Williams  &  Wilkins,

Philadelphia, Pa.)]에서 발견된다.  비경구 투여를 위한 조성물은, 예를 들어 부형제, 멸균수, 염수, 폴리알킬

렌  글리콜,  예컨대  폴리에틸렌  글리콜,  식물  기원의  오일  또는  수소화  나프탈렌을  함유할  수  있다.

생체적합성, 생분해성 락티드 중합체, 락티드/글리콜리드 공중합체 또는 폴리옥시에틸렌-폴리옥시프로필렌 공중

합체는 화합물의 방출을 제어하는데 사용될 수 있다.  나노미립자 조성물 (예를 들어, 생분해성 나노입자, 고체

지질 나노입자, 리포솜)은 화합물의 생체분포를 제어하는데 사용될 수 있다.  기타 잠재적으로 유용한 비경구

전달 시스템은 에틸렌-비닐 아세테이트 공중합체 입자, 삼투성 펌프, 이식가능 주입 시스템 및 리포솜을 포함한

다.  조성물 중 화합물의 농도는 투여될 약물의 투여량 및 투여 경로를 비롯한 수많은 인자들에 따라 달라진다.

허용되는 담체, 부형제 또는 안정화제는 이용된 투여량 및 농도에서 수용자에게 비독성이고, 완충제, 예컨대 포[0374]

스페이트, 시트레이트 및 다른 유기 산; 아스코르브산 및 메티오닌을 비롯한 항산화제; 보존제 (예컨대 옥타데

실디메틸벤질 암모늄 클로라이드; 헥사메토늄 클로라이드; 벤즈알코늄 클로라이드, 벤제토늄 클로라이드; 페놀,

부틸 또는 벤질 알콜; 알킬 파라벤, 예컨대 메틸 또는 프로필 파라벤; 카테콜; 레조르시놀; 시클로헥산올; 3-펜

탄올 및 m-크레졸); 저분자량 (약 10개 미만의 잔기) 폴리펩티드; 단백질, 예컨대 혈청 알부민, 젤라틴 또는 이

뮤노글로불린; 친수성 중합체, 예컨대 폴리비닐피롤리돈; 아미노산, 예컨대 글리신, 글루타민, 아스파라긴, 히

스티딘, 아르기닌 또는 리신; 모노사카라이드, 디사카라이드, 및 글루코스, 만노스 또는 덱스트란을 비롯한 다

른 탄수화물; 킬레이트화제, 예컨대 EDTA; 당, 예컨대 수크로스, 만니톨, 트레할로스 또는 소르비톨; 염-형성

반대-이온, 예컨대 나트륨; 금속 착물 (예를 들어, 아연-단백질 착물); 및/또는 비-이온성 계면활성제, 예컨대

트윈, 플루로닉(PLURONIC)™ 또는 폴리에틸렌 글리콜 (PEG)을 포함한다.

본 발명의 폴리펩티드는 임의로 제약 산업에서 통상적으로 사용되는 제약상 허용되는 염, 예컨대 비-독성 산 부[0375]

가염 또는 금속 착물로서 투여될 수 있다.  산 부가염의 예는 유기 산, 예컨대 아세트산, 락트산, 파모산, 말레

산, 시트르산, 말산, 아스코르브산, 숙신산, 벤조산, 팔미트산, 수베르산, 살리실산, 타르타르산, 메탄술폰산,

톨루엔술폰산 또는 트리플루오로아세트산 등; 중합체성 산, 예컨대 탄닌산, 카르복시메틸 셀룰로스 등; 및 무기
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산, 예컨대 염산, 브로민화수소산, 황산 인산 등을 포함한다.  금속 착물은 아연, 철 등을 포함한다.  한 예에

서, 폴리펩티드는 열 안정성을 증가시키기 위해 아세트산나트륨의 존재 하에 제제화된다.

활성 성분은 또한 예를 들어 코아세르베이션 기술 또는 계면 중합에 의해 제조되는 마이크로캡슐, 예를 들어 각[0376]

각 히드록시메틸셀룰로스 또는 젤라틴-마이크로캡슐 및 폴리-(메틸메타크릴레이트) 마이크로캡슐에, 콜로이드성

약물 전달 시스템 (예를 들어, 리포솜, 알부민 마이크로구체, 마이크로에멀젼, 나노입자 및 나노캡슐)에, 또는

마크로에멀젼에 봉입될 수 있다.  이러한 기술은 문헌 [Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition,

Osol, A. Ed. (1980]에 개시되어 있다.

지속-방출 제제를 제조할 수 있다.  지속-방출 제제의 적합한 예는 본 발명의 단백질을 함유하는 고체 소수성[0377]

중합체의  반투과성  매트릭스를  포함하고,  이  매트릭스는  성형품,  예를  들어  필름  또는  마이크로캡슐의

형태이다.  지속-방출 매트릭스의 예는 폴리에스테르, 히드로겔 (예를 들어, 폴리(2-히드록시에틸-메타크릴레이

트) 또는 폴리(비닐알콜)), 폴리락티드 (미국 특허 번호 3,773,919), L-글루탐산 및 γ 에틸-L-글루타메이트의

공중합체, 비-분해성 에틸렌-비닐 아세테이트, 분해성 락트산-글리콜산 공중합체, 예컨대 루프론 데포(LUPRON

DEPOT)™ (락트산-글리콜산 공중합체 및 류프롤리드 아세테이트로 이루어진 주사가능한 마이크로구체), 및 폴리

-D-(-)-3-히드록시부티르산을 포함한다.  중합체, 예컨대 에틸렌-비닐 아세테이트 및 락트산-글리콜산은 100일

을 초과하여 분자를 방출할 수 있는 반면, 특정 히드로겔은 단백질을 보다 짧은 기간 동안 방출한다.  본 발명

의 캡슐화된 단백질이 체내에 장시간 동안 남아있을 경우에, 이들은 37℃에서의 수분에 대한 노출 결과로서 변

성 또는 응집되어, 생물학적 활성이 상실될 수 있고 면역원성 상의 변화가 가능해진다.  관련 메카니즘에 따라

안정화를 위한 합리적인 전략이 고안될 수 있다.  예를 들어, 응집 메카니즘이 티오-디술피드 상호교환을 통한

분자간 S-S 결합 형성인 것으로 발견되면, 안정화는 술프히드릴 잔기의 변형, 산성 용액으로부터의 동결건조,

수분 함량의 제어, 적절한 첨가제의 사용 및 특정 중합체 매트릭스 조성물의 개발에 의해 달성될 수 있다.

경구 사용을 위한 본 발명의 조성물은 비-독성의 제약상 허용되는 부형제와의 혼합물 중에 활성 성분(들)을 함[0378]

유하는 정제를 포함한다.  이러한 부형제는 예를 들어 불활성 희석제 또는 충전제 (예컨대 수크로스 및 소르비

톨), 윤활제, 활택제, 및 항-부착제 (예컨대 스테아르산마그네슘, 스테아르산아연, 스테아르산, 실리카, 수소화

식물성 오일 또는 활석)일 수 있다.  경구 사용을 위한 조성물은 또한 츄어블 정제로, 또는 활성 성분이 불활성

고체 희석제와 혼합되어 있는 경질 젤라틴 캡슐로, 또는 활성 성분이 물 또는 오일 매질과 혼합되어 있는 연질

젤라틴 캡슐로 제공될 수도 있다.

생체내 투여를 위해 사용될 수 있는 제약 조성물은 전형적으로 멸균이어야 한다.  이는 멸균 여과막을 통한 여[0379]

과에 의해 달성될 수 있다.  상기 조성물이 동결건조되는 경우, 이 방법을 이용한 멸균이 동결건조 및 재구성

이전 또는 이후에 수행될 수 있다.  비경구 투여를 위한 조성물은 동결건조된 형태로 또는 용액으로 저장될 수

있다.  또한, 비경구 조성물은 일반적으로 멸균 접근 포트가 구비된 용기, 예를 들어 피하 주사 바늘에 의해 관

통될 수 있는 마개가 있는 정맥내 용액 백 또는 바이알 내에 넣는다.

제약 조성물이 제제화되면, 이는 용액, 현탁액, 겔, 에멀젼, 고체 또는 탈수되거나 동결건조된 분말로서 멸균[0380]

바이알 내에 저장될 수 있다.  이러한 제제는 즉석사용 형태 또는 투여에 앞서 재구성을 필요로 하는 형태 (예

를 들어, 동결건조) 중 하나로 저장될 수 있다.

본원의 조성물은 또한 치료할 특정 적응증에 필요한 경우에는 1종 초과의 활성 화합물, 바람직하게는 서로 유해[0381]

한 영향을 미치지 않는 상보적 활성을 갖는 화합물을 함유할 수 있다.  이러한 분자는 의도된 목적에 유효한 양

으로 조합되어 적합하게 존재한다.

X. 투여[0382]

본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴을 포함하는 제약 조성물은 경구, 비경구, 폐, 경피, 근육내, 비강내, 협측,[0383]

설하 또는 좌제 투여를 비롯한 표준 투여 기술을 사용하여 본원에 기재된 바와 같은 병리상태의 위험이 있거나

병리상태를 나타내는 대상체에게 투여될 수 있다.  적절하게는, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴 투여는 비경

구이다.  본원에 사용된 용어 비경구는 정맥내, 근육내, 피하, 직장, 질 또는 복강내 투여를 포함한다.  정맥내

또는 복강내 또는 피하 주사에 의한 말초 전신 전달이 바람직하다.

치료 유효 용량은 투여되는 대상체에 대하여 치료 효과를 생성하는 용량을 지칭한다.  치료적으로 이용될 제약[0384]

조성물의 유효량은, 예를 들어 치료 정황 및 목적에 좌우될 것이다.  통상의 기술자는 치료를 위한 적절한 투여

량 수준이 부분적으로 분자 전달시 결합제 분자가 사용되는 적응증, 투여 경로 및 환자의 크기 (체중, 체표면

또는 기관 크기) 및 상태 (연령 및 일반적 건강상태)에 따라 달라질 것이다.
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예를 들어, 치료 유효 용량은 먼저 세포 배양 검정에서 또는 동물 모델, 예컨대 마우스, 래트, 토끼, 개, 돼지[0385]

또는 원숭이에서 평가될 수 있다.  또한, 동물 모델은 적절한 농도 범위 및 투여 경로를 결정하는데 사용될 수

있다.  이어서, 이러한 정보를 사용하여 인간에서의 투여에 유용한 용량 및 경로를 결정할 수 있다.

정확한 투여량은 대상체 요구 치료와 관련된 인자에 비추어 결정될 것이고, 표준 기술을 사용하여 확인될 수 있[0386]

다.  투여량 및 투여는 활성 화합물의 충분한 수준을 제공하거나 목적하는 효과를 유지하도록 조절된다.  고려

될 수 있는 인자들은 질환 상태의 중증도, 대상체의 일반적 건강상태, 대상체의 연령, 체중 및 성별, 투여 시간

및 빈도, 약물 조합(들), 반응 감수성 및 요법에 대한 반응을 포함한다.  일반적으로, 본 발명의 항-미오스타틴

애드넥틴은 하루에 약 0.01 mg/kg 내지 약 50 mg/kg, 바람직하게는 하루에 0.01 mg/kg 내지 약 30 mg/kg, 가장

바람직하게는 하루에 0.01 mg/kg 내지 약 20 mg/kg으로 투여된다.  일부 실시양태에서, 본 발명의 항-미오스타

틴 애드넥틴은 약 1 내지 50 mg, 보다 바람직하게는 약 10-50 mg의 매주 투여량으로 투여된다.  다른 실시양태

에서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 30-200 mg, 바람직하게는 50-150 mg, 보다 바람직하게는 60-120 mg

의 매월 용량으로 투여된다.

투여 빈도는 사용되는 제제 중 결합제 분자의 약동학적 파라미터에 따를 것이다.  일반적으로, 조성물은 목적하[0387]

는 효과를 달성하는 투여량에 도달될 때까지 투여된다.  따라서, 상기 조성물은 단일 용량으로서, 또는 시간이

지남에 따라 다중 용량으로 (동일하거나 상이한 농도/투여량으로), 또는 연속 주입으로서 투여될 수 있다.  적

절한 투여량의 추가의 개선은 통상적으로 이루어진다.  적절한 투여량은 적절한 용량-반응 데이터의 사용을 통

해 확인할 수 있다.  예를 들어, 항-미오스타틴 애드넥틴은 매일 (예를 들어, 매일 1회, 2회, 3회 또는 4회) 또

는 덜 빈번하게 (예를 들어, 2일마다 1회, 매주 1회 또는 2회, 또는 매월) 제공될 수 있다.  또한, 관련 기술분

야에 공지되어 있는 바와 같이, 연령은 물론, 체중, 일반적 건강상태, 성별, 식이, 투여 시간, 약물 상호작용

및 질환의 중증도에 대한 조정이 필요할 수 있고, 통상의 기술자에 의한 일상적인 실험으로 확인가능할 것이다.

항-미오스타틴 애드넥틴는 한번에 또는 일련의 치료에 걸쳐 환자에게 적합하게 투여된다.

항-미오스타틴 애드넥틴 또는 그의 융합체, 및 하나 이상의 추가의 치료제의 투여는 동시 투여이든 또는 순차적[0388]

투여이든 관계없이 치료 용도에 대해 상기한 바와 같이 수행될 수 있다.  동시 투여에 적합한 제약상 허용되는

담체, 희석제 및 부형제는 투여될 특정 치료제의 종류에 좌우된다는 것이 통상의 기술자에 의해 이해될 것이다.

XI. 검출 방법 및 진단법[0389]

본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 또한 다양한 진단 용도에 유용하다.  예를 들어, 본 발명의 항-미오스타틴[0390]

애드넥틴은 증가된 미오스타틴 수준과 연관된 장애 또는 질환을 진단하는데 사용될 수 있다.  유사한 방식으로,

항-미오스타틴 애드넥틴은 미오스타틴-연관 상태로 치료할 대상체에서 미오스타틴 수준을 모니터링하기 위해 검

정에 사용될 수 있다.  항-미오스타틴 애드넥틴은 변형되거나 변형되지 않고 사용될 수 있고, 검출가능한 모이

어티와의 공유 또는 비공유 부착에 의해 표지될 수 있다.  검출가능한 모이어티는 검출가능한 신호를 직접적으

로 또는 간접적으로 생성할 수 있는 임의의 모이어티일 수 있다.  예를 들어, 검출가능한 모이어티는 방사성동

위원소, 예컨대 H3, C14 또는 13, P32, S35 또는 I131; 형광 또는 화학발광 화합물, 예컨대 플루오레세인 이소

티오시아네이트, 로다민 또는 루시페린; 또는 효소, 예컨대 알칼리성 포스파타제, 베타-갈락토시다제 또는 양고

추냉이 퍼옥시다제일 수 있다.

단백질을 검출가능한 모이어티와 접합시키기 위한 관련 기술분야에 공지된 임의의 방법이 이용될 수 있으며, 이[0391]

러한 방법에는 문헌 [Hunter, et al., Nature 144:945 (1962); David, et al., Biochemistry 13:1014 (1974);

Pain, et al., J. Immunol. Meth. 40:219 (1981); 및 Nygren, J. Histochem. and Cytochem. 30:407 (1982)]에

기재된 방법이 포함된다.  시험관내 방법은 단백질과 상용성인 화학, 예컨대 Cys 및 Lys와 같은 특정 아미노산

에 대한 화학을 비롯한 관련 기술분야에 널리 공지된 접합 화학을 포함한다.  모이어티 (예컨대 PEG)를 본 발명

의 단백질에 연결하기 위해, 연결기 또는 반응성 기가 사용된다.  적합한 연결기는 관련 기술분야에 널리 공지

되어 있고, 디술피드 기, 티오에테르 기, 산 불안정성 기, 광불안정성 기, 펩티다제 불안정성 기 및 에스테라제

불안정성 기를 포함한다.  바람직한 연결기는 용도에 따라 디술피드 기 및 티오에테르 기이다.  Cys 아미노산이

없는 폴리펩티드에 대해, 접합을 위한 위치가 생성되는 한편 단백질의 활성은 존재하도록 하는 위치에서 Cys가

조작될 수 있다.

검출가능한 모이어티와 연결된 항-미오스타틴 애드넥틴은 생체내 영상화에 또한 유용하다.  이러한 폴리펩티드[0392]

가 방사선 비투과성 작용제 또는 방사성동위원소에 연결될 수 있고, 이를 대상체에게, 바람직하게는 혈류 내로

투여하고, 대상체 내의 표지된 단백질의 존재 및 위치를 분석한다.  이러한 영상화 기술은 악성종양의 병기 결

정 및 치료에서 유용하다.  핵 자기 공명, 방사선학 또는 관련 기술분야에 공지된 기타 검출 수단에 의해 대상
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체 내에서 검출가능한 임의의 모이어티로 단백질이 표지될 수 있다.

항-미오스타틴 애드넥틴은 또한 친화도 정제 작용제로서 유용하다.  이러한 과정에서, 관련 기술분야에 널리 공[0393]

지된 방법을 사용하여 적합한 지지체, 예컨대 세파덱스(Sephadex) 수지 또는 여과지 상에 폴리펩티드가 고정된

다.

항-미오스타틴 애드넥틴은 경쟁적 결합 검정, 직접 및 간접 샌드위치 검정 및 면역침전 검정과 같은 임의의 공[0394]

지된 검정 방법에 이용될 수 있다 (Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-158 (CRC

Press, Inc., 1987)).

특정 측면에서, 본 개시내용은 샘플 내의 표적 분자를 검출하는 방법을 제공한다.  이 방법은 샘플을 본원에 기[0395]

재된 항-미오스타틴 애드넥틴과 접촉시키고, 여기서 상기 접촉은 항-미오스타틴 애드넥틴-표적 복합체가 형성되

도록 하는 조건 하에 수행하는 단계; 및 상기 복합체를 검출하여, 상기 샘플 내의 상기 표적을 검출하는 단계를

포함할 수 있다.   검출은 임의의 관련 기술분야-인식된 기술, 예를 들어 방사선촬영, 면역학적 검정, 형광

검출, 질량 분광분석법 또는 표면 플라스몬 공명을 사용하여 수행할 수 있다.  샘플은 인간 또는 기타 포유동물

로부터 유래될 수 있다.  항-미오스타틴 애드넥틴은 표지 모이어티, 예컨대 방사성 모이어티, 형광 모이어티,

발색 모이어티, 화학발광 모이어티 또는 합텐 모이어티로 표지될 수 있다.  항-미오스타틴 애드넥틴은 고체 지

지체 상에 고정될 수 있다.

XII. 키트 및 제조품[0396]

본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은 예정량의 시약과 본 발명의 치료 또는 진단 방법에서의 사용 지침서와의[0397]

포장 조합물인 키트로 제공될 수 있다.

예를 들어, 본 발명의 한 실시양태에서, 상기 기재된 장애 또는 상태의 치료 또는 예방에 유용한 물질을 함유하[0398]

는 제조품이 제공된다.  제조품은 용기 및 표지를 포함한다.  적합한 용기는 예를 들어 병 바이알, 시린지 및

시험 튜브를 포함한다.  용기는 다양한 물질, 예컨대 유리 또는 플라스틱으로부터 형성될 수 있다.  용기는 장

애 또는 상태를 예방 또는 치료하는데 유효한 본 발명의 조성물을 보유하고, 멸균 접근 포트를 가질 수 있다

(예를 들어, 상기 용기는 피하 주사 바늘에 의해 관통될 수 있는 마개를 갖는 정맥내 용액 백 또는 바이알일 수

있다).  조성물 중의 활성제는 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴이다.  용기 상의 또는 용기와 연관된 표지는

조성물이 선택된 상태를 치료하는데 사용된다는 것을 나타낸다.  제조품은 제약상 허용되는 완충제, 예컨대 포

스페이트-완충 염수, 링거액 및 덱스트로스 용액을 포함하는 제2 용기를 추가로 포함할 수 있다.  이는 다른 완

충제, 희석제, 필터, 바늘, 시린지, 및 사용 지침서를 갖는 포장 삽입물을 비롯하여, 상업적 및 사용자 관점에

서 바람직한 다른 물질을 추가로 포함할 수 있다.

참조에 의한 포함[0399]

특허 문서 및 웹사이트를 비롯하여 본원에 기재된 모든 문서 및 참고문헌은 전체적으로 또는 부분적으로 본 문[0400]

서에 기록된 것과 동일한 정도로 본 문서에 참조로 개별적으로 포함된다.

실시예[0401]

본 발명은 이제 하기 실시예를 참조로 기재되며, 이들 실시예는 단지 예시적이고 본 발명을 제한하려는 의도는[0402]

없다.  본 발명이 상세하게 그의 특정 실시양태들과 관련하여 기재되었지만, 본 발명의 취지 및 범주를 벗어나

지 않으면서 다양한 변화 및 변형이 본 발명에 이루어질 수 있다는 것이 통상의 기술자에게 명백할 것이다.

실시예 1 - 단백질 생산[0403]

고처리량 단백질 생산 (HTPP)[0404]

HIS6태그의 상류의 PET9d 벡터 내로 클로닝되고 이. 콜라이 BL21 DE3 plysS 세포 내로 형질전환된 선택된 결합[0405]

제를  24-웰  포맷으로  50  μg/mL  카나마이신을  함유하는  5  ml  LB  배지  내에  접종하고,  37℃에서  밤새

성장시켰다.  밤샘 배양물로부터 200 μl을 흡인하여 유도가능 발현을 위한 새로운 5 ml LB 배지 (50 μg/mL 카

나마이신) 배양물을 제조한 후, 그것을 적절한 웰에 분배하였다.  배양물을 A600 0.6-0.9까지 37℃에서 성장시켰

다.  1 mM 이소프로필-β-티오갈락토시드 (IPTG)로 유도시킨 후, 배양물을 30℃에서 6시간 동안 발현시키고, 4

℃에서 2750 g으로 10분 동안 원심분리하여 수거하였다.

세포 펠릿 (24-웰 포맷)을 450 μl의 용해 완충제 (50 mM NaH2PO4, 0.5 M NaCl, 1x 컴플리트(Complete)™ 프로[0406]
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테아제 억제제 칵테일-EDTA 무함유 (로슈(Roche)), 1 mM PMSF, 10 mM CHAPS, 40 mM 이미다졸, 1 mg/ml 리소자

임, 30 μg/ml DNAse, 2 μg/ml 아프로토닌, pH 8.0)에 재현탁시켜 용해시키고, 실온에서 1-3시간 동안 진탕시

켰다.   용해물을  정제하고,  96-웰,  1.2  ml  포획  플레이트가  구비된  96-웰  와트만(Whatman)  GF/D  유니필터

(Unifilter) 내로 전달하여 96-웰 포맷으로 재구성하고, 양압에 의해 여과하였다.  이와 같이 정제시킨 용해물

을, 평형 완충제 (50 mM NaH2PO4, 0.5 M NaCl, 40 mM 이미다졸, pH 8.0)로 평형화한 96-웰 니켈 또는 코발트-킬

레이팅 플레이트에 옮기고, 5분 동안 인큐베이션하였다.  비결합된 물질을 양압에 의해 제거하였다.  세척 완충

제 #1 (50 mM NaH2PO4, 0.5 M NaCl, 5 mM CHAPS, 40 mM 이미다졸, pH 8.0)을 이용하여 0.3 ml/웰로 수지를 2회

세척하였다.  각 세척물을 양압에 의해 제거하였다.  용리에 앞서, 각 웰을 50 μl 용리 완충제 (PBS + 20 mM

EDTA)로 세척하고, 5분 동안 인큐베이션하고, 세척물을 양압에 의해 폐기하였다.  각 웰에 추가 100 μl의 용리

완충제를 적용하여 단백질을 용리하였다.  실온에서 30분 인큐베이션 후에, 플레이트(들)를 5분 동안 200 g로

원심분리하고, 용리된 단백질을, 용리 전에 용리 포획 플레이트의 바닥에 첨가된 5μl의 0.5 M MgCl2를 함유하

는 96-웰 포획 플레이트에 수거하였다.  단백질 표준물로서 야생형 
10
Fn3 도메인을 이용하는 전체 단백질 검정을

사용하여 용리된 단백질을 정량하였다.

불용성 피브로넥틴-기반 스캐폴드 단백질 결합제의 발현 및 정제[0407]

발현을 위해, 선택된 클론(들), 이어서 HIS6태그를 pET9d 벡터 내로 클로닝하고, 이. 콜라이 BL21 DE3 plysS 세[0408]

포에서 발현시켰다.  20 ml의 접종 배양물 (단일 플레이팅된 콜로니로부터 생성됨)을 사용하여 50 μg/ml 카나

마이신 및 34 μg/ml 클로람페니콜을 함유하는 1 리터의 LB 배지 또는 TB-밤샘 발현 배지 (자가 유도)에 접종하

였다.  LB 배지 내의 배양물을 37℃에서 A600 0.6-1.0까지 인큐베이션하고, 이때 이를 1 mM 이소프로필-β-티오

갈락토시드 (IPTG)로 유도하고, 4시간 동안 30℃에서 성장시켰다.  TB-밤샘 발현 배지에서 성장시킨 배양물을

37℃에서 5시간 동안 인큐베이션하고, 이때 온도를 18℃로 낮추고, 19시간 동안 성장시켰다.  배양물을 30분 동

안 ≥10,000 g으로 4℃에서 원심분리하여 수거하였다.  -80℃에서 세포 펠릿을 냉동시켰다.  해동시킨 후, 세포

펠릿을 얼음 상에서 울트라-투락스(Ultra-turrax) 균질화기 (IKA  웍스(IKA works))를 사용하여 25 ml의 용해

완충제 (20 mM NaH2PO4, 0.5 M NaCl, 1x 컴플리트™ 프로테아제 억제제 칵테일-EDTA 무함유 (로슈), pH 7.4)에

재현탁시켰다.   모델  M-110S  마이크로플루이다이저(Microfluidizer)  (마이크로플루이딕스(Microfluidics))를

사용하여 고압 균질화 (≥18,000 psi)에 의해 세포 용해를 완성하였다.  불용성 분획을 30분 동안 ≥23,300 g으

로 4℃에서 원심분리하여 분리하였다.  용해물의 원심분리로부터 회수한 불용성 펠릿을 20 mM 인산나트륨/500

mM NaCl (pH 7.4)로 세척하였다.  펠릿을 초음파처리하면서 20 mM 인산나트륨/500 mM NaCl (pH 7.4) 중 6 M 구

아니딘 히드로클로라이드에 재용해시키고, 37℃에서 1-2시간 동안 인큐베이션하였다.  재용해된 펠릿을 0.45 μ

m  필터로  여과하고,  20  mM  인산나트륨/500  mM  NaCl/6  M  구아니딘  (pH  7.4)  완충제로  평형화한  히스트랩

(Histrap)  칼럼  상에  로딩하였다.   로딩  후에,  칼럼을  추가의  25  칼럼  부피에  대해  동일한  완충제로

세척하였다.  결합된 단백질을 20 mM 인산나트륨/500 mM NaCl/6 M 구아니딘-HCl (pH 7.4) 중 50 mM 이미다졸로

용리시켰다.  정제된 단백질을 50 mM 아세트산나트륨/150 mM NaCl (pH 4.5) 또는 PBS (pH 7.2)에 대한 투석에

의해 재폴딩하였다.

가용성 피브로넥틴-기반 스캐폴드 단백질 결합제의 발현 및 정제[0409]

불용성 결합제의 정제에 대한 대안으로서, 가용성 결합제의 정제를 또한 사용할 수 있다.  발현을 위해, 선택된[0410]

클론(들), 이어서 HIS6태그를 pET9d 벡터 내로 클로닝하고, 이. 콜라이 BL21 DE3 plysS 세포에서 발현시켰다.

20 ml의 접종 배양물 (단일 플레이팅된 콜로니로부터 생성됨)을 사용하여 50 μg/ml 카나마이신 및 34 μg/ml

클로람페니콜을 함유하는 1 리터의 LB 배지 또는 TB-밤샘 발현 배지 (자가 유도)에 접종하였다.  LB 배지 내의

배양물을 37℃에서 A600 0.6-1.0까지 인큐베이션하고, 이어서 이를 1 mM 이소프로필-β-티오갈락토시드 (IPTG)로

유도하고, 4시간 동안 30℃에서 성장시켰다.  TB-밤샘 발현 배지에서 성장시킨 배양물을 37℃에서 5시간 인큐베

이션하고, 이후 온도를 18℃로 낮추고, 19시간 동안 성장시켰다.  배양물을 30분 동안 ≥10,000 g으로 4℃에서

원심분리하여 수거하였다.  -80℃에서 세포 펠릿을 냉동시켰다.  해동시킨 세포 펠릿을 얼음 상에서 울트라-투

락스 균질화기 (IKA 웍스)를 사용하여 25 ml의 용해 완충제 (20 mM NaH2PO4, 0.5 M NaCl, 1x 컴플리트™ 프로테

아제 억제제 칵테일-EDTA 무함유 (로슈), pH 7.4)에 재현탁시켰다.  모델 M-110S 마이크로플루이다이저 (마이크

로플루이딕스)를 사용하여 고압 균질화 (≥18,000 psi)에 의해 세포 용해를 완성하였다.  30분 동안 ≥23,300 g

으로 4℃에서 원심분리하여 가용성 분획을 분리하였다.  상청액을 0.45 μm 필터를 사용하여 정화하였다.  정화
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된 용해물을 20 mM 인산나트륨/500 mM NaCl (pH 7.4)로 예비-평형화한 히스트랩 칼럼 (GE) 상에 로딩하였다.

이어서 칼럼을 25 칼럼 부피의 동일한 완충제, 이어서 20 칼럼 부피의 20 mM 인산나트륨/500 mM NaCl/25 mM 이

미다졸 (pH 7.4), 그 다음 35 칼럼 부피의 20 mM 인산나트륨/500 mM NaCl/40 mM 이미다졸 (pH 7.4)로 세척하였

다.  단백질을 15 칼럼 부피의 20 mM 인산나트륨/500 mM NaCl/500 mM 이미다졸 (pH 7.4)로 용리시키고, A280에

서의 흡광도를 기준으로 하여 분획을 모으고, 1x PBS 또는 50 mM 트리스, 150 mM NaCl (pH 8.5) 또는 50 mM

NaOAc, 150 mM NaCl (pH 4.5)에 대하여 투석하였다.  침전물을 0.22 μm로 여과하여 제거하였다.

폴리에틸렌 글리콜 (PEG)을 이용한 애드넥틴의 부위-특이적 PEG화[0411]

조작된 시스테인 잔기를 함유하는 애드넥틴을, 시스테인 상의 티올 기와 PEG 또는 n-에틸말레이미드 (NEM)의 말[0412]

레이미드 관능기 사이의 마이클(Michael)-부가 화학을 통해 PEG 또는 시스테인-차단 시약과 접합시켰다.  2-분

지형 40kDa PEG (NOF 코포레이션, P/N GL2-400MA)에 의한 PEG화를 위해, PEG를 약산성 내지 중성 조건 하에서

단백질 용액에 몰 과량으로 첨가하였다.  반응이 밤새 2시간 동안 실온에서 진행되도록 하였다.  이어서, 미반

응 PEG-말레이미드 및 비-PEG화 애드넥틴으로부터 PEG화 애드넥틴을 분리하기 위해 반응물을 이온 교환 칼럼에

적용하였다.   4-분지형  40kDa  PEG  (NOF,  P/N  GL4-400MA)  또는  20kDa  비스-PEG  (NOF  코포레이션,  P/N  DE-

200MA)에 의한 PEG화를 위해, 애드넥틴을 시트레이트 완충제 (pH 6.5) 중 SP FF로부터 정제하였다.  DTT에 의한

환원 후, 샘플을 G25 칼럼 상에서 동일한 완충제 내로 탈염하여 DTT를 제거하고, 실온에서 2시간 동안 20kDa 비

스-PEG 또는 4-분지형 40K PEG와 2:1 (PEG:애드넥틴) 비로 반응시키고, 과량의 BME의 첨가에 의해 반응을 중지

시켰다.  샘플을 리소스(Resource) 15S 칼럼 (GE #17-0944-10)에 의해 정제하여 비-PEG화 종 (및 20kDa 비스-

PEG 반응의 경우에 모노-PEG화 종)을 선택적으로 제거하였다.  최종 정제용 SEC 칼럼 (GE #17-1071-01, 슈퍼덱

스(Superdex) 200, 26/60)을 사용하여 (필요한 경우) 고분자량 종 및 미반응 애드넥틴을 제거하였다.  CYS-차단

된 애드넥틴을 제조하기 위해, 10배 몰 과량의 NEM (피어스 케미칼(Pierce Chemical))을 상기 언급된 시트레이

트 (pH 6.5) 완충제 중의 G25 탈염 단계 직후에 첨가하였다.  이를 실온에서 1시간 동안 인큐베이션하고, 과량

의 BME의 첨가에 의해 반응을 중지시켰다.  이어서, 샘플을 PBS에 대하여 투석하였다.  정제된 접합 애드넥틴을

SDS-PAGE 및 크기 배제 크로마토그래피에 의해 분석하였다.

태그부착되지 않은 피브로넥틴-기반 스캐폴드 단백질 결합제의 정제 및 PEG화[0413]

선택된 결합제를 HIS6태그가 없는 pET9d 벡터로 클로닝하고, 이. 콜라이 BL21 DE3 plysS 세포에서 발현시켰다.[0414]

단일 플레이팅된 콜로니로부터 사전 단리된 접종 배양물 25 ml를 pH 6.85 배지 + 50 ug/ml 카나마이신 (pH 조정

을 위한 염화암모늄, 시트르산, 시트르산암모늄제2철, 황산마그네슘, 일염기성 인산나트륨 1수화물, 무수 덱스

트로스, 글리세롤, 파이톤 펩톤, 과립화된 효모 추출물, 카나마이신 술페이트, 황산암모늄)을 사용하여 OD 600

nm이 1-2에 도달할 때까지 125 ml 플라스크에서 성장시켰다.  10 L 발효조 (7.5 L 시작 부피의 배치 배지)를 최

종 OD 600 nm 0.003에서 접종하였다.  배양물을 650 rpm 및 >30%의 용존 O2 수준에서 일정하게 혼합하며 pH를

유지하면서 25℃에서 밤새 성장시켰다.  다음날, 온도를 37℃로 이동시키고, OD 600 nm이 20-25에 도달할 때까

지 배양물을 성장시켰다.  목표 OD가 달성되면, 온도를 30℃로 이동시키고, 배양물을 IPTG (최종 농도: 1 mM)로

유도시켰다.  공급 배지 (pH 조정을 위한 글리세롤, 파이톤 펩톤, 과립화된 효모 추출물, 카나마이신 술페이트

및 인산)를 40 ml 배지/L 형성 부피/hr의 비로 첨가하였다.  세포를 4℃에서 30분 동안 10,000 g로 원심분리하

여 수거하였다.  세포 펠릿을 -80℃에서 냉동시켰다.

세포 페이스트를 10 ml 완충제/g 세포 페이스트의 비로 1x PBS에서 해동시켰다.  해동되면, 샘플을 균질화될 때[0415]

까지 울트라투락스 균질화기 (IKA 웍스)에 의해 분쇄하였다.  이어서, 용액을 18,000 psi에서 마이크로플루이다

이저를 통해 2회 통과시켰다.  가용성 분획을 4℃에서 10,000 g 이상으로 30분 동안 원심분리하여 분리하였다.

상청액을 아세트산나트륨 (pH 4.5)에 의해 1:1로 희석하고, 0.2 μm 필터로 정화하였다.  정화된 용해물을 50

mM 아세트산나트륨 (pH 4.5)으로 예비-평형화한 SP FF 칼럼 (SP1; GE) 상에 로딩하였다.  이어서, 칼럼을 2 칼

럼 부피의 동일한 완충제, 이어서 8 칼럼 부피의 50 mM 아세트산나트륨/350 mM NaCl (pH 4.5)로 세척하였다.

단백질을 50 mM 아세트산나트륨/700 mM NaCl (pH 4.5)로 용리시켰다. A280에서의 흡광도를 기준으로 하여 용리물

을 모았다.

SP1 용리물을 20 mM 인산나트륨 (pH 6.7)으로 1:5로 희석하고, 20 mM 인산나트륨/100 mM NaCl (pH 6.7)로 예비[0416]

-평형화한 SP FF 칼럼 (SP2) 상에 로딩하였다.  이어서, 칼럼을 2 칼럼 부피의 동일한 완충제로 세척하였다.

단백질을 20 mM 인산나트륨/0.5 M NaCl (pH 6.7)을 이용하여 칼럼으로부터 용리시켰다.  A280에서의 흡광도를 기

준으로 하여 용리물을 모았다.
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SP2  용리물을 20  mM  인산나트륨 (pH  6.7)을 이용하여 100  mM  NaCl로 희석시키고, 20  mM  인산나트륨/100 mM[0417]

NaCl (pH 6.7)로 예비-평형화한 Q FF 칼럼 (GE) 상에 로딩하였다.  FT 피크 (생성물 함유)를 수집하였다.  FT

피크가 기준선으로 복귀할 때까지 칼럼을 평형 완충제로 세척하였다.

조작된 시스테인 잔기를 함유하는 애드넥틴을, 시스테인 상의 티올 기와 PEG 시약의 말레이미드 관능기 사이의[0418]

마이클-부가 화학을 통해 PEG와 접합시켰다.  Q FT 분획을 40kDa 분지형 PEG를 이용하여 2:1의 PEG 대 단백질의

비로 PEG화하였다.  샘플은 실온에서 밤새 인큐베이션하였다.  PEG화 반응물을 2 부분으로 50 mM 아세트산나트

륨 (pH 4.5)으로 희석시키고, 50 mM 아세트산나트륨 (pH 4.5)으로 예비-평형화한 SP FF 칼럼 (GE) 상에 로딩하

였다.  칼럼을 2 칼럼 부피의 동일한 완충제로 세척하였다.  PEG화 단백질을 50 mM 아세트산나트륨/200 mM NaCl

(pH 4.5)을 이용하여 칼럼으로부터 용리시켰다.  A280에서의 흡광도를 기준으로 하여 용리물을 모았다.  PEG화

단백질을 30kDa 밀리포어 바이오맥스(Millipore Biomax) 막을 사용하여 농축시켰다.  샘플을 0.22 μm 필터로

여과하고, 예를 들어 4℃, -20℃ 또는 -80℃에서 저장하였다.

Fc-포맷화 피브로넥틴-기반 스캐폴드 단백질 결합제의 일시적 발현 및 정제[0419]

DNA 생성을 위해, 선택된 후보를, 이. 콜라이 Top10 세포가 형질전환된 pDV-16 플라스미드 내로 클로닝하였다.[0420]

pDV-16은 변형 버전의 pTT5 (입스 두로처(Yves Durocher), NRC 캐나다)이며, 여기에는 인간 IgG1-Fc 코딩 서열

이 도입되었고, 그 앞에 신호 서열이 있고, Fc의 각 말단에 애드넥틴 코딩 서열이 삽입되도록 제한 부위가 포함

되었다.  형질전환된 세포를, 100 μg/ml 암피실린을 함유하는 1 L의 루리아(Luria) 브로쓰에 접종하고 37℃에

서 18시간 동안 225 rpm으로 회전식 인큐베이터에서 인큐베이션하여 확장시켰다.  박테리아 펠릿을 4℃에서 30

분 동안 10000 g 초과로 원심분리하여 수거하였다.  정제된 플라스미드 DNA를 퀴아젠 플라스미드 플러스 메가

키트(QIAGEN  Plasmid  Plus  Mega  Kit)  (퀴아젠)를  사용하여  제조업체의  프로토콜에  기재된  바와  같이

단리하였다.  정제된 DNA를 260 nm에서의 흡광도를 사용하여 정량하고, 사용 전에 -80℃에서 냉동시켰다.

HEK 293-EBNA1 (클론 6E) (입스 두로처, NRC 캐나다) 세포를 37℃, 5% CO2에서 10 L 지이 헬스케어 웨이브(GE[0421]

Healthcare Wave) 백 내의 2 L의 F17 배지에서 2x10
6
개 세포/ml로 확장시키고, 18 rpm으로 8도 각으로 진탕시켜

혼합하였다.

DNA는 형질감염을 위해 다음과 같이 제조하였다: F17 배지를 37℃로 가온하였다.  DNA 및 PEI 형질감염 시약을[0422]

멸균 생물안전성 후드에서 해동시켰다.  DNA (2.25 mg)를 멸균 폴리프로필렌 배양 플라스크에서 100 ml의 가온

된 F17 배지에 첨가하고, 스월링에 의해 서서히 혼합하였다.  별개의 플라스크에서, 6.75 mg의 PEI (1 mg/ml)를

100 ml의 예비-가온된 F17 배지와 합하고, 스월링에 의해 서서히 혼합하였다.  플라스크를 5분 동안 방치시킨

후에, DNA를 함유하는 플라스크에 PEI 용액을 첨가하고 스월링에 의해 서서히 혼합하면서 내용물을 합하였다.

DNA:PEI 혼합물을 함유하는 플라스크의 내용물을, 생물안전성 후드에서 15분 동안 실온에서 인큐베이션한 후의[0423]

HEK 293-6E 세포를 함유하는 웨이브 백에 첨가하였다.  형질감염된 HEK 293-6E 세포를 함유하는 백을 37℃, 5%

CO2에서 24시간 동안 인큐베이션하고, 18 RPM으로 8도 각으로 진탕시켜 혼합하였다.  24시간 후에, F17 배지에

용해된 100 ml의 멸균 여과 20% 트립톤 N1 (오르가노테크니(Organotechnie), 캐나다)을 배양물에 무균으로 첨가

하였다.  세포 및 배지를 상기한 바와 같은 인큐베이션 추가 72시간 후에 수거하였다.  대안적으로, 진탕 플라

스크 (2 L 플라스크 내 0.5 L 배지)에서의 일시적인 HEK 발현을 DNA:PEI 1:2의 비로 수행할 수 있었다.  세포를

4℃에서 30분 동안 6000 g로 원심분리하여 조건화 배지로부터 분리하였다.  조건화 배지를 유지하고, 0.2 μM

필터를 통해 여과하고, 4℃에서 저장하였다.

조건화 배지를, 5 ml/분의 비로 PBS에서 예비-평형화한 지이 맵셀렉트 슈어(GE MabSelect Sure) 수지를 함유하[0424]

는 10 ml 크로마토그래피 칼럼에 적용하였다.  여과된 조건화 배지를 로딩한 후에, 칼럼을 실온에서 적어도 100

ml의 PBS로 세척하였다.  정제된 생성물을 100 mM 글리신/100 mM NaCl (pH 3.0)의 적용으로 칼럼으로부터 용리

시켰다.  분획을 1/6 부피의 1M 트리스 (pH 8)를 함유하는 튜브 내로 수집하거나 또는 A280 흡광도에 따라 모은

후에 1M 트리스 (pH 8)를 100 mM까지 첨가하여 pH를 중성화하였다.  고분자량 종의 함량이 프로테인 A 용리 후

에  5%를  초과하는  경우,  샘플을  PBS에서  슈퍼덱스  200  (26/60)  칼럼  (지이  헬스케어)에  의해  추가로

정제하였다.  단량체를 함유하는 SEC 분획을 모으고 농축시켰다.  생성된 프로테인 A 또는 SEC 풀을 4℃에서

PBS에 대하여 철저하게 투석하고, -80℃에서 냉동시키기 전에 0.22 μm 컷오프 필터를 사용하여 멸균 여과하였

다.

벌크 제조: 포유동물 발현 및 일차 회수: UCOE CHO 시스템[0425]
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CHO-S 세포에서 편재성 염색질 개방 요소 (UCOE) [밀리포어로부터의 변형된 UCOE 벡터]를 함유하는 pUCOE 벡터[0426]

내로  클로닝된  항-미오스타틴  애드넥틴-Fc  융합체를  형질감염시켜  포유동물  리서치  셀  뱅크(Research  Cell

Bank,  RCB)를  생성하였다.   12.5  μg/mL  퓨로마이신을 함유하는 선택 배지 (CD  CHO  배지 (인비트로젠)  내

0.04% (v/v) L-글루타민 (인비트로젠) 및 0.01% (v/v) HT 보충제 (인비트로젠))에서 세포를 확장시켜 RCB를 확

립하였다.   낮은  계대배양  수  세포를  원심분리를  통해  무균으로  단리하고,  뱅킹  배지  (CD  CHO  배지

(인비트로젠) 내 0.04% (v/v) L-글루타민 (인비트로젠), 0.01% (v/v) HT 보충제 (인비트로젠) 및 7.5% (v/v)

DMSO)에 1 x 10
7
개 세포/mL의 최종 농도로 재현탁시켰다.  이러한 세포를 처음에 70% 이소프로필 알콜 조에서

-80℃에서 밤새 냉동시키고, 이어서 다음 날 장지간 저장을 위해 액체 질소로 옮겼다.

단일 RCB 바이알을 12.5 μg/mL 퓨로마이신을 함유하는 25 mL의 선택 배지 내로 해동시키고 배양물을 동일한 배[0427]

지에서 확장시켜 세포 배양을 개시하였다.  세포를 분리 전의 1-2 x 10
6
개 세포/mL 내지 0.2 x 10

6
개 세포/mL의

농도에 도달하도록 하였다.  세포를 생물반응기 시딩 전 2-4주 사이에 일반적으로 유지시켰다.  확장 배양물을

마지막까지 계대배양하고, 8 L의 생산 배지 (0.01% (v/v) HT 보충제 (인비트로젠), 0.04% (v/v) 글루타맥스 (깁

코(Gibco)) 및 0.005% (v/v) 플루로닉 F-68 (깁코)을 함유하는 인비트로젠 CD CHO 배지)를 함유하는 15 L 생물

반응기가 0.2 x 10
6
개 세포/mL의 최종 밀도로 시딩될 수 있는 지점까지 성장하도록 하였다.  생물반응기 배양물

을 VCD (생존 세포 밀도), 퍼센트 생존율, pH 및 글루코스 농도에 대해 매일 모니터링하였다.  생물반응기 배양

물에 공급 배지를 10% 총 부피 볼루스 첨가로 제3일 및 제6일에 공급하였다.  배양물을 제7일과 제9일 사이에

퍼센트 생존율 >70%로 수거하였다.  배양 동안, 생물반응기 배양물을 pH 7.1, 온도 37℃, %DO2 40% 및 100의 일

정한 RPM으로 제어하였다.

수거 날, 생물반응기 배양물을 6.0/3.0 μm 깊이 필터로 직접 통과시킨 후, 멸균 백 내로의 멸균 0.8/0.2 μm[0428]

여과를 수행하였다.  정화된 멸균 배양물을 2-8℃에서 밤새 저장하였다.  이어서, 정화된 배양물을 30,000 kDa

막을 사용하는 편평시트 TFF를 통해 농축시켰다.  수거 역가에 따라 대략의 농도는 6x였다.  이어서, 농축된 상

청액을 PETG 병 내로 멸균 여과하고, 직접 처리하거나 -80℃에서 저장하였다.

항-미오스타틴-애드넥틴-Fc 융합체 정제[0429]

수거된 배양물 상청액 (순수한 것 또는 농축된 것)을 PBS로 사전 평형화한 맵셀렉트 프로테인 A 칼럼 상에 로딩[0430]

하였다.  칼럼을 5CV의 50mM 트리스 (pH8.0), 1M 우레아, 10% PG로 세척하였다.  애드넥틴-Fc 융합체를 100 mM

글리신 (pH 3.3)을 이용하여, 피크를 수집하면서, 1CV의 200 mM 아세트산나트륨 (pH 4.5)으로 사전 충전시킨 용

기 내로 용리시켰다.  피크 용리는 A280에서의 흡광도를 기준으로 하였다.

프로테인 A 용리물을 2 M 시트르산의 첨가에 의해 pH 3.0으로 희석하고, 바이러스 불활성화를 위해 실온에서 1[0431]

시간 동안 놓아두었다.  이어서, 샘플을 pH 4.5에 도달할 때까지 200 mM 삼염기성 인산나트륨으로 희석하였다.

필요한 경우, 용액을 10ms/cm 미만의 보다 낮은 전도도에 이를 때까지 물로 추가로 희석하였다.

희석된 프로테인 A 용리물을 음성 포획 모드에서 50mM 아세트산나트륨 (pH 4.5)으로 사전 조건화한 도소(Tosoh)[0432]

Q 600C AR (도소 바이오사이언스(Tosoh Bioscience)) 상에 통과시켰다.  A280에서의 흡광도를 기준으로 하여 유

통 피크를 수집하였다.  칼럼을 50mM 아세트산나트륨으로 세척하고, 0.2N NaOH로 스트리핑하였다.

Q 600C AR 유통물을 30K NMWCO 중공 섬유 막 (GE)을 이용하는 접선 흐름 여과를 사용하여 보유물을 매우 서서히[0433]

혼합하면서 제제화하였다.  애드넥틴-Fc 융합체를 6 다이아볼륨(diavolume)을 위해 25mM 인산나트륨, 150mM 트

레할로스 (pH 7.0) 내로 정용여과한 다음, 목표 단백질 농도로 농축시켰다.

실시예 2 - 항-미오스타틴 단백질의 생물물리학적 평가[0434]

크기 배제 크로마토그래피: 중간규모 과정으로부터 생성된 후보 애드넥틴에 대하여 표준 크기 배제 크로마토그[0435]

래피 (SEC)를 수행하였다. A214 nm 및 A280 nm에서의 UV 검출 및 형광 검출 (여기 280 nm, 방출 350 nm)을 동

반하는 애질런트 1100 또는 1200 HPLC 시스템 상의 슈퍼덱스 200 10/30 또는 슈퍼덱스 75 10/30 칼럼 (지이 헬

스케어)을 사용하여 중간규모 물질의 SEC를 수행하였다.  이용된 SEC 칼럼에 적절한 유량으로 100 mM 황산나트

륨/100 mM 인산나트륨/150 mM 염화나트륨 (pH 6.8)의 완충제를 사용하였다.  분자량 보정에는 겔 여과 표준물

(바이오라드 래보러토리즈(BioRad Laboratories),  캘리포니아주 허큘레스)을 사용하였다.  중간규모의 정제된

애드넥틴에 대한 SEC의 결과는 표 9 및 10에 제시된 바와 같이 구상 겔 여과 표준물 (바이오라드) 대비 대략 10

kDa 범위의 우세한 단량체성 애드넥틴 및 용리를 보여주었다.
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열안정성: HTPP 애드넥틴의 열 스캐닝 형광 (TSF) 분석을 수행하여 애드넥틴을 상대 열 안정성에 의해 스크리닝[0436]

하였다.  샘플을 PBS 중 0.2 mg/ml로 정규화하였다.  PBS로 1:40으로 희석시킨 1 μl의 스피로(Sypro) 오렌지

염료를 25 μl의 각 샘플에 첨가하고, 플레이트를 투명한 96 웰 마이크로플레이트 접착 밀봉제로 밀봉하였다.

샘플을 바이오라드 RT-PCR 기계를 사용하여 25℃에서 95℃로 분당 2도의 비로 온도 상승시켜 스캐닝하였다.  데

이터를 바이오라드 CFX 매니저 2.0 소프트웨어를 사용하여 분석하였다.  TSF에 의해 얻은 Th 값은 40℃ 내지 70

℃의 용융 범위에 걸쳐 DSC에 의해 얻은 Tm 값과 매우 상관관계가 있는 것으로 나타났다.  이는 상기 기술에 대

해 허용가능한 작동 영역이라고 생각된다.  전이 곡선의 기울기가 너무 작아서 그의 유도 피크 (시간에 따른 형

광의 변화율)가 노이즈와 구별될 수 없을 경우에 ND ("데이터 없음")의 결과가 얻어진다.  "ND" 결과는 열안정

성의 지표로 해석될 수 없다.  투석된 HTPP 및 중간규모 애드넥틴의 시차 주사 열량측정법 (DSC) 분석을 수행하

여 애드넥틴의 각각의 Tm을 결정하였다.  0.5 mg/ml 용액을 70 p.s.i 압력 하에 15℃에서 110℃로 분당 1도의

비로 온도 상승시켜 VP-모세관 시차 주사 열량계 (지이 마이크로칼(GE Microcal))에서 스캐닝하였다.  데이터를

오리진 소프트웨어(Origin Software) (오리진랩 코포레이션(OriginLab Corp))를 사용하여 최적 적합성을 사용하

여 적절한 완충제의 대조 실행에 대비하여 분석하였다.  TSF 및 DSC 분석의 결과는 표 8 내지 10에 요약된다.

표 8 내지 10에 제시된 바와 같이, 다수의 클론은 60℃ 초과의 언폴딩 온도를 나타냈으며, 이는 의약 제제화에

적합한 고도의 생물물리학적으로 안정한 구조를 나타낸다.  애드넥틴은 일반적으로 명백한 안정성 손실 없이

PEG화 또는 Fc-포맷화에 허용된다.  일부 경우에서, 이러한 포맷은 개선된 안정성을 제공하였다.  예를 들어,

비변형 애드넥틴으로서의 3116_A07은 TSF에 의해 60℃의 Tm을 가졌으나, PEG화할 경우 (ATI-1377)에 DSC에 의한

Tm은 68℃였고, Fc-X 포맷에서 (PRD-1286) DSC에 의한 Tm은 66℃였다.

실시예 3 - 세포-기반 루시페라제 검정[0437]

루시페라제 리포터 플라스미드인 액티빈-반응성 요소 (ARE)-luc를 반딧불이 루시페라제 리포터와 직렬로 ARE의[0438]

9회 반복물을 라이게이션시켜 생성하였다.  플라스미드를 HepG2 세포 내로 일시적으로 형질감염시켰다.  플라스

미드  pGL4.74[hRluc/TK]를  공-형질감염시켜  형질감염  효율에  대해  정규화하였다.   96-웰  플레이트에  웰당

10,000개 세포를 플레이팅하였다.  단백질, 예컨대 미오스타틴, 액티빈 또는 BMP-11을 세포에 첨가하고, 이들이

그의 동족 수용체에 결합하는 경우, 하류 SMAD 신호전달이 촉발되어, ARE에 대한 인산화 SMAD 복합체의 결합이

일어난다.  세포에 노출된, 예를 들어 미오스타틴의 양은 생산된 루시페라제 단백질의 양 및 그에 따라 측정된

루시페라제 활성의 양에 정비례한다.  미오스타틴 길항제 (예를 들어, 항-미오스타틴 애드넥틴)를 미오스타틴과

함께 세포에 첨가하는 경우, ARE의 활성화가 감소되어, 루시페라제 생산 및 활성의 감소가 일어난다.

이 실험에서, (1) 항-미오스타틴 애드넥틴 및 미오스타틴, (2) 항-미오스타틴 애드넥틴 및 액티빈 A 또는 (3)[0439]

항-미오스타틴 애드넥틴 및 BMP-11을 세포에 첨가하기 전에 예비인큐베이션하였다.  미오스타틴 (알앤디 시스템

즈)을 10-500 pM으로 사용하고, 액티빈 A (알앤디 시스템즈)를 10-500 pM으로 사용하고, BMP-11 (알앤디 시스템

즈)을 10-500 pM으로 사용하였다.  이러한 다양한 조합으로 밤새 인큐베이션한 후, 세포를 용해시키고, 루시페

라제  활성  (발광)을  듀얼-글로(Dual-Glo)  루시페라제  검정  시스템®  (엔비젼(EnVision))을  사용하여

측정하였다.  IC50은 미오스타틴-유도된 ARE-루시페라제 활성의 50% 억제에 도달하는데 요구되는 애드넥틴의 농

도로 정의된다.

표 8 내지 10에 제시된 바와 같이, 항-미오스타틴 애드넥틴은 ARE-luc 리포터 활성의 미오스타틴-매개된 증가를[0440]

억제하였다.

실시예 4 - HTRF 결합 검정[0441]

HTRF 검정을 사용하여 미오스타틴에 대한 항-미오스타틴 애드넥틴의 결합 친화도를 측정하였다.  검정은 공여자[0442]

형광단으로서 Eu-W1024 표지를 사용하고 수용자 형광단으로서 알렉사 플루오르(Alexa Fluor)® 647을 사용하는

경쟁적 HTRF 검정이었다.  비오티닐화 애드넥틴 1889E01 및 알렉사 플루오르® 647 표지된 rhActRIIb-Fc는 미오

스타틴에  별개의  두  결합  부위에  동시에  결합할  수  있었다.   Eu-W1024  표지된  스트렙타비딘은  비오티닐화

1889E01에 결합하는데 사용되었다.  2종의 형광단, Eu-W1024 및 알렉사 플루오르® 647은 1889E01/미오스타틴

/ActRIIb-Fc  복합체의  형성에  의해  함께  모여지고,  HTRF  신호는  엔비전  플레이트판독기  (퍼킨  엘머(Perkin

Elmer)) 상에서 HTRF 프로토콜을 사용하여 판독할 수 있었다.  경쟁적 애드넥틴의 존재 하에, HTRF 신호는 감소

하였다.  IC50은 표 8 내지 10에 제시된다.

<표 8>[0443]

항-미오스타틴 모노-애드넥틴에 대한 생물물리학적 특성화, ARE-루시페라제 리포터 검정 및 HTRF 결합 검정 결[0444]
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과

[0445]

[0446]

<표 9>[0447]

PEG화 항-미오스타틴 애드넥틴에 대한 생물물리학적 특성화, ARE-루시페라제 리포터 검정 및 HTRF 결합 검정 결[0448]

과
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[0449]

<표 10>[0450]

Fc-융합된 항-미오스타틴 애드넥틴에 대한 생물물리학적 특성화, ARE-루시페라제 리포터 검정 및 HTRF 결합 검[0451]

정 결과

[0452]
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[0453]

실시예 5 - 미오스타틴-유도된 SMAD2 인산화의 항-미오스타틴 애드넥틴-매개된 억제[0454]

인간 횡문근육종 RH41 세포 (DSMZ, 독일 브라운슈바이크)를 하기 기재된 12-, 2- 및 4-점 억제 반응 분석에 사[0455]

용하였다.  세포를 배양 배지로부터 제거하고, 세척하여 혈청을 제거하고, 4시간 동안 BSA를 함유하는 검정 배

지에서 휴지시켰다.  세포를 베르센을 사용하여 플라스크로부터 들어올려 96-웰, V-바닥 폴리프로필렌 플레이트

에 5x10
5
개 세포/웰로 옮겼다.  12-점 억제 반응을 위해, 1000 nM에서 시작하는 5배 희석 농도 범위 (즉, 1000

nM, 200 nM, 40 nM, 8 nM, 1.6 nM, 0.32 nM, 0.064 nM, 0.0128 nM, 0.00256 nM, 0.000512 nM, 0.000102 nM,

.0000204 nM)의 애드넥틴과 함께 1시간 동안 예비인큐베이션한 100 pM 재조합 미오스타틴 (알앤디 시스템즈)을

세포에 첨가하였다.  4-점 억제 반응을 위해, 일정 농도 범위 (30 nM, 3 nM, 0.1 nM 또는 0.001 nM)의 애드넥

틴과 함께 1시간 동안 예비인큐베이션한 100 pM의 미오스타틴을 세포에 첨가하였다.  2-점 억제 반응을 위해,

일정 농도 범위 (10nM 또는 0.5nM)의 애드넥틴과 함께 1시간 동안 예비인큐베이션한 100 pM의 미오스타틴을 세

포에 첨가하였다.  세포를 37℃에서 1시간 동안 미오스타틴-애드넥틴 혼합물로 처리하여 SMAD2 인산화 (pSmad

2)를 유도하였다.  세포를 얼음 상에 놓고 빙냉 PBS를 첨가하여 자극을 중지시켰다.  세포를 펠릿화하고, 표준

프로토콜에  따라  용해시키고,  SMAD2  인산화를  ELISA  검정  (셀  시그널링  테크놀로지스(Cell  Signaling

Technologies))을 사용하여 검출하였다.  상기 농도 범위의 애드넥틴에 의해 달성된 억제를 그래프패드 프리즘

(GraphPad Prism) 소프트웨어를 사용하여 플롯팅하고, 100% 및 0% 억제를 제공하는 대조군에 대해 데이터 점을

정규화하였다.  IC50은 미오스타틴-유도된 SMAD2 인산화의 50% 억제에 도달하는데 요구되는 애드넥틴의 농도로

정의된다.  표 11에 제시된 데이터는 모 클론 1979_B06 및 2062_G02 둘 다의 친화도 최적화로부터 유래된 애드

넥틴이 미오스타틴-유도된 pSMAD 인산화를 강력하고도 완전하게 억제하였음을 나타내고, IC50 값이 0.78 nM 내

지 0.06 nM 범위임을 입증하였다.  이는 모 클론 1979_B06 (IC50 = 12.8 nM) 및 2062_G02 (IC50 = 59.1 nM)에

비해 IC50 값에 있어서 16-75배 초과의 개선을 나타낸다. 

<표 11>[0456]
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항-미오스타틴 애드넥틴에 의한 SMAD2 인산화 (pSMAD2)의 억제[0457]

[0458]

실시예 6 - 항-미오스타틴 애드넥틴에 대한 SPR 친화도 측정[0459]

SPR 포맷 A를 사용하는 애드넥틴 결합 동역학[0460]

항-인간 Fc 항체 (비아코어/GE)를 비아코어 CM5 칩 상에 NHS/EDC 커플링을 통해 제조업체의 명령에 따라 고정시[0461]

켰다.  ActRIIb-Fc (알앤디 시스템즈)는 참조물 및 활성 유동 세포 둘 다에서 포획되었고, 이어서 인간 미오스

타틴 (알앤디 시스템즈), 인간 BMP-11 (GDF-11; 알앤디 시스템즈) 또는 인간 액티빈 A (알앤디 시스템즈) (각각

제조업체 제시 프로토콜에 따라 용해되었고 HBSP 실행 완충제에 희석됨)는 단지 활성 유동 세포 상에서만 포획

되었다.  항-미오스타틴 애드넥틴의 농도 범위는 HBSP 실행 완충제에서 모든 유동 세포에 걸쳐 적용되었다.  사

이클 사이 칩 표면의 재생을 3M MgCl2의 30초 펄스 2회로 수행하였다.  참조물-차감된 센소그램의 동역학적 자

취를 비아이밸루에이션(Biaevaluation) 소프트웨어를 사용하여 1:1 결합 모델에 핏팅하였다.  비아코어 동역학

적 데이터의 개요는 표 12에 제시된다.

표 12에 제시된 데이터는 최적화된 자손 애드넥틴이 각각 29 및 49 nM의 KD를 나타내는 모 애드넥틴 1979_B06[0462]

및 2062_G02와 비교하여 0.06-1.47 nM 범의의 KD로 미오스타틴에 단단하게 결합함을 나타낸다.

PEG화시, ARE-루시페라제 검정에서의 효력에 대해 PEG화의 효과가 존재하지 않았지만, 미오스타틴 친화도에 있[0463]

어서는 0.76 내지 14.4 nM 범위의 KD로 일부 손실이 존재하였다 (표 8 및 9 참조).

BMP-11에 대한 애드넥틴 선택성은 전적으로 비-선택성인 것에서부터 17배 이하까지의 범위이며, 반면에 액티빈[0464]
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에 대한 결합성은 매우 약하거나 존재하지 않아서 액티빈에 대한 높은 선택성을 제시한다.

SPR 포맷 B를 사용하는 애드넥틴 결합 동역학 (Fc-포맷화 애드넥틴에 유용함)[0465]

인간 미오스타틴 (알앤디 시스템즈), 인간 BMP-11 (GDF-11; 알앤디 시스템즈) 또는 인간 액티빈 A (알앤디 시스[0466]

템즈)를 제조업체 제시 프로토콜에 따라 용해시키고, 비아코어 CM5 칩 상에 표준 NHS/EDC 커플링을 사용하여 아

세테이트 (pH 4.0 또는 4.5) 완충제 중 1-10 μg/mL로 고정시켰다.  일정 농도 범위의 항-미오스타틴 애드넥틴

을 HBSP 실행 완충제에 적용하였다.  사이클 사이 칩 표면의 재생을 60초간 10-50 mM NaOH로 수행하였다.  참조

물-차감된 센소그램의 동역학적 자취를 비아이밸루에이션 소프트웨어를 사용하여 1:1 결합 모델에 핏팅하였다.

Fc-포맷화 애드넥틴의 경우, 심지어 낮은 고정화 밀도에서도 2가 Fc 및 이량체 미오스타틴의 결합력에 의해 상

호작용 동역학이 구동된다.  비아코어 동역학적 데이터의 개요는 표 12에 제시된다.  표 12에 제시된 데이터는

이러한 SPR 포맷으로 실행된 일부 애드넥틴이 미오스타틴 및 BMP-11 및 또한 액티빈에 유사한 친화도로 결합함

을 나타낸다.  그러나, ARE-루시페라제 검정에서 액티빈에 대한 실질적인 선택성은 액티빈에 대한 친화도가 이

러한 SPR 검정 포맷에서 인위적으로 강조될 수 있음을 제시한다.

<표 12>[0467]

항-미오스타틴 애드넥틴에 대한 SPR 동역학적 데이터의 개요.  포맷 A 및 B는 실시예 6에 기재되어 있다.[0468]

[0469]

실시예 7 - 항-미오스타틴 애드넥틴에 대한 용액 상 친화도[0470]

Fc-융합된  항-미오스타틴  애드넥틴인  PRD-1474의  미오스타틴에  대한  용액  친화도를  동역학적  배제  검정[0471]

(KinExA)을 사용하여 측정하였다.  PRD-1474의 사중 적정을 2 nM (n=2), 1 nM (n=1) 및 0.7 nM (n=1)의 단량체

농도의 미오스타틴으로 수행하였다.  ATI-1310 고체 매트릭스 (조작된 유리 시스테인을 통해 폴리아크릴아미드
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비드에 커플링됨) 상에서의 포획, 이어서 애드넥틴과 동시에 미오스타틴에 결합할 수 있는 미오스타틴 보조-수

용체인 ActRIIB-Ig의 형광-표지된 구축물을 이용한 검출에 의해 상대 비결합 미오스타틴 농도를 측정하였다.

ATI-1310은 미오스타틴에의 결합에 대해 PRD-1474와 경쟁하며 비결합 미오스타틴을 포획할 수 있는 관련 애드넥

틴이다.  표 13에 제시된 전체적 Kd 분석은 330-60 pM의 95% 신뢰 구간을 갖는 170 pM의 Kd를 제공하였다.  또

한, PRD-1177 및 ATI-1338의 친화도를 동일한 검정 포맷을 사용하여 측정하였다.  PRD-1177의 삼중 적정을 1 nM

(n=2) 및 0.8 nM (n=1)의 단량체 농도의 미오스타틴으로 수행하였다.  ATI-1338의 삼중 적정을 5 nM (n=1),

1.6 nM (n=1) 및 1.4 nM (n=1)의 단량체 농도의 미오스타틴으로 수행하였다.  이러한 분석은 PRD-1177이 250

pM의 전체적 Kd 값 및 340-130 pM의 95% 신뢰 구간으로 미오스타틴에 결합함을 나타낸다 (표 13).  ATI-1338은

850 pM의 전체적 Kd 값 및 1400-330 pM의 95% 신뢰 구간으로 미오스타틴에 결합한다.

<표 13>[0472]

미오스타틴에의 결합에 대한 KinExA 용액 상 친화도 측정[0473]

[0474]

실시예 8 - 3116_A06의 돌연변이 분석[0475]

돌연변이에 대한 루프 위치의 상대 허용성을 이해하기 위해, 두가지의 유사하지만 다른 연구를 수행하였다.  제[0476]

1 연구는 전형적인 알라닌 스캔이며, 여기서 애드넥틴 3116_A06 (서열 118)의 루프에서의 개별 알라닌 돌연변이

의 결합 및 효능을 생화학적 및 세포-기반 검정에서 평가하였다.  제2 연구는 심층 돌연변이 스캐닝으로 구성되

었으며, 여기서 본 발명자들은 3116_A06 (서열 118)의 동일한 위치에서의 단일-부위 돌연변이의 라이브러리를

생성하되 각 위치를 20개의 가능한 아미노산으로 치환하였다.  이어서, 이러한 라이브러리 성분을 단백질-mRNA

융합체로 발현시키고 단일 라운드의 mRNA 디스플레이 (섹션 IV에 기재된 바와 같음)에 적용하여, 비오티닐화 미

오스타틴과 연관된 라이브러리 성분을 비결합된 채로 남아있는 것으로부터 스트렙타비딘 자기 비드를 사용하여

분리하였다.  이러한 접근법에서, 투입 및 결합 집단의 차세대 서열분석은 각 서열의 상대 풍부화/고갈의 결정

을 가능케 하여, 미오스타틴에 대한 그의 고유한 친화도를 반영하였다.

알라닌 스캐닝: PCR 부위-지정 돌연변이유발을 사용하여 3116_A06 (서열 118)에서 BC 루프 (잔기 25-33), DE 루[0477]

프 (잔기 55-58) 및 FG 루프 (잔기 80-89)에서의 단일 부위 알라닌 돌연변이를 생성하였다.  클론을 이. 콜라이

에서 발현시키고 실시예 1에 기재된 바와 같은 HTPP에 의해 정제하였다.  크기 배제 크로마토그래피 (SEC, 실시

예 2에  기재된 바와 같음)는 모든 알라닌-치환된 단백질이 우세하게 단량체성이었음을 확인시켜 주었다 (표

14).  ARE-루시페라제 검정 (실시예 3) 및 HTRF 검정 (실시예 4) 둘 다를 수행하였다.  HTRF 경쟁 결합 검정에

서, 효력은 IC50 = 1.5 nM 내지 >100 nM의 범위였다 (표 14).  대부분의 위치는 HTRF 검정에서 어느 정도 알라

닌 치환을 허용하였고, 예외적으로 DE 루프의 Gly55, Arg56 및 Gly57의 경우에 결합이 급격히 감소하였다 (IC50

>100 nM).  BC 루프의 위치 Gly30, 및 FG 루프의 Val80, Thr81 및 Tyr88에서는 보다 약한 효과가 일어났으나,

여전히 모 서열 ("WT")에 비해 IC50에 있어서 >10배 증가의 결합을 보였다.  ARE-루시페라제 세포-기반 검정에

서, 돌연변이체의 효력은 IC50 = 0.6 nM 내지 >100 nM의 범위였다 (표 14).  알라닌 돌연변이의 영향은 HTRF 검

정에 비해 세포-기반 검정에서 일반적으로 보다 컸다.  DE 루프의 Gly55, Arg56 및 Gly57, 및 FG 루프의 Val80

및 Tyr88은 모두 이 검정에서 IC50 >100 nM로 급격히 감소된 효력을 나타냈다.  보다 적절한 효과는 BC 위치

Leu26, Pro27, His28, Gly30 및 Asn33, 및 FG 위치 Thr81, Tyr85 및 Leu86에서 관찰되었으며, 모두 모 서열에

비해 >10배의 IC50을 가졌다.

<표 14>[0478]
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3116_A06의 알라닌 돌연변이체에 대한 생화학적 특성화 및 세포-기반 효력[0479]

[0480]

*SEC 1: 고도 단량체성; SEC 2: 대부분 단량체성[0481]

심층 돌연변이 스캐닝: 상기 기재된 바와 같은 전형적인 접근법에 부담이 되는 규모로, 모든 가능한 단일-부위[0482]

루프 돌연변이체의 상대 적합성의 동시 측정을 가능케 하기 위해 고처리량 서열분석을 단백질 디스플레이와 조

합하였다 ("심층 돌연변이 스캐닝" 접근법의 검토를 위해, 문헌 [Araya et al., Trends in Biotechnology 29:

435-442, 2011] 참조; 유사한 접근법은 문헌 [Forsyth et al., mAbs 5: 523-532, 2013]에 추가로 예시됨).

라이브러리 구축 및 선택: 3116_A06 (서열 118)의 3개의 루프, 즉 BC 루프 (위치 25-33), DE 루프 (위치 55-[0483]

58) 및 FG 루프 (위치 80-89)의 각각에서 모든 가능한 단일-부위 돌연변이를 함유하는 3개의 개별 라이브러리를

생성하였다.  각각의 루프에 대해, 각각의 위치에 NNK 코돈 (여기서 N=A, C, G, T이고, K=G, T임)을 개별적으로

도입시킨 다중 올리고뉴클레오티드를 설계하였다.  이러한 축중성 코돈의 사용으로, NNK가 도입된 위치에서 모

든 20개의 아미노산 (플러스 정지 코돈)의 코딩이 가능하였다.  올리고뉴클레오티드를 중첩 연장 PCR을 통해 조

립하여 전장 애드넥틴 라이브러리를 생성하였고, 여기서 Lib-BC는 3116_A06의 모든 단일 아미노산 BC 루프 돌연

변이를  함유하였고,  Lib-DE는  3116_A06의  모든  단일  아미노산  DE  루프  돌연변이를  함유하였고,  Lib-FG는

3116_A06의  모든  단일  아미노산  FG  루프  돌연변이를  함유하였다.   3개의  라이브러리를  문헌  [Xu  et  al.,

Chemistry  &  Biology  9:  933-942,  2002]에 따라 프로퓨전을 사용하여 mRNA-단백질 융합 분자로 발현시켰다.

Lib-BC, Lib-DE 및 Lib-FG 프로퓨전 분자를 3 nM 비오티닐화 미오스타틴에 대하여 개별적으로 선택하였고, 이후

결합 분자를 스트렙타비딘 자기 비드 상에 포획하였다.  결합제를 100 mM KOH를 사용하여 비드로부터 용리시켰

다.  비드로부터 용리시킨 분자는 여전히 미오스타틴에 결합할 수 있는 3116_A06의 변이체를 나타냈으며, 반면

에 용리에서는 발견되지 않았지만 초기 라이브러리에 존재하는 분자는 미오스타틴에 결합하지 않는 3116_A06의

변이체를 나타냈다. 

NGS 바코딩 및 혼합: 각각의 3개 라이브러리 (Lib-BC, Lib-DE 및 Lib-FG)로부터 유래된 2개의 집단인 투입 (미[0484]

오스타틴 결합 전의 것) 및 결합제 (선택후 비드로부터 용리된 것)를 수집하고, 개별적으로 증폭시켰다.  각각

의 집단에 PCR에 의해 5'- TruSeq 유니버셜 어댑터(Universal Adaptor), 3'- Truseq 어댑터 II 및 고유한 6-뉴

클레오티드 바코드를 덧붙였다.  이어서, 6 바코딩 집단 전체를 각각의 루프 내 무작위화 잔기의 수를 기준으로

하여 개별적으로 정량하고 혼합하여 (Lib-BC : Lib-DE : Lib-FG = 9:4:10), 통계적으로 유사한 무작위화 위치당
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서열의 수를 얻었다.  모인 샘플을 MiSeq 150bp 쌍형성-말단 (일루미나(Illumina)) 차세대 서열분석에 의해 서

열분석하였다.

NGS 데이터 분석: 차세대 서열분석으로부터의 정방향-판독 서열을 집단, 돌연변이 위치 및 돌연변이된 아미노산[0485]

의 동일성에 따라 비닝하였다.  모든 불량한 품질의 서열 및 다중 돌연변이 부위를 함유하는 서열을 분석으로부

터 제거하였다.  다음에, 선택후 집단 내 각각의 서열의 빈도를 투입 집단 내 그의 빈도로 나누어 풍부화 비

(ER)를 유도하였다.  모 서열 (WT, 양성 대조군으로서 기능함) 및 정지 코돈을 함유하는 서열 (음성 대조군으로

서 기능함, 우연히 생존의 배경 노이즈를 나타냄)의 ER의 비교는 신호 대 배경의 비 (S/B)가 3개의 루프 사이에

서 변함을 나타냈는데, 이는 아마도 각각의 루프 라이브러리가 개별적으로 선택을 겪었기 때문이다.  이러한 이

유로, 모든 서열을 그 자신의 특이적 루프에 대해 평균 정지 및 평균 wt ER로 정규화하여, ER
norm

을 유도하였다.

[0486]

단일 부위 알라닌 돌연변이체의 상대 적합성을 전형적인 알라닌 스캔으로부터의 생화학적 데이터와 비교하여 심[0487]

층 돌연변이 스캔을 검증하였다.  전체적으로, 상관관계는 상당히 강했다 (도 8).  NGS ER은 HTRF 및 ARE-루시

페라제 검정에서 관찰된 영향과 매우 상관관계가 있는 루프에 걸쳐 알라닌 돌연변이체의 풍부화 및 고갈의 프로

파일을 정의한다.

또한, 도 9에 제시된 바와 같이, 생화학적 HTRF IC50을 각각의 알라닌 돌연변이체에 관하여 NGS ER
norm

에 대해[0488]

직접적으로 플롯팅하였다.

알라닌 상관관계를 기준으로 하여, 모든 단일 부위 아미노산 돌연변이가 그의 NGS 풍부화 비를 통해 비닝될 수[0489]

있는 3개의 카테고리를 확립하였다: 가장 바람직한 돌연변이 (ER
norm

 > 0.8), 보다 바람직한 돌연변이 (ER
norm

 >

0.5) 및 바람직한 돌연변이 (루프 평균 ER정지로부터으로부터의 3 표준 편차 초과의 ER
norm

).  마지막 카테고리를

정의하는 ER
norm

의 하한치는 3개의 루프에 대해 상이하였다: BC = 0.25; DE = 0.15; FG = 0.35.  3116_A06의 루

프에서의 모든 단일 부위 돌연변이체를 그의 정규화된 풍부화 비에 따라 비닝하여 돌연변이에 대한 각 위치의

상대 허용성을 결정하였다 (표 15).

<표 15>[0490]
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미오스타틴에 대한 결합을 유지하는 3116_A06의 루프 서열에서의 단일 부위 돌연변이[0491]

[0492]

전체 심층 돌연변이 스캐닝 데이터를 사용하였을 때, BC 루프 위치 25, 26, 27, 30, 32 및 33, DE 루프 위치[0493]

55, 56 및 57, 및 FG 루프 위치 80 및 88가 가장 보존적인 것처럼 보였으며, 이들 위치에서 단지 단일 또는 소

수의 아미노산 유형만이 미오스타틴에 대한 결합을 유지하였다.  한편, BC 루프 위치 28, 29 및 31, 및 FG 루프

위치 82, 83 및 87을 비롯한 다른 위치는 돌연변이에 대해 고도로 허용성이었다.

실시예 9 - 항-미오스타틴 애드넥틴 약동학의 평가 [0494]

상이한 PEG화 포맷을 갖는 애드넥틴의 약동학적 프로파일을 연구하기 위해, 항-미오스타틴 애드넥틴 2987_H07을[0495]

2-분지형 40 KD PEG (ATI-1338), 4-분지형 40 KD PEG (ATI-1339) 및 비스 20 KD PEG (ATI-1341)로 포맷화하였

다.  이러한 3개의 PEG화 애드넥틴을 이용한 피하 투여의 단일 용량 연구를 C57BL6 마우스에서 수행하였다.  전

체 약물 농도를 ELISA 검정에 의해 결정하였다.  ATI-1338의 정량화를 위한 생분석 PK 면역검정은 표준 샌드위

치 포맷 ELISA 검정을 사용하였으며, 여기서 1338이 HIS-태그 단백질에 대한 모노클로날 항체에 의해 포획되었

고, 이어서 폴리클로날 항-PEG 항체로 검출되었다.  표 16에 제시된 바와 같이, 2개의 40 KD PEG화 포맷인 ATI-

1338  및 ATI-1339가 비스-20 KD  PEG화 포맷인 ATI-1341보다 더 중요한 약동학적 증진 (즉, 보다 긴 반감기

(t1/2) 및 보다 높은 용량-정규화 노출)을 제공하였다.

<표 16>[0496]
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애드넥틴 2987_H07에 대한 3개의 PEG화 포맷의 약동학적 비교[0497]

[0498]

Fc-융합된 항-미오스타틴 애드넥틴 (PRD-1177, PRD-1286 및 PRD-1474)의 정맥내 및 피하 투여 후의 단일 용량[0499]

연구를 C57BL6 마우스에서 수행하여 약동학적 파라미터에 대한 Fc-융합체의 효과를 평가하였다.  전체 약물 농

도를 ELISA 검정에 의해 결정하였다.  PRD1177, 1474 및 1286 모두에 대한 Fc 접합체의 정량화를 위한 생분석

PK 면역검정은 ECL 기술을 사용하는 표준 샌드위치 포맷 ELISA 검정을 사용하였으며, 여기서 1177이 스캐폴드

애드넥틴에 대한 폴리클로날 항체에 의해 포획되었고, 이어서 항-인간 IgG 항체에 의해 검출되었다.  표 17에

제시된 바와 같이, 모든 3개의 Fc-융합된 애드넥틴은 PEG화 애드넥틴 ATI-1338 (25 h)보다 더 긴 반감기 (58 -

172 h)를 가졌다.  보다 낮은 SC 생체이용률은 아마도 생물학적 분자의 간질 및 림프 전이 동안 단백질분해를

반영한다.   Fc-융합된  애드넥틴의  SC  생체이용률은  공개  문헌  (예를  들어  [Richter  et  al.,  AAPS  J.

2012;14:559-70])을 기준으로 합리적인 범위 내에 있다.

<표 17>[0500]

3개의 Fc-융합된 항-미오스타틴 애드넥틴의 약동학적 비교[0501]

[0502]

실시예 10 - 항-미오스타틴 애드넥틴 억제의 메카니즘[0503]

경쟁적 ELISA: 미오스타틴에 대한 ActRIIB 수용체 결합과 경쟁하는 항-미오스타틴 애드넥틴의 능력을 평가하기[0504]

위한 경쟁적 결합 검정을 경쟁적 ELISA를 사용하여 수행하였다.  눈크 맥시소르프(Nunc Maxisorp) 플레이트를 4

℃에서 밤새 0.2M  탄산나트륨 (pH  9.6)  완충제에서 2  μg/mL  ActRIIb-Fc  (알앤디 시스템즈)로 코팅하였다.

PBS-T (0.05% 트윈-20을 함유하는 PBS)로 세척한 후에, 웰을 25℃에서 1시간 동안 OptEIA 완충제 (BD 바이오사

이언시스(BD Biosciences))에 의해 진탕하면서 차단시켰다.  미오스타틴 (10 nM; 알앤디 시스템즈)을 25℃에서

1시간 동안 OptEIA 완충제에서 일정 농도 범위의 애드넥틴 또는 ActRIIb-Fc 경쟁자 (0.2 pM 내지 1 μM)로 진탕

하면서 예비인큐베이션하였다.  차단되고 코팅된 검정 플레이트를 PBS-T로 세척하고, 이어서 미오스타틴/경쟁자

혼합물을 첨가하고, 25℃에서 30분 동안 진탕하면서 인큐베이션하였다.  검정 플레이트를 PBS-T로 세척하고, 이

후 결합된 미오스타틴을 25℃에서 1시간 동안 OptEIA에 진탕하면서 희석시킨 1:1000 비오티닐화 염소 항-미오스

타틴 폴리클로날 (알앤디 시스템즈)로 검출하였다.  PBS-T로 세척한 후에, OptEIA에 희석시킨 1:5000 스트렙타

비딘-HRP (써모/피어스(Thermo/Pierce))를 첨가하고, 이어서 25℃에서 30분 동안 진탕하면서 인큐베이션하였다.

검정 플레이트를 TMB (BD 바이오사이언시스)로 전개하고, 2N 황산으로 켄칭하고, A450에서 흡광도 판독하였다.

도 10에 제시된 바와 같이, 용액 중 ActRIIb-Fc는 예상한대로 플레이트 상에 코팅된 ActRIIb-Fc에 대한 미오스

타틴 결합을 완전히 차단하였다.  그러나, 대조적으로, 1 μM 이하의 농도에서 PRD-1288 (PRD-1474와 단지 링커

서열에서만 상이함), PRD-1285 및 PRD-1286은 미오스타틴이 ActRIIb에 결합하는 것을 차단하지 않았다.
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경쟁 SPR: 미오스타틴 또는 미오스타틴에 대한 대용물로서의 BMP11에의 결합에 대해 유형 I 및 유형 II 수용체[0505]

와 경쟁하는 항-미오스타틴 애드넥틴의 능력을 평가하기 위한 경쟁적 결합 검정을 또한 비아코어 T100 기기 상

에서 SPR을 사용하여 2개의 상이한 포맷으로 수행하였다.  "SPR 포맷 A"에서, 표준 에틸(디메틸아미노프로필)

카르보디이미드 (EDC) / N-히드록시숙신이미드 (NHS) 화학과 에탄올아민 차단을 사용하여 10 mM 아세테이트 (pH

4.5) 중 100 ug/ml 프로테인 A (피어스)를 CM5 센서 칩 (비아코어/지이 헬스케어) 상에 4500 RU로 고정시켜 센

서 칩 표면을 제조하였다.  7-13 μg/ml의 농도에서 ALK4-Fc (알앤디 시스템즈), ALK5-Fc (알앤디 시스템즈),

ActRIIB-Fc  (사내  생산됨),  미오스타틴에의 결합에 대해 ActRIIB와  경쟁하지만 미오스타틴에의 결합에 대해

3116A06과는  경쟁하지 않는 항-미오스타틴/BMP11  모노클로날 항체 (mAb-A)  (사내 생산됨)  또는 애드넥틴-Fc

PRD-1474을, 10 μl/min의 60 s 주사를 사용하여 1600 - 4300 RU의 표면 밀도로 Fc 꼬리를 통해 포획하였다.

200 nM 애드넥틴 ATI-1523의 부재 또는 존재 하에 상기 표면 상에 100 nM 미오스타틴 (알앤디 시스템즈) 또는

BMP11 (알앤디 시스템즈)을 30 μl/min의 유량으로 180 s 회합 및 해리 시간으로 유동시켜 경쟁 실험을 수행하

였다.  고정화 및 경쟁 실험에 대한 실행 완충제는 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA 및 0.05% v/v 계면활

성제 P20 (pH 7.4)이었고, 10 mM 글리신 (pH 1.5)의 2회 주사를 30 μl/min로 30 s 동안 사용하여 사이클 사이

에 표면을 재생시켰다.

SPR 포맷 A에서, BMP11은 ALK4-Fc, ALK5-Fc, ActRIIB-Fc, mAb-A 및 PRD-1474 표면에 특이적으로 결합하였며,[0506]

반면에 미오스타틴은 ActRIIB-Fc,  mAb-A  및 PRD-1474에 특이적으로 결합하였지만, ALK4-Fc  또는 ALK5-Fc에는

결합하지 않았다.  미오스타틴 또는 BMP11 결합에 대한 ATI-1523의 효과를 평가하기 위해, 180 s 회합 상의 말

기에 각각의 단백질에 대한 결합 반응을 각각 100%로 정규하하고, ATI-1523의 존재 하에 미오스타틴 또는 BMP11

에 대한 결합 반응과 비교하였다 (표 18).  ATI-1523은 예상한대로 대조 PRD-1474 표면에 대한 미오스타틴 또는

BMP11의 결합을 완전히 차단하였다.  미오스타틴과 ALK4-Fc 또는 ALK5-Fc와의 상호작용을 차단하는 ATI-1523의

능력을 평가하기 위한 검정에서, ALK4-Fc 및 ALK5-Fc에 또한 결합하는 BMP-11은 미오스타틴에 대한 대용물로서

사용되었는데, 이는 미오스타틴 단독으로는 이러한 실험 포맷 하에서 ALK4-Fc 및 ALK5-Fc에 유의하게 결합하지

않기 때문이다.  ATI-1523은 ALK4-Fc (98% 감소) 및 ALK5-Fc (69% 감소)를 향한 BMP11에 대한 결합 신호를 유

의하게 감소시켰으며, 이는 애드넥틴이 미오스타틴에의 결합에 대해 유형 I 수용체와 경쟁함을 제시한다.  대조

적으로, 증가된 결합 반응이 ActRIIB-Fc 또는 mAb-A 표면 상에서 미오스타틴/ATI-1523 또는 BMP11/ATI-1523 복

합체에 대해 관찰되었으며, 이는 미오스타틴/ATI-1523 또는 BMP11/ATI-1523 복합체가 상기 표면에 대해 결합할

수 있음을, 즉 애드넥틴이 ActRIIB-Fc 또는 mAb-A와 비-경쟁적임을 제시한다.  ActRIIB-Fc 및 mAb-A 표면 상의

미오스타틴/ATI-1523 복합체에 대한 결합 반응의 큰 증가 (>1000% 증가)는 애드넥틴이 미오스타틴에 대한 가용

화 효과를 갖는 것과 일치한다.

<표 18>[0507]

ALK4-Fc, ALK5-Fc, ActRIIB-Fc, mAb-A 또는 PRD-1474 표면 상에서 200 nM ATI-1523의 부재 또는 존재 하에 100[0508]

nM 미오스타틴 또는 100 nM BMP11에 대한 SPR 결합 반응

[0509]

"SPR 포맷 B"를 사용한 애드넥틴 경쟁: 항-미오스타틴 애드넥틴에 대한 작용 메카니즘을 "SPR 포맷 B"에서 추가[0510]

로 평가하였으며, 여기서 미오스타틴 또는 BMP11 (10 mM 아세테이트 (pH 4.5) 중 10 μg/ml)을 CM5 센서 칩 표

면 상에 EDC/NHS 커플링 화학을 사용하여 985 RU (미오스타틴) 또는 530 RU (BMP11)의 밀도로 직접 고정시켰다.

여기서, 단독 주사된 (30 μl/min로 180 s 동안 2 μM) 수용체 ALK4-Fc (알앤디 시스템즈), ALK5-Fc (알앤디

시스템즈)  또는  ActRIIB-단량체 (사내  생산됨)에 대한  결합 반응을,  표면에 대한 애드넥틴-Fc  융합체 PRD-

1474의 예비-결합 (30 μl/min로 480 s 동안 1 μM) 후 상기 수용체에 대한 결합 반응과 비교하였다.  고정화

및 경쟁 실험에 대한 실행 완충제는 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA 및 0.05% v/v 계면활성제 P20, pH

7.4였고, 50 mM NaOH의 4회 주사를 30 μl/min로 15 s 동안 사용하여 사이클 사이에 표면을 재생시켰다.

PRD-1474의 부재 하에, 각각의 수용체는 고정된 BMP11에 특이적으로 결합하였으며, 반면에 ALK4-Fc를 제외하고[0511]

단지 ALK5-Fc 및 ActRIIB-단량체만이 고정된 미오스타틴에 결합하였다.  PRD-1474의의 예비-결합은 BMP11을 향
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한 ALK4-Fc에 대한 결합 신호를 유의하게 감소시켰고 (70% 감소), 또한 미오스타틴 또는 BMP11을 향한 ALK5-

Fc의 결합을 감소시켰지만 (35-41% 감소), 미오스타틴 또는 BMP11 표면에의 ActRIIB-단량체 결합에 대해 최소한

의 영향을 미쳤다 (표 19).  이들 데이터를 "SPR 포맷 A"로부터의 SPR 경쟁 데이터 (표 18), 경쟁적 ELISA 데이

터 (도 10) 및 ARE-루시페라제 검정에서 관찰된 미오스타틴 신호전달의 완전한 억제 (도 11)와 함께 취하여, 애

드넥틴 작용 메카니즘은 유형 I  신호전달 수용체 (ALK4/5)의  동원의 차단이고,  애드넥틴은 유형 II  수용체

(ActRIIB) 결합과 경쟁하지 않음을 입증하였다.

<표 19>[0512]

예비-결합된 PRD-1474의 존재 또는 부재 하에 고정된 미오스타틴 또는 BMP11 표면 상에서 1 μM ALK4-Fc, ALK5-[0513]

Fc 또는 ActRIIB-단량체에 대한 SPR 결합 반응

[0514]

이들 애드넥틴은 본 발명에 예시된 서열 패밀리를 나타내고 잘 정의된 서열 패밀리 내의 개별 클론은 동일한 결[0515]

합 부위를 유지하므로, 본 발명에 의해 포함되는 서열은 미오스타틴-ActRIIb 복합체로의 ALK4/5 동원을 차단하

여 작용한다.

약동학적 데이터는, 미오스타틴-애드넥틴 복합체 수준이 시간에 따라 축적되고, 이들 복합체가 ActRIIb에 결합[0516]

하여 유리 약물과 관계없이 신호전달의 우세한 음성 억제제로서 작용함을 추가로 나타낸다.  이러한 고유한 메

카니즘은 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴을 문헌 (예를 들어, US 7632499)에 기재된 항-미오스타틴 항체와

구별시키고, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴이 증가된 활성을 가짐을 나타낸다.

실시예 11 - HDX-MS를 사용하는 미오스타틴 상의 애드넥틴 결합 부위의 맵핑[0517]

미오스타틴 상의 애드넥틴 결합 부위를 수소-중수소 교환 질량 분광측정법 (HDX-MS)을 사용하여 추가로 평가하[0518]

였다.

수소/중수소 교환 질량 분광측정법 (HDX-MS) 방법은 백본 아미드 수소에서 중수소 교환 비율 및 정도를 모니터[0519]

링하여 용액 중 단백질 입체형태 및 입체형태 역학을 탐침한다.  HDX의 수준은 백본 아미드 수소의 용매 접근성

및 단백질의 입체형태에 의존한다.  HDX시 단백질의 질량 증가는 MS에 의해 정확하게 측정될 수 있다.  이 기술

이 효소적 소화와 연계되는 경우, 펩티드 수준에서의 구조적 특징이 얻어질 수 있으며, 이는 표면 노출된 펩티

드를 내측 폴딩된 펩티드와 구별시키거나 또는 단백질-단백질 복합체의 계면에 격리된 펩티드와 구별시킨다.

전형적으로, 중수소 표지 및 후속 켄칭 실험이 수행되고, 이어서 온라인 펩신 소화, 펩티드 분리 및 MS 분석이

수행된다.

미오스타틴 단독이 생리학상 적절한 pH 조건 하에서 HDX-MS에 대해 부적합하게 낮은 용해도 (< 10 μg/ml)를 갖[0520]

는 것으로 밝혀졌기 때문에, 본 발명자들은 실시예 10에 기재된 SPR 실험을 사용하여 애드넥틴과 비-경쟁적인

것으로 나타난 mAb-A로부터의 Fab 단편 (Fab-A)과 미오스타틴을 복합체화시켜 그 단백질의 용해도를 증가시키는

대체 전략을 사용하였다.  HDX-MS 샘플의 올리고머 상태를 다중-각도 레이저 광 산란 검출기 (SEC-MALS)에 커플

링된 크기-배제 크로마토그래피에 의해 특성화하였으며, 여기서 미오스타틴/Fab-A 복합체 (~120 kDa)의 MALS-측

정 질량은 2개의 Fab-A 분자에 결합된 1개의 미오스타틴 동종이량체의 예상된 화학량론과 일치하였고, 미오스타

틴/Fab-A/3116_A06 복합체 (142 kDa)의 MALS-측정 질량은 2개의 Fab-A 분자 + 2개의 3116_A06 분자에 결합된 1

개의 미오스타틴 동종이량체의 예상된 화학량론과 일치하였다. 

HDX-MS를 이용하여 애드넥틴 3116_A06에 의해 인식된 미오스타틴 상의 애드넥틴 결합 부위를 맵핑하기 전에, 비[0521]

-중수소화 실험을 수행하여 미오스타틴/Fab-A (각각 30 μM의 1:1 몰비) 및 미오스타틴/Fab-A/3116_A06 (각각

30 μM의 1:1:1 몰비) 샘플로부터 미오스타틴에 대한 공통 펩신 펩티드의 목록을 생성하여, 미오스타틴에 대한

83.5%의 서열 적용범위를 달성하였다.  이 실험에서, 10 mM 포스페이트 완충제 (pH 7.0)를 표지 단계 동안 사용

하였고, 이어서 켄칭 완충제 (200 mM 포스페이트 완충제 + 4M GdnCl 및 0.5M TCEP, pH 2.5, 1:1, v/v)를 첨가

하였다.  애드넥틴 결합 부위 맵핑 실험을 위해, 5 μL의 각각의 샘플 (미오스타틴/Fab-A 또는 미오스타틴/Fab-
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A/3116_A06)을 65 μL HDX 표지 완충제 (D2O 중 10 mM 포스페이트 완충제, pD 7.0)와 혼합하여 실온 (~25℃)에

서 표지 반응을 시작하였다.  반응을 20초, 1분, 10분, 60분 및 240분의 상이한 기간 동안 수행하였다.  각각의

표지 반응 주기의 말기에, 켄칭 완충제 (1:1, v/v)를 첨가하여 반응물을 켄칭하고, 켄칭된 샘플을 분석하기 위

해 워터스(Waters) HDX-MS 시스템에 주입하였다.  관찰된 공통 펩신 펩티드를 3116_A06의 부재/존재 하에 그의

중수소 흡수 수준에 대해 모니터링하였다.

HDX-MS 측정으로부터 얻은 실험 데이터는 애드넥틴 3116_A06이 미오스타틴에서 하기 2개의 펩티드 영역으로 구[0522]

성된 불연속적 애드넥틴 결합 부위를 인식함을 나타냈다:

영역 1: LYFNGKEQIIYGKIPAM (85-101); 서열 329[0523]

영역 2: PHTHLVHQANP (56-66); 서열 330[0524]

상대 중수소 흡수 수준을 기준으로 하여, 2개의 펩티드 영역을 영역 1 > 2로서 등급화할 수 있으며, 이때 영역[0525]

1은 중수소 흡수에서 가장 유의한 변화를 갖는다.

실시예 12 - 미오스타틴 상으로 애드넥틴 3116_A06의 인 실리코 도킹[0526]

컴퓨터 접근법을 사용하여 HDX-MS 데이터와 일치하는 3116_A06-미오스타틴 복합체의 구조적 모델을 생성하였다[0527]

(도 13).  인간 미오스타틴 구조 내로의 3116_A06의 단백질 도킹 (프로테인 데이터 뱅크(Protein Data Bank)로

부터 취한 PDB 3HH2, www.rcsb.org; 문헌 [Cash et al., EMBO J. 28:2662-2676, 2009])은 액셀리스(Accelrys)

소프트웨어  디스커버리  스튜디오  v3.5  (액셀리스)에서 이행된  바와  같이  ZDOCK  (Chen  and  Wang,  Proteins

47:281-294, 2002)를 사용하여 수행하였다.  ZDOCK 프로토콜은 2개의 단백질 구조 (리간드 = 3116_A06 및 수용

체 = 미오스타틴)의 강체 도킹을 이용하였다.  도킹된 포즈를 3116_A06 FG (잔기 Thr79 내지 Tyr88) 및 BC (잔

기 Ser25 내지 N33) 루프의 입체형태를 함유하는 복합체에 대해 여과하였다.  애드넥틴 돌연변이유발에 의해 확

인된 루프의 바람직한 치환의 상관관계와 커플링된 계면 잔기의 상보성을 기준으로 하여 바람직한 복합체를 선

택하였다.  도 13a는 미오스타틴 구조 (회색) 상에 맵핑된 ALK4 결합 부위 및 ActRIIB 결합 부위를 도시한다.

실시예 11에 기재된 바와 같은 HDX-MS 실험에 의해 확인된 영역 1 및 영역 2는 흑색으로 표시된다.  도 13b는

막대형으로 만들어진 3116_A06의 BC, DE 및 FG 루프 (흑색)와 공간-채움 형태로 표시된 미오스타틴의 영역 1 및

2 (회색)를 갖는, 도킹으로부터의 바람직한 복합체를 도시한다.  루프의 바람직한 돌연변이로서 확인된 여러 잔

기는 주요 기여를 보인다.  예를 들어, 3116_A06의 BC 루프에서, 잔기 Ser25, Leu26 및 Pro27은 전체적 루프

입체형태를 유지하기 위한 구조적 제약으로서 중요하다.  대조적으로, Ala32는 복합체 계면에 형성된 작은 소수

성 틈에 핏팅되고, 잔기의 백본은 미오스타틴과 수소 결합을 형성한다.  위치 32에서의 가장 바람직한 치환은

Gly 또는 Leu이고, 이들은 알라닌 대신에 잘 핏팅될 것으로 예상된다.  유사하게, Asn33은 미오스타틴의 트립토

판 잔기 근처에 수소 결합과 관련된다.  위치 33에서의 가장 바람직한 치환은 His 및 Gln이며, 이들은 또한 수

소 결합 공여자로서 기여할 수 있는 측쇄를 함유한다.  DE 루프에서의 잔기가 중요하다: 가장 바람직한 치환은

Gly55, Arg56 및 Gly57로 제한되고, 단지 보존적 치환만이 Val58에 대해 바람직하다.  모델 구조에서, Arg56은

영역 1에서 미오스타틴의 Y86과의 파이 양이온 상호작용 뿐만 아니라 다른 영역 1 잔기의 백본 및 측쇄와의 추

가 수소 결합에 기여하는 중요한 잔기이다.  다수의 FG 루프 잔기에 대해, 가장 바람직한 치환은 보존적 대체였

다.  확인된 하나의 중요한 위치는 미오스타틴의 영역 2로부터의 Y55 및 다른 잔기와의 파이 양이온 상호작용

및 파이-파이 상호작용을 갖는 Tyr88이었다.  FG 루프는 또한 돌연변이유발 실험로부터 확인된 영역 1 및 2 둘

다와의 여러 소수성 상호작용과 관련된다.  이러한 계산은 HDX-MS 및 SPR 실험 데이터와 양호한 일치를 보인다.

실시예 13 - 근골격 효능의 생체내 마우스 모델[0528]

수컷 B6.SCID 마우스 (9-13주령, 잭슨 래보러토리즈(Jackson Laboratories), 메인주 바 하버)를 역전된 12시간[0529]

명/암 사이클 하에 온도-제어된 방에 수용하였다.  물 및 표준 사료는 임의로 이용가능하였다.  마우스를 체중

(약 20-22 g)을 기준으로 하여 대조군 또는 본 발명의 시험 화합물을 투여하기 위해 무작위 선정하고 치료군 사

이에 분배하였다.  본 발명의 화합물의 생체내 효능을 입증하기 위해, 화합물을 피하 주사에 의해 매주 (Fc-융

합 항-미오스타틴 애드넥틴) 또는 주 2회 (PEG화 항-미오스타틴 애드넥틴) 투여하였다.  포스페이트-완충 염수

(PBS) 중 시험 화합물을 동물에게 투여하였다.  대조군은 단지 재구성 완충제로 치료하였다.  시험 동물 (n=8-

10 마우스/군)에게 본 발명의 시험 화합물을 예를 들어 5, 6 또는 10 mg/kg/주로 14일-시간 프레임에 걸쳐 피하

투여하였다.  체중 측정치를 무작위화 전, 무작위화 날 및 치료 기간 동안 주 2 내지 3회 및 연구 종료시에 기

록하였다.  하퇴 근육 질량을 사체로부터 연구 종료시에 정량적 자기 공명 영상화 (MRI, 에코 메티칼 시스템즈

(Echo Medical Systems), 텍사스주) 분석에 의해 기록하였다.  시험군을 대조군과 비교하였다.  결과는 본 발명
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의 항-미오스타틴 애드넥틴이 대조군 마우스와 비교하여, 기준선으로부터 % 체중을 증가시켰고 (도 14), 골격근

부피에 대한 유의한 동화 효과를 가졌음 (예를 들어, 대조군과 비교하여 근육 부피의 대략 7-10% 증가) (도 1

5)을 제시한다.

자기 공명 영상화 (MRI)[0530]

하지 근육 부피 측정을 위한 MRI를 16 cm 구멍을 갖는 브루커 파르마스캔 4.7 테슬라(Bruker PharmaScan 4.7[0531]

Tesla) (브루커 바이오스핀(Bruker Biospin), 미국 매사추세츠주 빌러리카) 상에서 수행하였다.  전송기 및 수

신기에 대해 62 mm 부피 코일을 사용하였다.  하퇴의 로컬라이저 영상의 수집 후에, T2 가중 영상을 축 절편 계

획을 사용하여 얻었다.  고속 스핀-에코 (RARE) 순서는 90°에르미트(Hermite) 펄스에 이은 180° 에르미트 펄

스와 TR/TE = 2000/23ms로 이루어졌다.  11개의 축 절편을 무릎의 상단으로부터 발목까지 수집하였고, 이때 매

트릭스 치수는 256 x 128 데이터 점이었다.  영상 영역은 5 cm x 2.5 cm였고, 1.25 mm 절편 두께와 4 및 8 신

호 평균의 RARE 인자를 가졌다.  각 하지에서의 전체 근육 부피를 위해 모든 축 절편 면적의 합계에 1.25 mm 절

편 두께를 곱하여 하지 근육 부피를 계산하였다.  이미지 시퀀스 애널리시스(Image Sequence Analysis) (ISA,

브루커 바이오스핀, 매사추세츠주 빌러리카)에 의해 관심 영역 (ROI)의 면적 평균으로서 영상을 분석하였다.

수동 ROI를 피부 및 피하 지방 구역을 제외한 하지 근육 주위에 그렸다.  두 하지에 대한 전체 평균 근육 부피

는 도 15에 제시된다.

또한, 안전성 종점으로서의 심장 부피에 대한 MRI를 동일한 MRI 스캐너로 수행하였다.  가슴 구역의 초기 로컬[0532]

라이저 영상을 얻은 후, 심장의 가장 큰 혈관에서부터 정점까지 9개의 축 영상을 수집하였다.  하지 근육의 분

석과 유사하게, 축 면적을 추가하고, 1.25 mm의 절편 두께를 곱하여 각 동물에 대한 전체 심장 부피를 얻었다.

MRI에 의해 심장 부피의 유의한 변화는 관찰되지 않았다.

통계[0533]

스튜던트 t-검정 2측 대응 분석을 사용하여 군 사이의 차이를 평가하였다.[0534]

실시예 14 - 생체내 근육 성장에 대한 PRD-1474의 효능[0535]

수컷 B6.SCID 마우스 (n=10/군)를 실시예 10에 기재된 바와 같이 유지 및 치료하되, 단 PRD-1474를 도 16에 표[0536]

시된 바와 같은 다양한 용량으로 투여하고, 치료 지속기간은 28일이었다.  1 mg/kg의 PRD-1474는 PBS 대조군과

비교하여 하퇴 근육 부피의 유의한 11.1% 증가를 보였다 (p<0.0001).  또한, 하퇴 근육 부피의 유의한 27.7%,

29.7% 및 32.8% 증가가 각각 10 mg/kg, 30 mg/kg 및 100 mg/kg의 PRD-1474에서 관찰되었다.  대조군에 비해 모

든 치료 용량 군에서 심장 부피의 변화는 관찰되지 않았다.  데이터는 평균 ± 표준 편차로 제시된다.  다양한

투여량 군을 ANOVA를 사용하여 비교하였다 (*p< 0.0001; # 군 사이에 유의하지 않음).

데이터는 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴이 이전에 기재된 미오스타틴 억제제 (예를 들어, US 7632499, 문헌[0537]

[J. Clin. Onclo. 30(Suppl):Abstr. 2516, 2012])보다 훨씬 더 낮은 투여량에서도 유효함을 입증하였다.  따라

서, 본 발명의 항-미오스타틴 애드넥틴은, 본원에 기재된 근육 소모 및 대사 질환을 치료하기 위해 단독으로 또

는 다른 미오스타틴 억제제 또는 기타 약물과 조합되어 투여될 때, 보다 낮은 투여량에서도 효능의 증가와 함께

바람직하지 않은 부작용의 감소를 제공한다.

실시양태[0538]

1. 피브로넥틴 유형 III 제10 도메인 (
10
Fn3)을 포함하며, 여기서 

10
Fn3은 인간 

10
Fn3 도메인의 상응하는 루프의[0539]

서열에 비해 변경된 아미노산 서열을 갖는 루프 BC, DE 및 FG로부터 선택된 적어도 하나의 루프를 갖는 것인,

미오스타틴에 결합하는 폴리펩티드.

2. 실시양태 1에 있어서, 미오스타틴에 500 nM 미만의 KD로 결합하는 폴리펩티드.[0540]

3. 실시양태 1 또는 2에 있어서, BC 루프가 화학식 X1-L-P-X2-X3-X4-X5-X6-X7에 따른 아미노산 서열을 포함하며,[0541]

여기서

(a) X1이 S, T 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0542]

(b) X2가 H, Y, N, R, F, G, S 및 T로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0543]
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(c) X3이 A, P, Q, S, F, H, N 및 R로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0544]

(d) X4가 G 및 A로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0545]

(e) X5가 H, L, R, V, N, D, F, I 및 K로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0546]

(f) X6이 A, L, G, M, F, I 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0547]

(g) X7이 H 및 N으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 폴리펩티드.[0548]

4. 실시양태 3에 있어서, X1이 S인 폴리펩티드.[0549]

5. 실시양태 3 또는 4에 있어서, X2가 H 또는 Y인 폴리펩티드.[0550]

6. 실시양태 3 내지 5 중 어느 한 실시양태에 있어서, X3이 A 또는 P인 폴리펩티드.[0551]

7. 실시양태 3 내지 6 중 어느 한 실시양태에 있어서, X4가 G인 폴리펩티드.[0552]

8. 실시양태 3 내지 7 중 어느 한 실시양태에 있어서, X5가 H, L 또는 R인 폴리펩티드.[0553]

9. 실시양태 3 내지 8 중 어느 한 실시양태에 있어서, X6이 A 또는 L인 폴리펩티드.[0554]

10. 실시양태 3 내지 9 중 어느 한 실시양태에 있어서, X7이 H인 폴리펩티드.[0555]

11. 실시양태 3에 있어서, BC 루프가 서열 7, 11-21, 23-31, 34 및 36-38로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노[0556]

산 서열을 포함하는 것인 폴리펩티드.

12. 실시양태 11에 있어서, BC 루프가 서열 34에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 것인 폴리펩티드.[0557]

13. 상기 실시양태 중 어느 한 실시양태에 있어서, DE 루프가 화학식 G-R-G-X8에 따른 아미노산 서열을 포함하[0558]

며, 여기서 X8이 V 또는 L인 폴리펩티드.

14. 상기 실시양태 중 어느 한 실시양태에 있어서, DE 루프가 서열 39 및 42로 이루어진 군으로부터 선택된 아[0559]

미노산을 포함하는 것인 폴리펩티드.

15. 실시양태 14에 있어서, DE 루프가 서열 39에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 것인 폴리펩티드.[0560]

16. 상기 실시양태 중 어느 한 실시양태에 있어서, FG 루프가 화학식 X9-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18에 따른[0561]

아미노산 서열을 포함하며, 여기서

(a) X9가 L, V 및 I로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0562]

(b) X10이 T 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0563]

(c) X11이 K, R, A, G, S, D, H, N, T 및 P로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0564]

(d) X12가 S, T, A, E, H, K 및 N으로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0565]

(e) X13이 K, G, Q, D, E, N, T 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0566]

(f) X14가 V, I, F, L, M, P, T 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0567]

(g) X15가 I, L 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0568]

(h) X16이 H, I, V, K, L, R, F, G, S 및 T로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0569]

(i) X17이 Y 및 H로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0570]

(j) X18이 K, M, L, R 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 폴리펩티드.[0571]
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17. 실시양태 16에 있어서, X9가 L 또는 V인 폴리펩티드.[0572]

18. 실시양태 16 또는 17에 있어서, X10이 T인 폴리펩티드.[0573]

19. 실시양태 16 내지 18 중 어느 한 실시양태에 있어서, X11이 K 또는 R인 폴리펩티드.[0574]

20. 실시양태 16 내지 19 중 어느 한 실시양태에 있어서, X12가 S 또는 T인 폴리펩티드.[0575]

21. 실시양태 16 내지 20 중 어느 한 실시양태에 있어서, X13이 K, G 또는 Q인 폴리펩티드.[0576]

22. 실시양태 16 내지 21 중 어느 한 실시양태에 있어서, X14가 V 또는 I인 폴리펩티드.[0577]

23. 실시양태 16 내지 22 중 어느 한 실시양태에 있어서, X15가 I인 폴리펩티드.[0578]

24. 실시양태 16 내지 23 중 어느 한 실시양태에 있어서, X16이 H, I 또는 V인 폴리펩티드.[0579]

25. 실시양태 16 내지 24 중 어느 한 실시양태에 있어서, X17이 Y인 폴리펩티드.[0580]

26. 실시양태 16 내지 25 중 어느 한 실시양태에 있어서, X18이 K 또는 M인 폴리펩티드.[0581]

27. 상기 실시양태 중 어느 한 실시양태에 있어서, FG 루프가 서열 46, 50-62, 64-72, 75-77 및 79로 이루어진[0582]

군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 것인 폴리펩티드.

28. 실시양태 27에 있어서, FG 루프가 서열 75에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 것인 폴리펩티드.[0583]

29. 실시양태 1 또는 2에 있어서, BC 루프가 화학식 X19-X20-P-X21-G-X22-A에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여[0584]

기서

(a) X19가 D, E, V 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0585]

(b) X20이 A, S 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0586]

(c) X21이 R, A, G, K 및 L로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0587]

(d) X22가 L 및 R로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 폴리펩티드.[0588]

30. 실시양태 29에 있어서, X19가 D인 폴리펩티드.[0589]

31. 실시양태 29 또는 30에 있어서, X20이 A인 폴리펩티드.[0590]

32. 실시양태 29 내지 31 중 어느 한 실시양태에 있어서, X21이 R 또는 A인 폴리펩티드.[0591]

33. 실시양태 29 내지 32 중 어느 한 실시양태에 있어서, X22가 L인 폴리펩티드.[0592]

34. 실시양태 29 내지 33 중 어느 한 실시양태에 있어서, BC 루프가 서열 8-10, 22, 32, 33 및 35로 이루어진[0593]

군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 것인 폴리펩티드.

35. 실시양태 1, 2 및 27 내지 34 중 어느 한 실시양태에 있어서, DE 루프가 화학식 X23-G-R-G-X24에 따른 및 아[0594]

미노산 서열을 포함하며, 여기서

(a) X23이 V, P, F, I 및 L로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0595]

(b) X24가 S, N 및 T로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 폴리펩티드.[0596]

36. 실시양태 35에 있어서, DE 루프가 서열 40, 41 및 43-45로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포[0597]

함하는 것인 폴리펩티드.

37. 실시양태 1, 2 및 29 내지 36 중 어느 한 실시양태에 있어서, FG 루프가 화학식 X25-X26-R-X27-G-X28-X29-X30-[0598]

X31-X32에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서
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(a) X25가 I 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0599]

(b) X26이 F, D 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0600]

(c) X27이 D 및 T로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0601]

(d) X28이 P, M, V 및 T로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0602]

(e) X29가 V, L, N, R 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0603]

(f) X30이 H, T, L, N, Q 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0604]

(g) X31이 F, W, Y, H 및 L로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0605]

(h) X32가 D, A 및 G로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 폴리펩티드.[0606]

38. 실시양태 37에 있어서, X25가 I인 폴리펩티드.[0607]

39. 실시양태 37 또는 38에 있어서, X26이 F인 폴리펩티드.[0608]

40. 실시양태 37 내지 39 중 어느 한 실시양태에 있어서, X27이 D인 폴리펩티드.[0609]

41. 실시양태 37 내지 40 중 어느 한 실시양태에 있어서, X28이 P인 폴리펩티드.[0610]

42. 실시양태 37 내지 41 중 어느 한 실시양태에 있어서, X29가 V인 폴리펩티드.[0611]

43. 실시양태 37 내지 42 중 어느 한 실시양태에 있어서, X30이 H 또는 T인 폴리펩티드.[0612]

44. 실시양태 37 내지 43 중 어느 한 실시양태에 있어서, X31이 F 또는 W인 폴리펩티드.[0613]

45. 실시양태 37 내지 44 중 어느 한 실시양태에 있어서, X32가 D인 폴리펩티드.[0614]

46. 실시양태 37 내지 45 중 어느 한 실시양태에 있어서, FG 루프가 서열 47-49, 63, 73, 74 및 78로 이루어진[0615]

군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 것인 폴리펩티드.

47. 상기 실시양태 중 어느 한 실시양태에 있어서, BC 루프 및 DE 루프를 포함하는 폴리펩티드.[0616]

48. 실시양태 47에 있어서, BC 루프가 서열 7-38로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하고, DE[0617]

루프가 서열 39-45로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 것인 폴리펩티드.

49. 실시양태 1 내지 46 중 어느 한 실시양태에 있어서, BC 루프 및 FG 루프를 포함하는 폴리펩티드.[0618]

50. 실시양태 49에 있어서, BC 루프가 서열 7-38로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하고, FG[0619]

루프가 서열 46-79로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 것인 폴리펩티드.

51. 실시양태 1 내지 46 중 어느 한 실시양태에 있어서, DE 루프 및 FG 루프를 포함하는 폴리펩티드.[0620]

52. 실시양태 51에 있어서, DE 루프가 서열 39-45로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하고, FG[0621]

루프가 서열 46-79로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 것인 폴리펩티드.

53. 상기 실시양태 중 어느 한 실시양태에 있어서, BC 루프, DE 루프 및 FG 루프를 포함하는 폴리펩티드.[0622]

54. 실시양태 53에 있어서, BC 루프가 서열 7-38로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하고, DE[0623]

루프가 서열 39-45로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하고, FG 루프가 서열 46-79로 이루어진

군으로부터 선택된 아미노산 서열을 포함하는 것인 폴리펩티드.

55. 실시양태 54에 있어서, BC 루프가 서열 34의 아미노산 서열을 포함하고, DE 루프가 서열 39를 포함하고, FG[0624]

루프가 서열 75를 포함하는 것인 폴리펩티드.

56. 실시양태 55에 있어서, BC 루프 서열이 1, 2, 3, 4, 5 또는 6개의 아미노산 치환을 갖고; DE 루프가 1개의[0625]

아미노산 치환을 갖고; FG 루프가 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 또는 8개의 아미노산 치환을 갖는 것인 폴리펩티드.

등록특허 10-2187714

- 107 -



57. 실시양태 56에 있어서,[0626]

(a) BC 루프가 화학식 X33-L-P-X34-X35-X36-X37-X38-X39에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서[0627]

(i) X33이 T 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0628]

(ii) X34가 Y, N, R, F, G, S 및 T로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0629]

(iii) X35가 A, P, S, F, H, N 및 R로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0630]

(iv) X36이 A이고;[0631]

(v) X37이 H, L, R, V, N, D, F 및 I로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0632]

(vi) X38이 L, G, M, F, I 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0633]

(vii) X39가 H이고;[0634]

(b) DE 루프가 화학식 G-R-G-X40에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X40이 L이고;[0635]

(c) FG 루프가 화학식 X41-X42-X43-X44-X45-X46-X47-X48-X49-X50에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서[0636]

(i) X41이 L 및 I로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0637]

(ii) X42가 S이고;[0638]

(iii) X43이 K, R, A, G, S, H, N, T 및 P로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0639]

(iv) X44가 S, A, E, H, K 및 N으로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0640]

(v) X45가 K, Q, D, E, N, T 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0641]

(vi) X46이 V, I, F, L, M, P 및 T로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0642]

(vii) X47이 I 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0643]

(viii) X48이 H, I, V, L, R, F, G, S 및 T로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0644]

(ix) X49가 H이고;[0645]

(x) X50이 M, L, R 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 폴리펩티드.[0646]

58. 실시양태 1 또는 2에 있어서, BC 루프가 화학식 X51-X52-X53-X54-X55-X56-X57-X58-X59에 따른 아미노산 서열을 포[0647]

함하며, 여기서

(a) X51이 A, C, D, F, H, I, K, L, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0648]

(b) X52가 L, M 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0649]

(c) X53이 A, C, D, E, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0650]

(d) X54가 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0651]

(e) X55가 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0652]

(f) X56이 G 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0653]

(g) X57이 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0654]
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(h) X58이 A, C, G, L, M, S 및 T로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0655]

(i) X59가 A, C, F, H, N, P, Q, R, S 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 폴리펩티드.[0656]

59. 실시양태 58에 있어서,[0657]

(a) X51이 C, F, I, S, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0658]

(b) X52가 L로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0659]

(c) X53이 P로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0660]

(d) X54가 C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0661]

(e) X55가 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0662]

(f) X56이 G로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0663]

(g) X57이 A, C, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0664]

(h) X58이 A, G, L, M 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0665]

(i) X59가 C, H, N, Q, S 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 폴리펩티드.[0666]

60. 실시양태 59에 있어서,[0667]

(a) X51이 F, S 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0668]

(b) X52가 L로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0669]

(c) X53이 P로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0670]

(d) X54가 C, F, G, I, K, L, M, N, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0671]

(e) X55가 A, C, E, F, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0672]

(f) X56이 G로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0673]

(g) X57이 A, C, H, K, L, M, N, R, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0674]

(h) X58이 A, G 및 L로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0675]

(i) X59가 H, N 및 Q로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 폴리펩티드.[0676]

61. 실시양태 58 내지 60 중 어느 한 실시양태에 있어서, X51이 S인 폴리펩티드.[0677]

62. 실시양태 58에 있어서, X52가 L인 폴리펩티드.[0678]

63. 실시양태 58에 있어서, X53이 P인 폴리펩티드.[0679]

64. 실시양태 58, 59 및 61 내지 63 중 어느 한 실시양태에 있어서, X54가 H인 폴리펩티드.[0680]

65. 실시양태 58 내지 64 중 어느 한 실시양태에 있어서, X55가 Q인 폴리펩티드.[0681]

66. 실시양태 58에 있어서, X56이 G인 폴리펩티드.[0682]

67. 실시양태 58 내지 66 중 어느 한 실시양태에 있어서, X57이 K인 폴리펩티드.[0683]

68. 실시양태 58 내지 67 중 어느 한 실시양태에 있어서, X58이 A인 폴리펩티드.[0684]
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69. 실시양태 58 내지 68 중 어느 한 실시양태에 있어서, X59가 N인 폴리펩티드.[0685]

70. 실시양태 58에 있어서, BC 루프가 서열 7, 11-21, 23-31, 34 및 36-38로 이루어진 군으로부터 선택된 아미[0686]

노산 서열을 포함하는 것인 폴리펩티드.

71. 실시양태 70에 있어서, BC 루프가 서열 34에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 것인 폴리펩티드.[0687]

72. 실시양태 58 내지 71 중 어느 한 실시양태에 있어서, DE 루프가 화학식 G-R-G-X60에 따른 아미노산 서열을[0688]

포함하며, 여기서 X60이 A, C, D, E, F, I, K, L, M, N, Q, S, T 및 V인 폴리펩티드.

73. 실시양태 72에 있어서, X60이 C, E, I, L, M, Q, T 및 V인 폴리펩티드.[0689]

74. 실시양태 73에 있어서, X60이 C, E, I, L, M 및 V인 폴리펩티드.[0690]

75. 실시양태 72 내지 74 중 어느 한 실시양태에 있어서, X60이 V인 폴리펩티드.[0691]

76. 실시양태 58 내지 75 중 어느 한 실시양태에 있어서, DE 루프가 서열 39 및 42로 이루어진 군으로부터 선택[0692]

된 아미노산을 포함하는 것인 폴리펩티드.

77. 실시양태 76에 있어서, DE 루프가 서열 39에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 것인를 폴리펩티드.[0693]

78.  실시양태 58 내지 77 중 어느 한 실시양태에 있어서, FG 루프가 화학식 X61-X62-X63-X64-X65-X66-X67-X68-X69-[0694]

X70에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서

(a) X61이 A, C, F, I, L, M, Q, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0695]

(b) X62가 A, C, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0696]

(c) X63이 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0697]

(d) X64가 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0698]

(e) X65가 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0699]

(f) X66이 A, C, F, H, I, L, M, N, P, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0700]

(g) X67이 A, C, E, F, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0701]

(h) X68이 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0702]

(i) X69가 F, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0703]

(j) X70이 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되는 것[0704]

인 폴리펩티드.

79. 실시양태 78에 있어서,[0705]

(a) X61이 A, C, I, L, M 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0706]

(b) X62가 C, F, H, I, L, M, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0707]

(c) X63이 A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P, Q, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0708]

(d) X64가 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0709]

(e) X65가 A, D, E, F, G, H, I, L, M, N, Q, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0710]

(f) X66이 C, F, I, L, M, P, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0711]
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(g) X67이 C, F, H, I, K, L, M, N, Q, R, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0712]

(h) X68이 A, C, E, F, G, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0713]

(i) X69가 W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0714]

(j) X70이 A, C, D, E, G, H, K, L, M, N, P, Q, R, S, T 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 폴리펩티[0715]

드.

80. 실시양태 79에 있어서,[0716]

(a) X61이 I 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0717]

(b) X62가 C, F, I, L, M, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0718]

(c) X63이 A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, Q, S, T 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0719]

(d) X64가 A, C, D, F, G, I, L, M, N, Q, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0720]

(e) X65가 A, G, S, T 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0721]

(f) X66이 F, I, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0722]

(g) X67이 F, H, I, L, M, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0723]

(h) X68이 A, C, F, G, I, K, L, M, T, V 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0724]

(i) X69가 W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0725]

(j) X70이 A, G, K, L, M, P, Q 및 R로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 폴리펩티드.[0726]

81. 실시양태 78 내지 80 중 어느 한 실시양태에 있어서, X61이 V인 폴리펩티드.[0727]

82. 실시양태 78 내지 81 중 어느 한 실시양태에 있어서, X62가 T인 폴리펩티드.[0728]

83. 실시양태 78 내지 82 중 어느 한 실시양태에 있어서, X63이 D인 폴리펩티드.[0729]

84. 실시양태 78 내지 83 중 어느 한 실시양태에 있어서, X64가 T인 폴리펩티드.[0730]

85. 실시양태 78 내지 84 중 어느 한 실시양태에 있어서, X65가 G인 폴리펩티드.[0731]

86. 실시양태 78 내지 85 중 어느 한 실시양태에 있어서, X66이 Y인 폴리펩티드.[0732]

87. 실시양태 78 내지 86 중 어느 한 실시양태에 있어서, X67이 L인 폴리펩티드.[0733]

88. 실시양태 78 내지 87 중 어느 한 실시양태에 있어서, X68이 K인 폴리펩티드.[0734]

89. 실시양태 78 내지 88 중 어느 한 실시양태에 있어서, X69가 Y인 폴리펩티드.[0735]

90. 실시양태 78 내지 89 중 어느 한 실시양태에 있어서, X70이 K인 폴리펩티드.[0736]

91. 실시양태 1 또는 2에 있어서,[0737]

(a) BC 루프가 화학식 X51-X52-X53-X54-X55-X56-X57-X58-X59에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서[0738]

(i) X51이 A, C, D, F, H, I, K, L, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0739]

(ii) X52가 L, M 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0740]

(iii) X53이 A, C, D, E, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0741]

등록특허 10-2187714

- 111 -



(iv) X54가 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y이고;[0742]

(v) X55가 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선[0743]

택되고;

(vi) X56이 G 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0744]

(vii) X57이 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y이고;[0745]

(viii) X58이 A, C, G, L, M, S 및 T이고;[0746]

(ix) X59가 A, C, F, H, N, P, Q, R, S 및 Y이고;[0747]

(b) DE 루프가 화학식 G-R-G-X30에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서 X60이 A, C, D, E, F, I, K, L, M,[0748]

N, Q, S, T 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;

(c) FG 루프가 화학식 X61-X62-X63-X64-X65-X66-X67-X68-X69-X70에 따른 아미노산 서열을 포함하며, 여기서[0749]

(i) X61이 A, C, F, I, L, M, Q, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0750]

(ii) X62가 A, C, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y이고;[0751]

(iii) X63이 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터[0752]

선택되고;

(iv) X64가 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터[0753]

선택되고;

(v) X65가 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되[0754]

고;

(vi) X66이 A, C, F, H, I, L, M, N, P, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0755]

(vii) X67이 A, C, E, F, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0756]

(viii) X68이 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터[0757]

선택되고;

(ix) X69가 F, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0758]

(x) X70이 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선[0759]

택되는 것인 폴리펩티드.

92. 실시양태 91에 있어서,[0760]

(a) (i) X51이 C, F, I, S, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0761]

(ii) X52가 L이고;[0762]

(iii) X53이 P이고;[0763]

(iv)  X54가 C,  D,  E,  F,  G,  H,  I,  K,  L,  M,  N,  Q,  R,  S,  T,  V,  W  및 Y로 이루어진 군으로부터[0764]

선택되고;

(v) X55가 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선[0765]

택되고;

(vi) X56이 G이고;[0766]
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(vii) X57이 A, C, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0767]

(viii) X58이 A, G, L, M 및 S로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0768]

(ix) X59가 C, H, N, Q, S 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0769]

(b) X60이 C, E, I, L, M, Q, T 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0770]

(c) (i) X61이 A, C, I, L, M 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0771]

(ii) X62가 C, F, H, I, L, M, Q, R, S, T, V, W 및 Y이고;[0772]

(iii) X63이 A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P, Q, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되[0773]

고;

(iv) X64가 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택[0774]

되고;

(v) X65가 A, D, E, F, G, H, I, L, M, N, Q, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0775]

(vi) X66이 C, F, I, L, M, P, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0776]

(vii) X67이 C, F, H, I, K, L, M, N, Q, R, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0777]

(viii) X68이 A, C, E, F, G, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되[0778]

고;

(ix) X69가 W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0779]

(x) X70이 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선[0780]

택되는 것인 폴리펩티드.

93. 실시양태 92에 있어서,[0781]

(a) (i) X51이 F, S 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0782]

(ii) X52가 L이고;[0783]

(iii) X53이 P이고;[0784]

(iv) X54가 C, F, G, I, K, L, M, N, R, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0785]

(v) X55가 A, C, E, F, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0786]

(vi) X56이 G이고;[0787]

(vii) X57이 A, C, H, K, L, M, N, R, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0788]

(viii) X58이 A, G 및 L로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0789]

(ix) X59가 H, N 및 Q로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0790]

(b) X60이 C, E, I, L, M 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0791]

(c) (i) X61이 I 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0792]

(ii) X62가 C, F, I, L, M, T, V, W 및 Y이고;[0793]

(iii) X63이 A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, Q, S, T 및 V로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0794]
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(iv) X64가 A, C, D, F, G, I, L, M, N, Q, S, T, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0795]

(v) X65가 A, G, S, T 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0796]

(vi) X66이 F, I, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0797]

(vii) X67이 F, H, I, L, M, V, W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0798]

(viii) X68이 A, C, F, G, I, K, L, M, T, V 및 W로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0799]

(ix) X69가 W 및 Y로 이루어진 군으로부터 선택되고;[0800]

(x) X70이 A, G, K, L, M, P, Q 및 R로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 폴리펩티드.[0801]

94. 실시양태 92에 있어서,[0802]

(a) (i) X51이 S이고;[0803]

(ii) X52가 L이고;[0804]

(iii) X53이 P이고;[0805]

(iv) X54가 H이고;[0806]

(v) X55가 Q이고;[0807]

(vi) X56이 G이고;[0808]

(vii) X57이 K이고;[0809]

(viii) X58이 A이고;[0810]

(ix) X59가 N이고;[0811]

(b) X60이 V이고;[0812]

(c) (i) X61이 V이고;[0813]

(ii) X62가 T이고;[0814]

(iii) X63이 D이고;[0815]

(iv) X64가 T이고;[0816]

(v) X65가 G이고;[0817]

(vi) X66이 Y이고;[0818]

(vii) X67이 L이고;[0819]

(viii) X68이 K이고;[0820]

(ix) X69가 Y이고;[0821]

(x) X70이 K인 폴리펩티드.[0822]

95. 실시양태 1 또는 2에 있어서, 서열 118, 273, 281 또는 331의 비-BC, DE 및 FG 루프 영역에 대해 적어도[0823]

80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% 또는 100% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드.

96. 실시양태 1 또는 2에 있어서, BC, DE 또는 FG 루프 아미노산 서열이 각각 서열 7-38, 39-45 및 46-79 중[0824]

등록특허 10-2187714

- 114 -



어느 하나에 대해 적어도 80% 동일한 폴리펩티드.

97. 실시양태 1에 있어서, 서열 80-123, 228-239, 252-273, 281 및 331 중 어느 하나에 대해 적어도 80%, 85%,[0825]

90%, 95%, 98% 또는 99% 동일한 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드.

98. 실시양태 97에 있어서, 서열 331에 대해 적어도 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 또는 99% 동일한 아미노산 서열[0826]

을 포함하는 폴리펩티드.

99. 실시양태 97에 있어서, 서열 273에 대해 적어도 80%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 또는 99% 동일한 아미노산[0827]

서열을 포함하는 폴리펩티드.

100. 실시양태 1에 있어서, 서열 80-123, 228-239, 252-273, 281 및 331로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노[0828]

산 서열을 포함하는 폴리펩티드.

101. 실시양태 100에 있어서, 서열 331에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드.[0829]

102. 실시양태 101에 있어서, 서열 273에 제시된 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드.[0830]

103. 상기 실시양태 중 어느 한 실시양태에 있어서, 미오스타틴 상의 애드넥틴 결합 부위가 불연속적인 폴리펩[0831]

티드.

104. 실시양태 103에 있어서, 아미노산 56-66 내의 영역에 결합하는 폴리펩티드.[0832]

105. 실시양태 103에 있어서, 아미노산 85-101 내의 영역에 결합하는 폴리펩티드.[0833]

106. 실시양태 103에 있어서, 서열 3의 아미노산 85-101 및 56-66 내의 영역에 결합하는 폴리펩티드.[0834]

107. 상기 실시양태 중 어느 한 실시양태에 있어서, 미오스타틴에의 결합에 대해 ActRIIB와 경쟁하지 않는 폴리[0835]

펩티드.

108. 상기 실시양태 중 어느 한 실시양태에 있어서, 미오스타틴에의 결합에 대해 ALK4 및/또는 ALK5와 경쟁하는[0836]

폴리펩티드.

109. 상기 실시양태 중 어느 한 실시양태에 있어서, 폴리에틸렌 글리콜, 시알산, Fc, Fc 단편, 트랜스페린, 혈[0837]

청 알부민, 혈청 알부민 결합 단백질 및 혈청 이뮤노글로불린 결합 단백질로 이루어진 군으로부터 선택된 하나

이상의 약동학적 (PK) 모이어티를 추가로 포함하는 폴리펩티드.

110. 실시양태 109에 있어서, PK 모이어티와 폴리펩티드가 적어도 하나의 디술피드 결합, 펩티드 결합, 폴리펩[0838]

티드, 중합체성 당 또는 폴리에틸렌 글리콜 모이어티를 통해 연결되는 것인 폴리펩티드.

111. 실시양태 109에 있어서, PK 모이어티와 폴리펩티드가 서열 181-227로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노[0839]

산 서열을 갖는 링커를 통해 연결되는 것인 폴리펩티드.

112. 실시양태 109에 있어서, 혈청 알부민 결합 단백질이 피브로넥틴 유형 III 제10 도메인 (
10
Fn3)을 포함하는[0840]

것인 폴리펩티드.

113. 실시양태 109에 있어서, 
10
Fn3 도메인이 HSA에 결합하는 것인 폴리펩티드.[0841]

114. 실시양태 109에 있어서, PK 모이어티가 Fc인 폴리펩티드.[0842]

115. 실시양태 114에 있어서, Fc가 폴리펩티드의 N-말단에 있는 것인 폴리펩티드.[0843]

116. 실시양태 115에 있어서, Fc가 폴리펩티드의 C-말단에 있는 것인 폴리펩티드.[0844]

117. 실시양태 114 내지 116 중 어느 한 실시양태에 있어서, 이량체를 형성하는 폴리펩티드.[0845]

118. 실시양태 109에 있어서, PK 모이어티가 폴리에틸렌 글리콜인 폴리펩티드.[0846]

119. 상기 실시양태 중 어느 한 실시양태의 폴리펩티드 및 제약상 허용되는 담체를 포함하는 제약 조성물.[0847]

120. 실시양태 118에 있어서, 본질적으로 내독소-무함유인 조성물.[0848]

121. 실시양태 1 내지 116 중 어느 한 실시양태의 폴리펩티드를 코딩하는 단리된 핵산 분자.[0849]

122. 실시양태 121에 있어서, 서열 124-167, 240-251 및 284-305로 이루어진 군으로부터 선택된 서열을 갖는 단[0850]
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리된 핵산 분자.

123. 실시양태 1 내지 116 중 어느 한 실시양태의 폴리펩티드를 코딩하는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 발현[0851]

벡터.

124. 실시양태 1 내지 115 중 어느 한 실시양태의 폴리펩티드를 코딩하는 핵산을 포함하는 세포.[0852]

125. 실시양태 124의 세포를 미오스타틴-결합 폴리펩티드를 발현시키는데 적합한 조건 하에서 배양하는 단계 및[0853]

폴리펩티드를 정제하는 단계를 포함하는, 미오스타틴-결합 폴리펩티드의 생산 방법.

126. 유효량의 실시양태 1 내지 120 중 어느 한 실시양태에 따른 폴리펩티드 또는 조성물을 투여하는 것을 포함[0854]

하는, 대상체에서 미오스타틴-관련 질환 또는 장애를 약화시키거나 억제하는 방법.

127. 실시양태 126에 있어서, 질환 또는 장애가 근육 이영양증, 근위축성 측삭 경화증, 울혈성 폐쇄성 폐 질환,[0855]

만성 심부전, 암, AIDS, 신부전, 만성 신장 질환, 요독증, 류마티스 관절염, 근육감소증, 장기간 요양으로 인한

근육 소모, 척수 손상, 졸중, 골절, 노화, 당뇨병, 비만, 고혈당증, 악액질, 골관절염, 골다공증, 심근경색 및

섬유증으로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 방법.

128. 유효량의 실시양태 1 내지 120 중 어느 한 실시양태의 폴리펩티드 또는 조성물을 투여하는 것을 포함하는,[0856]

대상체에서 근육의 변성 또는 소모와 연관된 장애를 약화시키거나 억제하는 방법.

129. 실시양태 128에 있어서, 장애가 근육 이영양증, 근위축성 측삭 경화증, 울혈성 폐쇄성 폐 질환, 만성 심부[0857]

전, 암, AIDS, 악액질, 신부전, 만성 신장 질환, 요독증, 류마티스 관절염, 근육감소증, 장기간 요양으로 인한

근육 소모, 척수 손상, 외상성 손상, 졸중, 골절 및 노화로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 방법.

130. 실시양태 129에 있어서, 질환이 근육 이영양증인 방법.[0858]

131. 실시양태 128에 있어서, 대상체에 대한 폴리펩티드의 투여가 하기 생물학적 효과:[0859]

(a) 근육 질량의 증가;[0860]

(b) 근육 세포의 수의 증가;[0861]

(c) 근육 세포의 크기의 증가; 및[0862]

(d) 근육 강도의 증가[0863]

중 적어도 하나를 유발하는 것인 방법.[0864]

132. 유효량의 실시양태 1 내지 120 중 어느 한 실시양태의 폴리펩티드 또는 조성물을 투여하는 것을 포함하는,[0865]

대상체에서 대사 장애를 약화시키거나 억제하는 방법.

133. 실시양태 132에 있어서, 대상체가 당뇨병, 고혈당증, 고인슐린혈증, 고지혈증, 인슐린 저항성, 글루코스[0866]

대사 장애, 비만 및 대사 증후군으로 이루어진 군으로부터 선택된 질환 또는 장애를 가지는 것인 방법.

134. 실시양태 132에 있어서, 질환 또는 장애가 제II형 당뇨병인 방법.[0867]

135. 실시양태 134에 있어서, 당뇨병을 치료하기 위한 제2 치료 조성물의 투여를 추가로 포함하는 방법.[0868]

136. 실시양태 131 내지 135 중 어느 한 실시양태에 있어서, 대상체에 대한 폴리펩티드의 투여가 하기 생물학적[0869]

효과:

(a) 인슐린 감수성의 증가;[0870]

(b) 대상체에서 세포에 의한 글루코스 흡수의 증가;[0871]

(c) 혈액 글루코스 수준의 감소; 및[0872]

(d) 체지방의 감소[0873]

중 적어도 하나를 유발하는 것인 방법.[0874]

137. 유효량의 실시양태 1 내지 120 중 어느 한 실시양태의 폴리펩티드 또는 조성물을 투여하는 것을 포함하는,[0875]

대상체에서 제지방 근육 질량을 증진시키는 방법.

138. 유효량의 실시양태 1 내지 120 중 어느 한 실시양태의 폴리펩티드 또는 조성물을 투여하는 것을 포함하는,[0876]
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대상체에서 지방 대비 제지방 근육 질량의 비를 증가시키는 방법.

139. 실시양태 1 내지 120 중 어느 한 실시양태의 폴리펩티드 또는 조성물 및 사용 지침서를 포함하는 키트.[0877]

140. 샘플을 실시양태 1 내지 117 중 어느 한 실시양태의 폴리펩티드와 접촉시키는 단계 및 미오스타틴에 대한[0878]

폴리펩티드의 결합을 검출하거나 측정하는 단계를 포함하는, 샘플에서 미오스타틴을 검출하거나 측정하는 방법.
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도면16

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110>  BRISTOL-MYERS SQUIBB COMPANY

 

<120>  FIBRONECTIN BASED SCAFFOLD DOMAIN PROTEINS THAT BIND TO MYOSTATIN

<130>  MXI-514PC

<150>  US 61/780,005

<151>  2013-03-13

<150>  US 61/700,697

<151>  2012-09-13

<160>  331   
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<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  375

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  1

Met Gln Lys Leu Gln Leu Cys Val Tyr Ile Tyr Leu Phe Met Leu Ile 

1               5                   10                  15      

Val Ala Gly Pro Val Asp Leu Asn Glu Asn Ser Glu Gln Lys Glu Asn 

            20                  25                  30          

Val Glu Lys Glu Gly Leu Cys Asn Ala Cys Thr Trp Arg Gln Asn Thr 

        35                  40                  45              

Lys Ser Ser Arg Ile Glu Ala Ile Lys Ile Gln Ile Leu Ser Lys Leu 

    50                  55                  60                  

Arg Leu Glu Thr Ala Pro Asn Ile Ser Lys Asp Val Ile Arg Gln Leu 

65                  70                  75                  80  

Leu Pro Lys Ala Pro Pro Leu Arg Glu Leu Ile Asp Gln Tyr Asp Val 

                85                  90                  95      

Gln Arg Asp Asp Ser Ser Asp Gly Ser Leu Glu Asp Asp Asp Tyr His 

            100                 105                 110         

Ala Thr Thr Glu Thr Ile Ile Thr Met Pro Thr Glu Ser Asp Phe Leu 

        115                 120                 125             

Met Gln Val Asp Gly Lys Pro Lys Cys Cys Phe Phe Lys Phe Ser Ser 

    130                 135                 140                 

Lys Ile Gln Tyr Asn Lys Val Val Lys Ala Gln Leu Trp Ile Tyr Leu 

145                 150                 155                 160 

Arg Pro Val Glu Thr Pro Thr Thr Val Phe Val Gln Ile Leu Arg Leu 

                165                 170                 175     

Ile Lys Pro Met Lys Asp Gly Thr Arg Tyr Thr Gly Ile Arg Ser Leu 

            180                 185                 190         

Lys Leu Asp Met Asn Pro Gly Thr Gly Ile Trp Gln Ser Ile Asp Val 

        195                 200                 205             
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Lys Thr Val Leu Gln Asn Trp Leu Lys Gln Pro Glu Ser Asn Leu Gly 

    210                 215                 220                 

Ile Glu Ile Lys Ala Leu Asp Glu Asn Gly His Asp Leu Ala Val Thr 

225                 230                 235                 240 

Phe Pro Gly Pro Gly Glu Asp Gly Leu Asn Pro Phe Leu Glu Val Lys 

                245                 250                 255     

Val Thr Asp Thr Pro Lys Arg Ser Arg Arg Asp Phe Gly Leu Asp Cys 

            260                 265                 270         

Asp Glu His Ser Thr Glu Ser Arg Cys Cys Arg Tyr Pro Leu Thr Val 

        275                 280                 285             

Asp Phe Glu Ala Phe Gly Trp Asp Trp Ile Ile Ala Pro Lys Arg Tyr 

    290                 295                 300                 

Lys Ala Asn Tyr Cys Ser Gly Glu Cys Glu Phe Val Phe Leu Gln Lys 

305                 310                 315                 320 

Tyr Pro His Thr His Leu Val His Gln Ala Asn Pro Arg Gly Ser Ala 

                325                 330                 335     

Gly Pro Cys Cys Thr Pro Thr Lys Met Ser Pro Ile Asn Met Leu Tyr 

            340                 345                 350         

Phe Asn Gly Lys Glu Gln Ile Ile Tyr Gly Lys Ile Pro Ala Met Val 

        355                 360                 365             

Val Asp Arg Cys Gly Cys Ser 

    370                 375 

<210>  2

<211>  352

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  2

Asn Glu Asn Ser Glu Gln Lys Glu Asn Val Glu Lys Glu Gly Leu Cys 

1               5                   10                  15      

Asn Ala Cys Thr Trp Arg Gln Asn Thr Lys Ser Ser Arg Ile Glu Ala 

            20                  25                  30          
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Ile Lys Ile Gln Ile Leu Ser Lys Leu Arg Leu Glu Thr Ala Pro Asn 

        35                  40                  45              

Ile Ser Lys Asp Val Ile Arg Gln Leu Leu Pro Lys Ala Pro Pro Leu 

    50                  55                  60                  

Arg Glu Leu Ile Asp Gln Tyr Asp Val Gln Arg Asp Asp Ser Ser Asp 

65                  70                  75                  80  

Gly Ser Leu Glu Asp Asp Asp Tyr His Ala Thr Thr Glu Thr Ile Ile 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

Lys Cys Cys Phe Phe Lys Phe Ser Ser Lys Ile Gln Tyr Asn Lys Val 

        115                 120                 125             

Val Lys Ala Gln Leu Trp Ile Tyr Leu Arg Pro Val Glu Thr Pro Thr 

    130                 135                 140                 

Thr Val Phe Val Gln Ile Leu Arg Leu Ile Lys Pro Met Lys Asp Gly 

145                 150                 155                 160 

Thr Arg Tyr Thr Gly Ile Arg Ser Leu Lys Leu Asp Met Asn Pro Gly 

                165                 170                 175     

Thr Gly Ile Trp Gln Ser Ile Asp Val Lys Thr Val Leu Gln Asn Trp 

            180                 185                 190         

Leu Lys Gln Pro Glu Ser Asn Leu Gly Ile Glu Ile Lys Ala Leu Asp 

        195                 200                 205             

Glu Asn Gly His Asp Leu Ala Val Thr Phe Pro Gly Pro Gly Glu Asp 

    210                 215                 220                 

Gly Leu Asn Pro Phe Leu Glu Val Lys Val Thr Asp Thr Pro Lys Arg 

225                 230                 235                 240 

Ser Arg Arg Asp Phe Gly Leu Asp Cys Asp Glu His Ser Thr Glu Ser 

                245                 250                 255     

Arg Cys Cys Arg Tyr Pro Leu Thr Val Asp Phe Glu Ala Phe Gly Trp 

            260                 265                 270         

Asp Trp Ile Ile Ala Pro Lys Arg Tyr Lys Ala Asn Tyr Cys Ser Gly 
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        275                 280                 285             

Glu Cys Glu Phe Val Phe Leu Gln Lys Tyr Pro His Thr His Leu Val 

    290                 295                 300                 

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

305                 310                 315                 320 

Lys Met Ser Pro Ile Asn Met Leu Tyr Phe Asn Gly Lys Glu Gln Ile 

                325                 330                 335     

Ile Tyr Gly Lys Ile Pro Ala Met Val Val Asp Arg Cys Gly Cys Ser 

            340                 345                 350         

<210>  3

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens

<400>  3

Asp Phe Gly Leu Asp Cys Asp Glu His Ser Thr Glu Ser Arg Cys Cys 

1               5                   10                  15      

Arg Tyr Pro Leu Thr Val Asp Phe Glu Ala Phe Gly Trp Asp Trp Ile 

            20                  25                  30          

Ile Ala Pro Lys Arg Tyr Lys Ala Asn Tyr Cys Ser Gly Glu Cys Glu 

        35                  40                  45              

Phe Val Phe Leu Gln Lys Tyr Pro His Thr His Leu Val His Gln Ala 

    50                  55                  60                  

Asn Pro Arg Gly Ser Ala Gly Pro Cys Cys Thr Pro Thr Lys Met Ser 

65                  70                  75                  80  

Pro Ile Asn Met Leu Tyr Phe Asn Gly Lys Glu Gln Ile Ile Tyr Gly 

                85                  90                  95      

Lys Ile Pro Ala Met Val Val Asp Arg Cys Gly Cys Ser 

            100                 105                 

<210>

  4

<211>  94

<212>  PRT

<213>  Homo sapiens
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<400>  4

Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro Thr 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Ala Val Thr Val Arg Tyr Tyr 

            20                  25                  30          

Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln Glu Phe 

        35                  40                  45              

Thr Val Pro Gly Ser Lys Ser Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu Lys Pro 

    50                  55                  60                  

Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Gly Arg Gly Asp 

65                  70                  75                  80  

Ser Pro Ala Ser Ser Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  

<210>  5

<211>  157

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<220><221>  misc_feature

<222>  (7)..(21)

<223>  Xaa, if present, can be any naturally occurring amino acid

<220><221>  misc_feature

<222>  (26)..(45)

<223>  Xaa, if present, can be any naturally occurring amino acid

<220><221>  misc_feature

<222>  (54)..(73)

<223>  Xaa, if present, can be any naturally occurring amino acid

<220><221>  misc_feature

<222>  (79)..(98)

<223>  Xaa, if present, can be any naturally occurring amino acid

<220><221>  misc_feature

<222>  (102)..(121)

<223>  Xaa, if present, can be any naturally occurring amino acid
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<220><221>  misc_feature

<222>  (131)..(150)

<223

>  Xaa, if present, can be any naturally occurring amino acid

<400>  5

Glu Val Val Ala Ala Thr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 

1               5                   10                  15      

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ser Leu Leu Ile Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 

            20                  25                  30          

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Tyr Arg 

        35                  40                  45              

Ile Thr Tyr Gly Glu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 

    50                  55                  60                  

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gln Glu Phe Thr Val Xaa Xaa 

65                  70                  75                  80  

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 

                85                  90                  95      

Xaa Xaa Ala Thr Ile Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 

            100                 105                 110         

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr 

        115                 120                 125             

Ala Val Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 

    130                 135                 140                 

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

145                 150                 155         

<210>  6

<211>  118

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<220><221>  misc_feature

<222>  (13)..(32)
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<223>  Xaa, if present, can be any naturally occurring amino acid

<220><221>  misc_feature

<222>  (53)..(72)

<223>  Xaa, if present, can be any naturally occurring amino acid

<220><221>  misc_feature

<222>  (92)..(111)

<223>  Xaa, if present, can be any naturally occurring amino acid

<400>  6

Glu Val Val Ala Ala Thr Pro Thr Ser Leu Leu Ile Xaa Xaa Xaa Xaa 

1               5                   10                  15      

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 

    50                  55                  60                  

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ala Thr Ile Ser Gly Leu Lys Pro 

65                  70                  75                  80  

Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa 

                85                  90                  95      

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ile 

            100                 105                 110         

Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

        115             

<210>  7

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  7

Ser Trp Ser Leu Pro His Ala Gly His Val Asn 

1               5                   10      
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<210>  8

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  8

Ser Trp Val Ser Pro Arg Gly Arg Ala Arg 

1               5                   10  

<210>  9

<211

>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  9

Ser Trp Glu Val Pro Arg Gly Leu Ala Arg 

1               5                   10  

<210>  10

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  10

Ser Trp Trp Ala Pro Leu Gly Leu Ala Arg 

1               5                   10  

<210>  11

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  11

Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Leu Ala His 

1               5                   10      

<210>  12
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<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  12

Ser Trp Tyr Leu Pro Tyr Pro Ala His Met Asn 

1               5                   10      

<210>  13

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  13

Ser Trp Ser Leu Pro Phe Ala Gly His Leu Asn 

1               5                   10      

<210>  14

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  14

Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Ser Gly Leu Ala Asn 

1               5                   10      

<210>  15

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  15

Ser Trp Ser Leu Pro His Ala Gly His Ala His 

1               5                   10      

<210>  16

<211>  11

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  16

Ser Trp Thr Leu Pro Asn Phe Gly Leu Ile Asn 

1               5                   10      

<210>  17

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>

  Synthetic

<400>  17

Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala His 

1               5                   10      

<210>  18

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  18

Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Ala Gly His Leu Asn 

1               5                   10      

<210>  19

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  19

Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Ala Ala His Met Asn 

1               5                   10      

<210

>  20

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic

<400>  20

Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Pro Gly His Leu Asn 

1               5                   10      

<210>  21

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  21

Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Ala Gly His Ala His 

1               5                   10      

<210>  22

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  22

Ser Trp Asp Ala Pro Gly Gly Leu Ala Arg 

1               5                   10  

<210>  23

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  23

Ser Trp Ser Leu Pro Thr Pro Gly Leu Ala His 

1               5                   10      

<210>  24

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  24
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Ser Trp Ser Leu Pro His Arg Gly Val Ala Asn 

1               5                   10      

<210>  25

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  25

Ser Trp Ser Leu Pro Ser Ser Gly Val Ala His 

1               5                   10      

<210>  26

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  26

Ser Trp Ser Leu Pro His His Gly Phe Gly His 

1               5                   10      

<210>  27

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  27

Ser Trp Ser Leu Pro His Ala Gly Asp Ala His 

1               5                   10      

<210>  28

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  28

Ser Trp Ser Leu Pro His Asn Gly Val Ala His 
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1               5                   10      

<210>  29

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  29

Ser Trp Ser Leu Pro Arg Gln Gly Leu Ala Asn 

1               5                   10      

<210>  30

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  30

Ser Trp Ser Leu Pro Gly Pro Gly His Phe His 

1               5                   10      

<210>  31

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  31

Ser Trp Ser Leu Pro His Pro Gly Leu Gly His 

1               5                   10      

<210>  32

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  32

Ser Trp Asp Ala Pro Arg Gly Leu Ala Arg 

1               5                   10  

<210>  33
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<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  33

Ser Trp Asp Ala Pro Ala Gly Leu Ala Arg 

1               5                   10  

<210>  34

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  34

Ser Trp Ser Leu Pro His Gln Gly Lys Ala Asn 

1               5                   10      

<210>  35

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  35

Ser Trp Asp Ala Pro Lys Gly Leu Ala Arg 

1               5                   10  

<210>  36

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  36

Ser Trp Ser Leu Pro Asn Pro Gly Ile Ala His 

1               5                   10      

<210>  37

<211>  11
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  37

Ser Trp Ser Leu Pro Arg Pro Gly Asn Ala His 

1               5                   10      

<210>  38

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  38

Ser Trp Ser Leu Pro Asn Pro Gly Asn Ala His 

1               5                   10      

<210>  39

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  39

Pro Gly Arg Gly Val Thr 

1               5       

<210>  40

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  40

Pro Gly Arg Gly Ser Thr 

1               5       

<210>  41

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic

<400>  41

Leu Gly Arg Gly Ser Thr 

1               5       

<210>  42

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  42

Pro Gly Arg Gly Leu Thr 

1               5       

<210>  43

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  43

Ile Gly Arg Gly Ser Thr 

1               5       

<210>  44

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  44

Phe Gly Arg Gly Thr Thr 

1               5       

<210>  45

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  45
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Val Gly Arg Gly Asn Thr 

1               5       

<210>  46

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  46

Thr Leu Thr Lys Ser Gln Met Ile His Tyr Met Pro 

1               5                   10          

<210>  47

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  47

Thr Ile Tyr Arg Asp Gly Met Ser His His Asp Pro 

1               5                   10          

<210>  48

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  48

Thr Val Tyr Arg Asp Gly Pro Leu Leu Leu Ala Pro 

1               5                   10          

<210>  49

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  49

Thr Ile Phe Arg Thr Gly Met Val Gln Tyr Asp Pro 
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1               5                   10          

<210>  50

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  50

Thr Leu Thr Asn Ser Glu Ile Ile Leu Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  51

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  51

Thr Leu Thr Lys Ser Gln Ile Leu His His Arg Pro 

1               5                   10          

<210>  52

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  52

Thr Leu Thr Arg Ser Lys Ile Ile His Tyr Met Pro 

1               5                   10          

<210>  53

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  53

Thr Leu Thr His Ser Asn Ile Ile Arg Tyr Val Pro 

1               5                   10          
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<210>  54

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  54

Thr Val Ser Ser Thr Lys Val Ile Val Tyr Leu Pro 

1               5                   10          

<210>  55

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  55

Thr Ile Thr Lys Ser Thr Ile Ile Ile Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  56

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  56

Thr Val Thr Thr Thr Ser Val Ile Leu Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  57

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  57

Thr Leu Thr Lys Ser Gln Leu Ile His Tyr Met Pro 

1               5                   10          

<210>  58

<211>  12
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  58

Thr Leu Thr Arg Ser Gln Val Ile His Tyr Met Pro 

1               5                   10          

<210>  59

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  59

Thr Leu Thr Lys Ser Lys Ile Ile His Tyr Met Pro 

1               5                   10          

<210>  60

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  60

Thr Val Ser Ser Thr Lys Val Ile His Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  61

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  61

Thr Leu Thr Lys Ser Lys Val Ile His Tyr Met Pro 

1               5                   10          

<210>  62

<211>  12

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  62

Thr Val Thr Thr Thr Lys Val Ile His Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  63

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  63

Thr Ile Asp Arg Asp Gly Val Asn His Phe Ala Pro 

1               5                   10          

<210>  64

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  64

Thr Val Thr His His Gly Val Ile Gly Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  65

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  65

Thr Leu Thr Gly Ala Asn Val Ile Ile Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  66

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic
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<400>  66

Thr Val Thr Asn Thr Gly Val Ile Ile Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  67

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  67

Thr Val Thr Ala Thr Gly Ile Ile Ile Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  68

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  68

Thr Val Thr Arg Ala Gly Phe Tyr Arg Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  69

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  69

Thr Val Thr Arg Glu Glu Val Ile Ser Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  70

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  70
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Thr Val Thr Ala Ala Gly Val Ile Ile Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  71

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  71

Thr Val Thr Ala Asn Gln Pro Ile Ile Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  72

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  72

Thr Ile Thr Pro Glu Thr Ile Ile Val Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  73

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  73

Thr Ile Asp Arg Asp Gly Thr Arg Ser Phe Asp Pro 

1               5                   10          

<210>  74

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  74

Thr Ile Phe Arg Asp Gly Pro Val Thr Trp Asp Pro 
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1               5                   10          

<210>  75

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  75

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

1               5                   10          

<210>  76

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  76

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

1               5                   10          

<210>  77

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  77

Thr Val Thr Gly Lys Asp Val Ile Lys Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  78

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  78

Thr Ile Phe Arg Asp Gly Val Val Asn Tyr Gly Pro 

1               5                   10          
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<210>  79

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  79

Thr Val Thr Asp Thr Gly Phe Ile Thr Tyr Lys Pro 

1               5                   10          

<210>  80

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  80

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Ala Gly His Val 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Lys Ser Gln Met Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  81

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic
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<400>  81

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Val Ser Pro Arg Gly Arg Ala Arg 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Ser Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Asp Gly Met Ser His His Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 

<210>  82

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  82

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Glu Val Pro Arg Gly Leu Ala Arg 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Leu Gly Arg Gly Ser Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val Tyr 

65                  70                  75                  80  
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Arg Asp Gly Pro Leu Leu Leu Ala Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 

<210>  83

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  83

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Trp Ala Pro Leu Gly Leu Ala Arg 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Ser Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Phe 

65                  70                  75                  80  

Arg Thr Gly Met Val Gln Tyr Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 

<210>  84

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  84

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Leu Ala 
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            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Asn Ser Glu Ile Ile Leu Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  85

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  85

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Tyr Leu Pro Tyr Pro Ala His Met 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Leu Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Lys Ser Gln Ile Leu His His Arg Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 
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<210>  86

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  86

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Phe Ala Gly His Leu 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Arg Ser Lys Ile Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  87

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  87

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Ser Gly Leu Ala 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              
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Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr His Ser Asn Ile Ile Arg Tyr Val Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  88

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  88

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Ala Gly His Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Ser Ser Thr Lys Val Ile Val Tyr Leu Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  89

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic

<400>  89

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro Asn Phe Gly Leu Ile 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile 

65                  70                  75                  80  

Thr Lys Ser Thr Ile Ile Ile Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  90

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  90

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 
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65                  70                  75                  80  

Thr Thr Thr Ser Val Ile Leu Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  91

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  91

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Ala Gly His Leu 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Lys Ser Gln Leu Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  92

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  92

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 
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1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Ala Ala His Met 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Arg Ser Gln Val Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  93

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  93

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Ala Gly His Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Lys Ser Lys Ile Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      
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Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  94

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  94

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Pro Gly His Leu 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Lys Ser Lys Ile Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  95

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  95

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala 

            20                  25                  30          
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His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Arg Ser Lys Ile Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  96

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  96

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Ala Gly His Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Lys Ser Lys Ile Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  97

<211>  110
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  97

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Ala Gly His Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Arg Ser Lys Ile Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  98

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  98

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Pro Gly His Leu 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  
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Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Arg Ser Lys Ile Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  99

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  99

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Ser Ser Thr Lys Val Ile His Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  100

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  100
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Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Ala Gly His Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Arg Ser Lys Ile Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  101

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  101

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Ala Gly His Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Lys Ser Lys Val Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      
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Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  102

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  102

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Pro Gly His Leu 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Lys Ser Lys Val Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  103

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  103

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala 

            20                  25                  30          
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His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Ser Ser Thr Lys Val Ile Val Tyr Leu Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  104

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  104

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Ala Gly His Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Lys Ser Lys Val Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  105

<211>  110
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  105

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Thr Thr Thr Lys Val Ile His Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  106

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  106

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Gly Gly Leu Ala Arg 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Ile Gly Arg Gly Ser Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  
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Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Asp Gly Val Asn His Phe Ala Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 

<210>  107

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  107

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Thr Pro Gly Leu Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Thr His His Gly Val Ile Gly Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  108

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  108
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Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Arg Gly Val Ala 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Gly Ala Asn Val Ile Ile Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  109

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  109

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Ser Ser Gly Val Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Thr Asn Thr Gly Val Ile Ile Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      
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Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  110

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  110

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His His Gly Phe Gly 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Thr Ala Thr Gly Ile Ile Ile Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  111

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  111

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Ala Gly Asp Ala 

            20                  25                  30          
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His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Thr Arg Ala Gly Phe Tyr Arg Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  112

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  112

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Asn Gly Val Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  113

<211>  110
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  113

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Arg Gln Gly Leu Ala 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Thr Ala Ala Gly Val Ile Ile Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  114

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  114

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Gly Pro Gly His Phe 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  
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Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Thr Ala Asn Gln Pro Ile Ile Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  115

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  115

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Pro Gly Leu Gly 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile 

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  116

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  116
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Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Arg Gly Leu Ala Arg 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Phe Gly Arg Gly Thr Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Asp Gly Thr Arg Ser Phe Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 

<210>  117

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  117

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Ala Gly Leu Ala Arg 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Val Gly Arg Gly Asn Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Phe 

65                  70                  75                  80  

Arg Asp Gly Pro Val Thr Trp Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      
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Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 

<210>  118

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  118

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Gln Gly Lys Ala 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Thr Asp Thr Gly Tyr Leu Lys Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  119

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  119

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Lys Gly Leu Ala Arg 

            20                  25                  30          
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Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Val Gly Arg Gly Asn Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Phe 

65                  70                  75                  80  

Arg Asp Gly Pro Val Thr Trp Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 

<210>  120

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220

><223>  Synthetic

<400>  120

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Asn Pro Gly Ile Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Gly Ser Asp Thr Ile Phe Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  121

<211>  110
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  121

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Arg Pro Gly Asn Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Thr Gly Lys Asp Val Ile Lys Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  122

<211>  109

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  122

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Ala Gly Leu Ala Arg 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Val Gly Arg Gly Asn Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  
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Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Phe 

65                  70                  75                  80  

Arg Asp Gly Val Val Asn Tyr Gly Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 

<210>  123

<211>  110

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  123

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Asn Pro Gly Asn Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Thr Asp Thr Gly Phe Ile Thr Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

            100                 105                 110 

<210>  124

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  124
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atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gcatgctggt catgtgaact attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactctg      240

actaaatctc agatgatcca ttacatgcca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  125

<211>  327

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  125

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct gggtttctcc gcgtggtcgt gctcgatatt accgcatcac ttacggcgaa      120

acaggaggca atagccctgt ccaggagttc actgtgcctg gtcgtggttc tacagctacc      180

atcagcggcc ttaaacctgg cgttgattat accatcactg tgtatgctgt cactatctac      240

cgtgacggta tgtctcatca tgacccaatt tccattaatt accgcacaga aattgacaaa      300

ccatcccagc accatcacca ccaccac                                          327

<210>  126

<211>  327

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  126

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct gggaagtgcc gcgtggccta gctcgatatt accgcatcac ttacggcgaa      120

acaggaggca atagccctgt ccaggagttc actgtgcttg gtcgtggttc tacagctacc      180

atcagcggcc ttaaacctgg cgttgattat accatcactg tgtatgctgt cactgtgtac      240

cgtgacgggc cgttgcttct tgccccaatt tccattaatt accgcacaga aattgacaaa      300

ccatcccagc accatcacca ccaccac                                          327

<210>  127

<211>  327
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  127

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtgggcccc gctgggtctt gctcgatatt accgcatcac ttacggcgaa      120

acaggaggca atagccctgt ccaggagttc actgtgcctg gtcggggctc tacagctacc      180

atcagcggcc ttaaacctgg cgttgattat accatcactg tgtatgctgt cactatcttc      240

cgtacgggca tggttcaata tgacccaatt tccattaatt accgcacaga aattgacaaa      300

ccatcccagc accatcacca ccaccac                                          327

<210>  128

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  128

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggactctgcc gcatgctggt cttgcgcact attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactctg      240

actaattctg agattatcct ttacaagcca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  129

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  129

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtacctccc gtatcctgcg catatgaact attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctgggcgggg tctgacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactctg      240
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acaaaatctc agattctcca tcataggcca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  130

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  130

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtcattgcc gtttgctggt catttgaact attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactctg      240

actcgctcta agattattca ttatatgcca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  131

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  131

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc ttattctggc cttgcgaact attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg ggttacagct      180

actatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactctg      240

actcactcta atataattcg atacgtgcca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  132

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  132

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

등록특허 10-2187714

- 184 -



ctgatcagct ggtccctacc gcatgcgggt catgcgcact attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg agttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactgtg      240

tctagtacaa aggtgatagt ttacctgcca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  133

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  133

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggactttgcc gaatttcggt cttattaatt attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactatc      240

accaaatcta ctatcatcat ttacaagcca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  134

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  134

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggactttgcc gcatgctggt cgtgcgcact attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctgggcgggg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactgtg      240

acgacaactt cggtgatcct ttacaagcca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  135

<211>  330

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  135

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctcttcc ttatgctggt catctaaact attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgtgacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactctg      240

actaagtctc agctgataca ttacatgcca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  136

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  136

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gtatgctgct cacatgaact attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactttg      240

actagatcac aggtgattca ttacatgcca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  137

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  137

atgggtgtta gtgatgttcc gcgtgatctg gaagttgttg cagcaacccc gaccagcctg       60

ctgattagct ggtcactgcc gcatgcaggt catgcacatt attatcgtat tacctatggt      120

gaaaccggtg gtaatagtcc ggttcaggaa ttcaccgttc cgggtcgtgg tgttaccgca      180

accattagcg gtctgaaacc gggtgttgat tacaccatta ccgtttatgc agttaccctg      240

accaaaagca aaattattca ttatatgccg attagcatta attatcgcac cgaaattgat      300
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aaaccgagcc agcatcatca tcaccatcat                                       330

<210>  138

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  138

atgggtgtta gtgatgttcc gcgtgatctg gaagttgttg cagcaacccc gaccagcctg       60

ctgattagct ggtcactgcc gtatccgggt catctgaatt attatcgtat tacctatggt      120

gaaaccggtg gtaatagtcc ggttcaggaa ttcaccgttc cgggtcgtgg tgttaccgca      180

accattagcg gtctgaaacc gggtgttgat tacaccatta ccgtttatgc agttaccctg      240

accaaaagca aaattattca ttatatgccg attagcatta attatcgcac cgaaattgat      300

aaaccgagcc agcatcatca tcaccatcat                                       330

<210>  139

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  139

atgggtgtta gtgatgttcc gcgtgatctg gaagttgttg cagcaacccc gaccagcctg       60

ctgattagct ggaccctgcc gcatgcaggt cgtgcacatt attatcgtat tacctatggt      120

gaaaccggtg gtaatagtcc ggttcaggaa ttcaccgttc cgggtcgtgg tgttaccgca      180

accattagcg gtctgaaacc gggtgttgat tacaccatta ccgtttatgc agttaccctg      240

acccgcagca aaattattca ttatatgccg attagcatta attatcgcac cgaaattgat      300

aaaccgagcc agcatcatca tcaccatcat                                       330

<210>  140

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  140

atgggtgtta gtgatgttcc gcgtgatctg gaagttgttg cagcaacccc gaccagcctg       60

ctgattagct ggtcactgcc gtatgcaggt catgcacatt attatcgtat tacctatggt      120
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gaaaccggtg gtaatagtcc ggttcaggaa ttcaccgttc cgggtcgtgg tgttaccgca      180

accattagcg gtctgaaacc gggtgttgat tacaccatta ccgtttatgc agttaccctg      240

accaaaagca aaattattca ttatatgccg attagcatta attatcgcac cgaaattgat      300

aaaccgagcc agcatcatca tcaccatcat                                       330

<210>  141

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  141

atgggtgtta gtgatgttcc gcgtgatctg gaagttgttg cagcaacccc gaccagcctg       60

ctgattagct ggtcactgcc gcatgcaggt catgcacatt attatcgtat tacctatggt      120

gaaaccggtg gtaatagtcc ggttcaggaa ttcaccgttc cgggtcgtgg tgttaccgca      180

accattagcg gtctgaaacc gggtgttgat tacaccatta ccgtttatgc agttaccctg      240

acccgcagca aaattattca ttatatgccg attagcatta attatcgcac cgaaattgat      300

aaaccgagcc agcatcatca tcaccatcat                                       330

<210>  142

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  142

atgggtgtta gtgatgttcc gcgtgatctg gaagttgttg cagcaacccc gaccagcctg       60

ctgattagct ggtcactgcc gtatccgggt catctgaatt attatcgtat tacctatggt      120

gaaaccggtg gtaatagtcc ggttcaggaa ttcaccgttc cgggtcgtgg tgttaccgca      180

accattagcg gtctgaaacc gggtgttgat tacaccatta ccgtttatgc agttaccctg      240

acccgcagca aaattattca ttatatgccg attagcatta attatcgcac cgaaattgat      300

aaaccgagcc agcatcatca tcaccatcat                                       330

<210>  143

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic

<400>  143

atgggtgtta gtgatgttcc gcgtgatctg gaagttgttg cagcaacccc gaccagcctg       60

ctgattagct ggaccctgcc gcatgcaggt cgtgcacatt attatcgtat tacctatggt      120

gaaaccggtg gtaatagtcc ggttcaggaa ttcaccgttc cgggtcgtgg tgttaccgca      180

accattagcg gtctgaaacc gggtgttgat tacaccatta ccgtttatgc agttaccgtt      240

agcagcacca aagtgattca ttataaaccg attagcatta attatcgcac cgaaattgat      300

aaaccgagcc agcatcatca tcaccatcat                                       330

<210>  144

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  144

atgggtgtta gtgatgttcc gcgtgatctg gaagttgttg cagcaacccc gaccagcctg       60

ctgattagct ggtcactgcc gtatgcaggt catgcacatt attatcgtat tacctatggt      120

gaaaccggtg gtaatagtcc ggttcaggaa ttcaccgttc cgggtcgtgg tgttaccgca      180

accattagcg gtctgaaacc gggtgttgat tacaccatta ccgtttatgc agttaccctg      240

acccgcagca aaattattca ttatatgccg attagcatta attatcgcac cgaaattgat      300

aaaccgagcc agcatcatca tcaccatcat                                       330

<210>  145

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  145

atgggtgtta gtgatgttcc gcgtgatctg gaagttgttg cagcaacccc gaccagcctg       60

ctgattagct ggtcactgcc gcatgcaggt catgcacatt attatcgtat tacctatggt      120

gaaaccggtg gtaatagtcc ggttcaggaa ttcaccgttc cgggtcgtgg tgttaccgca      180

accattagcg gtctgaaacc gggtgttgat tacaccatta ccgtttatgc agttaccctg      240

accaaaagca aagtgattca ttatatgccg attagcatta attatcgcac cgaaattgat      300

aaaccgagcc agcatcatca tcaccatcat                                       330
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<210>  146

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  146

atgggtgtta gtgatgttcc gcgtgatctg gaagttgttg cagcaacccc gaccagcctg       60

ctgattagct ggtcactgcc gtatccgggt catctgaatt attatcgtat tacctatggt      120

gaaaccggtg gtaatagtcc ggttcaggaa ttcaccgttc cgggtcgtgg tgttaccgca      180

accattagcg gtctgaaacc gggtgttgat tacaccatta ccgtttatgc agttaccctg      240

accaaaagca aagtgattca ttatatgccg attagcatta attatcgcac cgaaattgat      300

aaaccgagcc agcatcatca tcaccatcat                                       330

<210>  147

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  147

atgggtgtta gtgatgttcc gcgtgatctg gaagttgttg cagcaacccc gaccagcctg       60

ctgattagct ggaccctgcc gcatgcaggt cgtgcacatt attatcgtat tacctatggt      120

gaaaccggtg gtaatagtcc ggttcaggaa ttcaccgttc cgggtcgtgg tgttaccgca      180

accattagcg gtctgaaacc gggtgttgat tacaccatta ccgtttatgc agttaccgtt      240

agcagcacca aagttattgt ttatctgccg attagcatta attatcgcac cgaaattgat      300

aaaccgagcc agcatcatca tcaccatcat                                       330

<210>  148

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  148

atgggtgtta gtgatgttcc gcgtgatctg gaagttgttg cagcaacccc gaccagcctg       60

ctgattagct ggtcactgcc gtatgcaggt catgcacatt attatcgtat tacctatggt      120
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gaaaccggtg gtaatagtcc ggttcaggaa ttcaccgttc cgggtcgtgg tgttaccgca      180

accattagcg gtctgaaacc gggtgttgat tacaccatta ccgtttatgc agttaccctg      240

accaaaagca aagtgattca ttatatgccg attagcatta attatcgcac cgaaattgat      300

aaaccgagcc agcatcatca tcaccatcat                                       330

<210>  149

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  149

atgggtgtta gtgatgttcc gcgtgatctg gaagttgttg cagcaacccc gaccagcctg       60

ctgattagct ggaccctgcc gcatgcaggt cgtgcacatt attatcgtat tacctatggt      120

gaaaccggtg gtaatagtcc ggttcaggaa ttcaccgttc cgggtcgtgg tgttaccgca      180

accattagcg gtctgaaacc gggtgttgat tacaccatta ccgtttatgc agttaccgtt      240

accaccacca aagtgattca ttataaaccg attagcatta attatcgcac cgaaattgat      300

aaaccgagcc agcatcatca tcaccatcat                                       330

<210>  150

<211>  327

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  150

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct gggacgctcc gggtggtctg gctcgatatt accgcatcac ttacggcgaa      120

acaggaggca atagccctgt ccaggagttc actgtgatcg gtcgtggtag cacagctacc      180

atcagcggcc ttaaacctgg cgttgattat accatcactg tgtatgctgt cactatcgac      240

cgtgacggtg tcaaccactt cgccccaatt tccattaatt accgcacaga aattgacaaa      300

ccatcccagc accatcacca ccaccac                                          327

<210>  151

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic

<400>  151

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gactccaggt ctcgcccatt attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactgtc      240

actcatcacg gcgtcatcgg ctacaaacca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  152

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  152

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gcaccgtggt gtcgccaatt attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactctc      240

actggagcga acgtcatcat ctacaaacca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  153

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  153

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gagcagcggt gtcgcccatt attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactgtc      240

actaacactg gtgtcatcat ctacaaacca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330
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<210>  154

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  154

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gcatcacggt ttcggccatt attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactgtc      240

actgctacgg ggatcatcat ctacaaacca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  155

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  155

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gcacgccggt gacgcccatt attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactgtt      240

actagagcgg gtttctaccg ctacaaacca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  156

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  156

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gcataatggt gtcgcccatt attaccgcat cacttacggc      120
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gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactgtc      240

actcgggagg aagtcatcag ctacaaacca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  157

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  157

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gcgtcagggt ctcgccaatt attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactgtc      240

actgctgctg gggtcatcat ctacaaacca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  158

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  158

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gggaccgggt cacttccatt attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactgtc      240

actgctaacc agcccatcat ctacaaacca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  159

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic

<400>  159

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gcaccccggt ctcggccatt attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactatc      240

actccggaaa cgatcatcgt ctacaaacca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  160

<211>  327

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  160

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct gggacgctcc gagaggtctg gctcgatatt accgcatcac ttacggcgaa      120

acaggaggca atagccctgt ccaggagttc actgtgttcg gtcgtggtac cacagctacc      180

atcagcggcc ttaaacctgg cgttgattat accatcactg tgtatgctgt cactatcgac      240

cgtgacggta cccgcagctt cgacccaatt tccattaatt accgcacaga aattgacaaa      300

ccatcccagc accatcacca ccaccac                                          327

<210>  161

<211>  327

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  161

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct gggacgctcc ggctggtctg gctcgatatt accgcatcac ttacggcgaa      120

acaggaggca atagccctgt ccaggagttc actgtggtcg gtcgtggtaa cacagctacc      180

atcagcggcc ttaaacctgg cgttgattat accatcactg tgtatgctgt cactatcttc      240

cgtgacggtc ccgtcacctg ggacccaatt tccattaatt accgcacaga aattgacaaa      300

ccatcccagc accatcacca ccaccac                                          327
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<210>  162

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  162

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gcaccaaggt aaagccaatt attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactgtt      240

actgatacag ggtacctcaa gtacaaacca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  163

<211>  327

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  163

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct gggacgctcc gaagggtctg gctcgatatt accgcatcac ttacggcgaa      120

acaggaggca atagccctgt ccaggagttc actgtggtcg gtcgtggtaa cacagctacc      180

atcagcggcc ttaaacctgg cgttgattat accatcactg tgtatgctgt cactatcttc      240

cgtgacggtc ccgtcacctg ggacccaatt tccattaatt accgcacaga aattgacaaa      300

ccatcccagc accatcacca ccaccac                                          327

<210>  164

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  164

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gaatcccggt atcgcccatt attaccgcat cacttacggc      120
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gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactctc      240

actggcagtg acaccatctt ctacaaacca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  165

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  165

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gcggccgggt aacgcccatt attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactgtt      240

actggcaaag atgtcatcaa gtacaaacca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  166

<211>  327

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  166

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct gggacgctcc ggctggtctg gctcgatatt accgcatcac ttacggcgaa      120

acaggaggca atagccctgt ccaggagttc actgtggtcg gtcgtggtaa cacagctacc      180

atcagcggcc ttaaacctgg cgttgattat accatcactg tgtatgctgt cactatcttc      240

cgtgacggtg tcgtcaacta cggcccaatt tccattaatt accgcacaga aattgacaaa      300

ccatcccagc accatcacca ccaccac                                          327

<210>  167

<211>  330

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

등록특허 10-2187714

- 197 -



<220><223>  Synthetic

<400>  167

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gaatccgggt aacgcccatt attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactgtt      240

actgacacag gtttcatcac gtacaaacca atttccatta attaccgcac agaaattgac      300

aaaccatccc agcaccatca ccaccaccac                                       330

<210>  168

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  168

Ile Asn Tyr Arg Thr 

1               5   

<210>  169

<211>  227

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  169

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    50                  55                  60                  

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

65                  70                  75                  80  
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Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

                85                  90                  95      

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

            100                 105                 110         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        195                 200                 205             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro Gly Lys 

225         

<210>  170

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  170

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

1               5                   10                  15      

<210>  171

<211>  24

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic

<400>  171

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

1               5                   10                  15      

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser 

            20                  

<210>  172

<211>  24

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  172

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

1               5                   10                  15      

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Ser Ser 

            20                  

<210>  173

<211>  24

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  173

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

1               5                   10                  15      

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Ser Ser 

            20                  

<210>  174

<211>  19

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  174

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly 
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1               5                   10                  15      

Gly Pro Ser 

            

<210>  175

<211>  19

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  175

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

1               5                   10                  15      

Gly Ser Ser 

            

<210>  176

<211>  330

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  176

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

1               5                   10                  15      

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr 

            20                  25                  30          

Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser 

        35                  40                  45              

Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser 

    50                  55                  60                  

Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Gln Thr 

65                  70                  75                  80  

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys 

                85                  90                  95      

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys 
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            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

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

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

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

225                 230                 235                 240 

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

                245                 250                 255     

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

            260                 265                 270         

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

        275                 280                 285             

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

    290                 295                 300                 

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 

305                 310                 315                 320 

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

                325                 330 

<210>  177

<211>  20
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  177

Met Glu Thr Asp Thr Leu Leu Leu Trp Val Leu Leu Leu Trp Val Pro 

1               5                   10                  15      

Gly Ser Thr Gly 

            20  

<210>  178

<211>  208

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  178

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 
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Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp 

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala 

            180                 185                 190         

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        195                 200                 205             

<210>  179

<211>  206

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  179

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser 
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    130                 135                 140                 

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

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala 

            180                 185                 190         

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

        195                 200                 205     

<210>  180

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  180

Gly Ser Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly 

1               5                   10                  15      

<210>  181

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  181

Gly Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly 

1               5               

<210>  182

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  182

Glu Pro Lys Ser Ser Asp 

1               5       
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<210>  183

<211>  21

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  183

Glu Ser Pro Lys Ala Gln Ala Ser Ser Val Pro Thr Ala Gln Pro Gln 

1               5                   10                  15      

Ala Glu Gly Leu Ala 

            20      

<210>  184

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223

>  Synthetic

<400>  184

Glu Leu Gln Leu Glu Glu Ser Ala Ala Glu Ala Gln Asp Gly Glu Leu 

1               5                   10                  15      

Asp 

    

<210>  185

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  185

Gly Gln Pro Asp Glu Pro Gly Gly Ser 

1               5                   

<210>  186

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  186
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Gly Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser 

1               5                   10              

<210>  187

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  187

Glu Leu Gln Leu Glu Glu Ser Ala Ala Glu Ala Gln Glu Gly Glu Leu 

1               5                   10                  15      

Glu 

    

<210>  188

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  188

Gly Ser Gly Ser Gly 

1               5   

<210>  189

<211>  4

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  189

Gly Ser Gly Cys 

1               

<210>  190

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic
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<400>  190

Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly 

1               5           

<210>  191

<211>  4

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  191

Gly Ser Gly Ser 

1               

<210>  192

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  192

Gln Pro Asp Glu Pro Gly Gly Ser 

1               5               

<210>  193

<211>

  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  193

Gly Ser Gly Ser Gly Ser 

1               5       

<210>  194

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  194

Thr Val Ala Ala Pro Ser 
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1               5       

<210>  195

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  195

Lys Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly 

1               5               

<210>  196

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  196

Lys Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser 

1               5                   10              

<210>  197

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  197

Lys Gln Pro Asp Glu Pro Gly Gly Ser 

1               5                   

<210>  198

<211>  18

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  198

Lys Glu Leu Gln Leu Glu Glu Ser Ala Ala Glu Ala Gln Asp Gly Glu 

1               5                   10                  15      
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Leu Asp 

        

<210>  199

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  199

Lys Thr Val Ala Ala Pro Ser 

1               5           

<210>  200

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  200

Lys Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly 

1               5                   

<210>  201

<211>  14

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  201

Lys Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly 

1               5                   10                  

<210>  202

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  202

Lys Gln Pro Asp Glu Pro Gly Gly Ser Gly 

1               5                   10  
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<210>  203

<211>  19

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  203

Lys Glu Leu Gln Leu Glu Glu Ser Ala Ala Glu Ala Gln Asp Gly Glu 

1               5                   10                  15      

Leu Asp Gly 

            

<210>  204

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  204

Lys Thr Val Ala Ala Pro Ser Gly 

1               5               

<210>  205

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  205

Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly 

1               5               

<210>  206

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  206

Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly 

1               5           
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<210>

  207

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  207

Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly 

1               5                   10              

<210>  208

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  208

Gln Pro Asp Glu Pro Gly Gly Ser Gly 

1               5                   

<210>  209

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  209

Thr Val Ala Ala Pro Ser Gly 

1               5           

<210>  210

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  210

Pro Ser Thr Ser Thr Ser Thr 

1               5           

<210>  211
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<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  211

Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln 

1               5           

<210>  212

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  212

Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser 

1               5               

<210>  213

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  213

Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser 

1               5                   10  

<210>  214

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  214

Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser 

1               5                   10          

<210>  215

<211>  14

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  215

Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser 

1               5                   10                  

<210>  216

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  216

Gly Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser 

1               5                   10              

<210>  217

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  217

Gly Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly 

1               5                   10                  15      

<210

>  218

<211>  15

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  218

Gly Ser Glu Gly Ser Glu Gly Ser Glu Gly Ser Glu Gly Ser Glu 

1               5                   10                  15  

<210>  219

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic

<400>  219

Gly Gly Ser Glu Gly Gly Ser Glu 

1               5               

<210>  220

<211>  35

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  220

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly 

1               5                   10                  15      

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly 

            20                  25                  30          

Gly Gly Ser 

        35  

<210>  221

<211>  25

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  221

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly 

1               5                   10                  15      

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser 

            20                  25  

<210>  222

<211>  16

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  222

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly 
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1               5                   10                  15      

<210>  223

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  223

Gly Pro Gly Pro Gly Pro Gly 

1               5           

<210>  224

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  224

Gly Pro Gly Pro Gly Pro Gly Pro Gly Pro Gly 

1               5                   10      

<210>  225

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  225

Pro Ala Pro Ala Pro Ala 

1               5       

<210>  226

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  226

Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala 

1               5                   10          

<210>  227
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<211>  18

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  227

Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala 

1               5                   10                  15      

Pro Ala 

        

<210>  228

<211>  106

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  228

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Val Ser Pro Arg Gly Arg Ala Arg 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Ser Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Asp Gly Met Ser His His Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Gly Ser Gly Cys His His His His His His 

            100                 105     

<210>  229

<211>  107

<212>  PRT

등록특허 10-2187714

- 217 -



<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  229

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Ala Gly His Val 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Lys Ser Gln Met Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Gly Ser Gly Cys His His His His His His 

            100                 105         

<210>  230

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  230

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 
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65                  70                  75                  80  

Thr Thr Thr Ser Val Ile Leu Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Gly Ser Gly Cys His His His His His His 

            100                 105             

<210>  231

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  231

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Tyr Leu Pro Tyr Pro Ala His Met 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Leu Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Lys Ser Gln Ile Leu His His Arg Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Gly Ser Gly Cys His His His His His His 

            100                 105             

<210>  232

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  232

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 
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1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Ala Gly His Leu 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu 

65                  70                  75                  80  

Thr Lys Ser Gln Leu Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Gly Ser Gly Cys His His His His His His 

            100                 105             

<210>  233

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  233

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Thr Thr Thr Lys Val Ile His Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      
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Thr Glu Gly Ser Gly Cys His His His His His His 

            100                 105             

<210>  234

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  234

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Thr Thr Thr Lys Val Ile His Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Gly Ser Gly Cys His His His His His His 

            100                 105             

<210>  235

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  235

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Arg Gly Leu Ala Arg 

            20                  25                  30          
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Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Phe Gly Arg Gly Thr Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Asp 

65                  70                  75                  80  

Arg Asp Gly Thr Arg Ser Phe Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Glu Gly Ser Gly Cys His His His His His His 

            100                 105         

<210>  236

<211>  107

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  236

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Ala Gly Leu Ala Arg 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Val Gly Arg Gly Asn Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Phe 

65                  70                  75                  80  

Arg Asp Gly Pro Val Thr Trp Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Glu Gly Ser Gly Cys His His His His His His 

            100                 105         

<210>  237

<211>  107

등록특허 10-2187714

- 222 -



<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  237

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Lys Gly Leu Ala Arg 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Val Gly Arg Gly Asn Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Phe 

65                  70                  75                  80  

Arg Asp Gly Pro Val Thr Trp Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Glu Gly Ser Gly Cys His His His His His His 

            100                 105         

<210>  238

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  238

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Asn Pro Gly Asn Ala 

            20                  25                  30          

His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  
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Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Thr Asp Thr Gly Phe Ile Thr Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Gly Ser Gly Cys His His His His His His 

            100                 105             

<210>  239

<211>  108

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  239

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr 

1               5                   10                  15      

Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Gln Gly Lys Ala 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        35                  40                  45              

Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val 

65                  70                  75                  80  

Thr Asp Thr Gly Tyr Leu Lys Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                85                  90                  95      

Thr Glu Gly Ser Gly Cys His His His His His His 

            100                 105             

<210>  240

<211>  318

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  240
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atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct gggtttctcc gcgtggtcgt gctcgatatt accgcatcac ttacggcgaa      120

acaggaggca atagccctgt ccaggagttc actgtgcctg gtcgtggttc tacagctacc      180

atcagcggcc ttaaacctgg cgttgattat accatcactg tgtatgctgt cactatctac      240

cgtgacggta tgtctcatca tgacccaatt tccattaatt accgcacagg tagcggttgc      300

caccatcacc accatcac                                                    318

<210>  241

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  241

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gcatgctggt catgtgaact attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactctg      240

actaaatctc agatgatcca ttacatgcca atttccatta attaccgcac aggtagcggt      300

tgccaccatc accaccatca c                                                321

<210>  242

<211>  324

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  242

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggactttgcc gcatgctggt cgtgcgcact attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctgggcgggg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactgtg      240

acgacaactt cggtgatcct ttacaagcca atttccatta attaccgcac agaaggtagc      300

ggttgccacc atcaccacca tcac                                             324

<210>  243

<211>  324
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  243

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtacctccc gtatcctgcg catatgaact attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctgggcgggg tctgacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactctg      240

acaaaatctc agattctcca tcataggcca atttccatta attaccgcac agaaggtagc      300

ggttgccacc atcaccacca tcac                                             324

<210>  244

<211>  324

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  244

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctcttcc ttatgctggt catctaaact attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgtgacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactctg      240

actaagtctc agctgataca ttacatgcca atttccatta attaccgcac agaaggtagc      300

ggttgccacc atcaccacca tcac                                             324

<210>  245

<211>  324

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  245

atgggtgtta gtgatgttcc gcgtgatctg gaagttgttg cagcaacccc gaccagcctg       60

ctgattagct ggaccctgcc gcatgcaggt cgtgcacatt attatcgtat tacctatggt      120

gaaaccggtg gtaatagtcc ggttcaggaa ttcaccgttc cgggtcgtgg tgttaccgca      180

accattagcg gtctgaaacc gggtgttgat tacaccatta ccgtttatgc agttaccgtt      240
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accaccacca aagtgattca ttataaaccg atttccatta attaccgcac agaaggtagc      300

ggttgccacc atcaccacca tcac                                             324

<210>  246

<211>  306

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  246

atgggtgtta gtgatgttcc gcgtgatctg gaagttgttg cagcaacccc gaccagcctg       60

ctgattagct ggaccctgcc gcatgcaggt cgtgcacatt attatcgtat tacctatggt      120

gaaaccggtg gtaatagtcc ggttcaggaa ttcaccgttc cgggtcgtgg tgttaccgca      180

accattagcg gtctgaaacc gggtgttgat tacaccatta ccgtttatgc agttaccgtt      240

accaccacca aagtgattca ttataaaccg atttccatta attaccgaac agaaggtagc      300

ggttgc                                                                 306

<210>  247

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  247

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct gggacgctcc gagaggtctg gctcgatatt accgcatcac ttacggcgaa      120

acaggaggca atagccctgt ccaggagttc actgtgttcg gtcgtggtac cacagctacc      180

atcagcggcc ttaaacctgg cgttgattat accatcactg tgtatgctgt cactatcgac      240

cgtgacggta cccgcagctt cgacccaatt tccattaatt accgcacaga aggtagcggt      300

tgccaccatc accaccatca c                                                321

<210>  248

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  248

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60
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ctgatcagct gggacgctcc ggctggtctg gctcgatatt accgcatcac ttacggcgaa      120

acaggaggca atagccctgt ccaggagttc actgtggtcg gtcgtggtaa cacagctacc      180

atcagcggcc ttaaacctgg cgttgattat accatcactg tgtatgctgt cactatcttc      240

cgtgacggtc ccgtcacctg ggacccaatt tccattaatt accgcacaga aggtagcggt      300

tgccaccatc accaccatca c                                                321

<210>  249

<211>  321

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  249

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct gggacgctcc gaagggtctg gctcgatatt accgcatcac ttacggcgaa      120

acaggaggca atagccctgt ccaggagttc actgtggtcg gtcgtggtaa cacagctacc      180

atcagcggcc ttaaacctgg cgttgattat accatcactg tgtatgctgt cactatcttc      240

cgtgacggtc ccgtcacctg ggacccaatt tccattaatt accgcacaga aggtagcggt      300

tgccaccatc accaccatca c                                                321

<210>  250

<211>  324

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  250

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gaatccgggt aacgcccatt attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactgtt      240

actgacacag gtttcatcac gtacaaacca atttccatta attaccgcac agaaggtagc      300

ggttgccacc atcaccacca tcac                                             324

<210>  251

<211>  324

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  251

atgggagttt ctgatgtgcc gcgcgacctg gaagtggttg ctgccacccc caccagcctg       60

ctgatcagct ggtctctgcc gcaccaaggt aaagccaatt attaccgcat cacttacggc      120

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgc ctggtcgtgg tgttacagct      180

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactgtt      240

actgatacag ggtacctcaa gtacaaacca atttccatta attaccgcac agaaggtagc      300

ggttgccacc atcaccacca tcac                                             324

<210>  252

<211>  336

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  252

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr 
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    130                 135                 140                 

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

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Val 

225                 230                 235                 240 

Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro Thr Ser 

                245                 250                 255     

Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Ala Gly His Leu Asn Tyr Tyr 

            260                 265                 270         

Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln Glu Phe 

        275                 280                 285             

Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu Lys Pro 

    290                 295                 300                 

Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu Thr Lys Ser 

305                 310                 315                 320 

Gln Leu Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr Glu Ile 

                325                 330                 335     

<210>  253

<211>  330

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  253
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Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro 

1               5                   10                  15      

Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala His 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val Thr 

65                  70                  75                  80  

Thr Thr Lys Val Ile His Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

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

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

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

225                 230                 235                 240 

Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr 
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                245                 250                 255     

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

            260                 265                 270         

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

        275                 280                 285             

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

    290                 295                 300                 

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 

305                 310                 315                 320 

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

                325                 330 

<210>  254

<211>  325

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  254

Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro 

1               5                   10                  15      

Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala His 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val Thr 

65                  70                  75                  80  

Thr Thr Lys Val Ile His Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         
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Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

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

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu 

            180                 185                 190         

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala 

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

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

225                 230                 235                 240 

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

                245                 250                 255     

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr 

            260                 265                 270         

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

        275                 280                 285             

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

    290                 295                 300                 

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

305                 310                 315                 320 

Leu Ser Pro Gly Lys 

                325 

<210>  255

<211>  345

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic

<400>  255

Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro 

1               5                   10                  15      

Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala His 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val Thr 

65                  70                  75                  80  

Thr Thr Lys Val Ile His Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Glu Ile Glu Ser Pro Lys Ala Gln Ala Ser Ser Val Pro Thr Ala Gln 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

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

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln 
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225                 230                 235                 240 

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

                245                 250                 255     

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

            260                 265                 270         

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

        275                 280                 285             

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

    290                 295                 300                 

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

305                 310                 315                 320 

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

                325                 330                 335     

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

            340                 345 

<210>  256

<211>  331

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  256

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    50                  55                  60                  

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 
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                85                  90                  95      

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

            100                 105                 110         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        195                 200                 205             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro Gly Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Val Ser Asp Val Pro Arg 

225                 230                 235                 240 

Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp 

                245                 250                 255     

Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly 

            260                 265                 270         

Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg 

        275                 280                 285             

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

    290                 295                 300                 

Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val Thr Thr Thr Lys Val Ile His Tyr 

305                 310                 315                 320 

Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr Glu Ile 

                325                 330     
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<210>  257

<211>  340

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  257

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    50                  55                  60                  

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

                85                  90                  95      

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

            100                 105                 110         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        195                 200                 205             
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His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro Glu Leu Gln Leu Glu Glu Ser Ala Ala Glu Ala Gln Asp Gly Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Asp Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala 

                245                 250                 255     

Thr Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg 

            260                 265                 270         

Ala His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro 

        275                 280                 285             

Val Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser 

    290                 295                 300                 

Gly Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr 

305                 310                 315                 320 

Val Thr Thr Thr Lys Val Ile His Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr 

                325                 330                 335     

Arg Thr Glu Ile 

            340 

<210>  258

<211>  332

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  258

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 
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    50                  55                  60                  

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

                85                  90                  95      

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

            100                 105                 110         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        195                 200                 205             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro Gly Gln Pro Asp Glu Pro Gly Gly Ser Gly Val Ser Asp Val Pro 

225                 230                 235                 240 

Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser 

                245                 250                 255     

Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr 

            260                 265                 270         

Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly 

        275                 280                 285             

Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr 

    290                 295                 300                 

등록특허 10-2187714

- 239 -



Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val Thr Thr Thr Lys Val Ile His 

305                 310                 315                 320 

Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr Glu Ile 

                325                 330         

<210>  259

<211>  336

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  259

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    50                  55                  60                  

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

                85                  90                  95      

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

            100                 105                 110         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 
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                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        195                 200                 205             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro Gly Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Val 

225                 230                 235                 240 

Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro Thr Ser 

                245                 250                 255     

Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala His Tyr Tyr 

            260                 265                 270         

Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln Glu Phe 

        275                 280                 285             

Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu Lys Pro 

    290                 295                 300                 

Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val Thr Thr Thr 

305                 310                 315                 320 

Lys Val Ile His Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr Glu Ile 

                325                 330                 335     

<210>  260

<211>  339

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  260

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His 
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        35                  40                  45              

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    50                  55                  60                  

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

                85                  90                  95      

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

            100                 105                 110         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        195                 200                 205             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro Glu Leu Gln Leu Glu Glu Ser Ala Ala Glu Ala Gln Asp Gly Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Asp Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala 

                245                 250                 255     

Thr Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Arg Gly Leu Ala 

            260                 265                 270         

Arg Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        275                 280                 285             
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Gln Glu Phe Thr Val Phe Gly Arg Gly Thr Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    290                 295                 300                 

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile 

305                 310                 315                 320 

Asp Arg Asp Gly Thr Arg Ser Phe Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                325                 330                 335     

Thr Glu Ile 

            

<210>  261

<211>  339

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  261

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    50                  55                  60                  

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

                85                  90                  95      

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

            100                 105                 110         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 
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Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        195                 200                 205             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro Glu Leu Gln Leu Glu Glu Ser Ala Ala Glu Ala Gln Asp Gly Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Asp Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala 

                245                 250                 255     

Thr Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Ala Gly Leu Ala 

            260                 265                 270         

Arg Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        275                 280                 285             

Gln Glu Phe Thr Val Val Gly Arg Gly Asn Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    290                 295                 300                 

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile 

305                 310                 315                 320 

Phe Arg Asp Gly Pro Val Thr Trp Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                325                 330                 335     

Thr Glu Ile 

            

<210>  262

<211>  339

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  262
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Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly 

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    50                  55                  60                  

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

                85                  90                  95      

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

            100                 105                 110         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        195                 200                 205             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro Glu Leu Gln Leu Glu Glu Ser Ala Ala Glu Ala Gln Asp Gly Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Asp Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala 
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                245                 250                 255     

Thr Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Lys Gly Leu Ala 

            260                 265                 270         

Arg Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        275                 280                 285             

Gln Glu Phe Thr Val Val Gly Arg Gly Asn Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    290                 295                 300                 

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile 

305                 310                 315                 320 

Phe Arg Asp Gly Pro Val Thr Trp Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                325                 330                 335     

Thr Glu Ile 

            

<210>  263

<211>  340

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  263

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    50                  55                  60                  

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

                85                  90                  95      

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 
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            100                 105                 110         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        195                 200                 205             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro Glu Leu Gln Leu Glu Glu Ser Ala Ala Glu Ala Gln Asp Gly Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Asp Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala 

                245                 250                 255     

Thr Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Asn Pro Gly Asn 

            260                 265                 270         

Ala His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro 

        275                 280                 285             

Val Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser 

    290                 295                 300                 

Gly Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr 

305                 310                 315                 320 

Val Thr Asp Thr Gly Phe Ile Thr Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr 

                325                 330                 335     

Arg Thr Glu Ile 

            340 
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<210>  264

<211>  340

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  264

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    50                  55                  60                  

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

                85                  90                  95      

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

            100                 105                 110         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 
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        195                 200                 205             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro Glu Leu Gln Leu Glu Glu Ser Ala Ala Glu Ala Gln Asp Gly Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Asp Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala 

                245                 250                 255     

Thr Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Gln Gly Lys 

            260                 265                 270         

Ala Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro 

        275                 280                 285             

Val Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser 

    290                 295                 300                 

Gly Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr 

305                 310                 315                 320 

Val Thr Asp Thr Gly Tyr Leu Lys Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr 

                325                 330                 335     

Arg Thr Glu Ile 

            340 

<210>  265

<211>  329

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  265

Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro 

1               5                   10                  15      

Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Arg Gly Leu Ala Arg Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln Glu 

        35                  40                  45              
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Phe Thr Val Phe Gly Arg Gly Thr Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Asp Arg 

65                  70                  75                  80  

Asp Gly Thr Arg Ser Phe Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr Glu 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

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

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

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

225                 230                 235                 240 

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

                245                 250                 255     

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

            260                 265                 270         

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

        275                 280                 285             

Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val 
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    290                 295                 300                 

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

305                 310                 315                 320 

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

                325                 

<210>  266

<211>  329

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  266

Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro 

1               5                   10                  15      

Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Ala Gly Leu Ala Arg Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln Glu 

        35                  40                  45              

Phe Thr Val Val Gly Arg Gly Asn Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Phe Arg 

65                  70                  75                  80  

Asp Gly Pro Val Thr Trp Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr Glu 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

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

145                 150                 155                 160 
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Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

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

225                 230                 235                 240 

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

                245                 250                 255     

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

            260                 265                 270         

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

        275                 280                 285             

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

    290                 295                 300                 

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

305                 310                 315                 320 

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

                325                 

<210>  267

<211>  329

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  267

Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro 

1               5                   10                  15      

Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Lys Gly Leu Ala Arg Tyr 

            20                  25                  30          
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Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln Glu 

        35                  40                  45              

Phe Thr Val Val Gly Arg Gly Asn Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Phe Arg 

65                  70                  75                  80  

Asp Gly Pro Val Thr Trp Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr Glu 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

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

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

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

225                 230                 235                 240 

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

                245                 250                 255     

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

            260                 265                 270         

Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu 
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        275                 280                 285             

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

    290                 295                 300                 

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

305                 310                 315                 320 

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

                325                 

<210>  268

<211>  330

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  268

Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro 

1               5                   10                  15      

Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Asn Pro Gly Asn Ala His 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val Thr 

65                  70                  75                  80  

Asp Thr Gly Phe Ile Thr Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp 
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145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

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

225                 230                 235                 240 

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

                245                 250                 255     

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

            260                 265                 270         

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

        275                 280                 285             

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

    290                 295                 300                 

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 

305                 310                 315                 320 

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

                325                 330 

<210>  269

<211>  330

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  269

Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro 

1               5                   10                  15      
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Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Gln Gly Lys Ala Asn 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val Thr 

65                  70                  75                  80  

Asp Thr Gly Tyr Leu Lys Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

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

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

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

225                 230                 235                 240 

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

                245                 250                 255     

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn 
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            260                 265                 270         

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

        275                 280                 285             

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

    290                 295                 300                 

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 

305                 310                 315                 320 

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

                325                 330 

<210>  270

<211>  340

<212>

  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  270

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    50                  55                  60                  

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

                85                  90                  95      

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

            100                 105                 110         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        115                 120                 125             

등록특허 10-2187714

- 257 -



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

    130                 135                 140                 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        195                 200                 205             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro Glu Leu Gln Leu Glu Glu Ser Ala Ala Glu Ala Gln Glu Gly Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Glu Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala 

                245                 250                 255     

Thr Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg 

            260                 265                 270         

Ala His Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro 

        275                 280                 285             

Val Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser 

    290                 295                 300                 

Gly Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr 

305                 310                 315                 320 

Val Thr Thr Thr Lys Val Ile His Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr 

                325                 330                 335     

Arg Thr Glu Ile 

            340 

<210>  271

<211>  339

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  Synthetic

<400>  271

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    50                  55                  60                  

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

                85                  90                  95      

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

            100                 105                 110         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        195                 200                 205             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro Glu Leu Gln Leu Glu Glu Ser Ala Ala Glu Ala Gln Glu Gly Glu 
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225                 230                 235                 240 

Leu Glu Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala 

                245                 250                 255     

Thr Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Ala Gly Leu Ala 

            260                 265                 270         

Arg Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        275                 280                 285             

Gln Glu Phe Thr Val Val Gly Arg Gly Asn Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    290                 295                 300                 

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile 

305                 310                 315                 320 

Phe Arg Asp Gly Pro Val Thr Trp Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                325                 330                 335     

Thr Glu Ile 

            

<210>  272

<211>  339

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  272

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    50                  55                  60                  

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 
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                85                  90                  95      

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

            100                 105                 110         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        195                 200                 205             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro Glu Leu Gln Leu Glu Glu Ser Ala Ala Glu Ala Gln Glu Gly Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Glu Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala 

                245                 250                 255     

Thr Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Lys Gly Leu Ala 

            260                 265                 270         

Arg Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val 

        275                 280                 285             

Gln Glu Phe Thr Val Val Gly Arg Gly Asn Thr Ala Thr Ile Ser Gly 

    290                 295                 300                 

Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile 

305                 310                 315                 320 

Phe Arg Asp Gly Pro Val Thr Trp Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg 

                325                 330                 335     
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Thr Glu Ile 

            

<210>  273

<211>  340

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  273

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    50                  55                  60                  

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

                85                  90                  95      

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 

            100                 105                 110         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         
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Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        195                 200                 205             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro Glu Leu Gln Leu Glu Glu Ser Ala Ala Glu Ala Gln Glu Gly Glu 

225                 230                 235                 240 

Leu Glu Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala 

                245                 250                 255     

Thr Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Gln Gly Lys 

            260                 265                 270         

Ala Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro 

        275                 280                 285             

Val Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser 

    290                 295                 300                 

Gly Leu Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr 

305                 310                 315                 320 

Val Thr Asp Thr Gly Tyr Leu Lys Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr 

                325                 330                 335     

Arg Thr Glu Ile 

            340 

<210>  274

<211>  230

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  274

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              
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Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

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

                85                  90                  95      

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

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

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

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

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

        195                 200                 205             

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

    210                 215                 220                 

Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

225                 230 

<210>  275

<211>  98

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  275

Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro 
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1               5                   10                  15      

Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Thr Leu Pro His Ala Gly Arg Ala His 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val Thr 

65                  70                  75                  80  

Thr Thr Lys Val Ile His Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Glu Ile 

        

<210>  276

<211>  225

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  276

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val 

    50                  55                  60                  

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr 

65                  70                  75                  80  

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly 

                85                  90                  95      

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile 
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            100                 105                 110         

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val 

        115                 120                 125             

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

    130                 135                 140                 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu 

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro 

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met 

        195                 200                 205             

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser 

    210                 215                 220                 

Pro 

225 

<210>  277

<211>  97

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  277

Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro 

1               5                   10                  15      

Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Arg Gly Leu Ala Arg Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln Glu 

        35                  40                  45              

Phe Thr Val Phe Gly Arg Gly Thr Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Asp Arg 
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65                  70                  75                  80  

Asp Gly Thr Arg Ser Phe Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr Glu 

                85                  90                  95      

Ile 

    

<210>  278

<211>  97

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  278

Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro 

1               5                   10                  15      

Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Ala Gly Leu Ala Arg Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln Glu 

        35                  40                  45              

Phe Thr Val Val Gly Arg Gly Asn Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Phe Arg 

65                  70                  75                  80  

Asp Gly Pro Val Thr Trp Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr Glu 

                85                  90                  95      

Ile 

    

<210>  279

<211>  97

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  279

Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro 
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1               5                   10                  15      

Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Asp Ala Pro Lys Gly Leu Ala Arg Tyr 

            20                  25                  30          

Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln Glu 

        35                  40                  45              

Phe Thr Val Val Gly Arg Gly Asn Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu Lys 

    50                  55                  60                  

Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Ile Phe Arg 

65                  70                  75                  80  

Asp Gly Pro Val Thr Trp Asp Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr Glu 

                85                  90                  95      

Ile 

    

<210>  280

<211>  98

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  280

Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro 

1               5                   10                  15      

Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Asn Pro Gly Asn Ala His 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val Thr 

65                  70                  75                  80  

Asp Thr Gly Phe Ile Thr Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Glu Ile 
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<210>  281

<211>  98

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  281

Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro 

1               5                   10                  15      

Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro His Gln Gly Lys Ala Asn 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              

Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Val Thr 

65                  70                  75                  80  

Asp Thr Gly Tyr Leu Lys Tyr Lys Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Glu Ile 

        

<210>  282

<211>  98

<

212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  282

Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu Glu Val Val Ala Ala Thr Pro 

1               5                   10                  15      

Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu Pro Tyr Ala Gly His Leu Asn 

            20                  25                  30          

Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln 

        35                  40                  45              
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Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val Thr Ala Thr Ile Ser Gly Leu 

    50                  55                  60                  

Lys Pro Gly Val Asp Tyr Thr Ile Thr Val Tyr Ala Val Thr Leu Thr 

65                  70                  75                  80  

Lys Ser Gln Leu Ile His Tyr Met Pro Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85                  90                  95      

Glu Ile 

        

<210>  283

<211>  226

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  283

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

1               5                   10                  15      

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

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys 

                85                  90                  95      

Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu 

            100                 105                 110         

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr 

        115                 120                 125             

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu 
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    130                 135                 140                 

Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp 

145                 150                 155                 160 

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

                165                 170                 175     

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

            180                 185                 190         

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His 

        195                 200                 205             

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro 

    210                 215                 220                 

Gly Lys 

225     

<210>  284

<211>  1008

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  284

gagcccaaat ctagcgggtc gactcacaca tgcccaccgt gcccagcacc tgaactcctg       60

gggggaagct cagtcttcct cttcccccca aaacccaagg acaccctcat gatctcccgg      120

acccctgagg tcacatgcgt ggtggtggac gtgagccacg aagaccctga ggtcaagttc      180

aactggtacg tggacggcgt ggaggtgcat aatgccaaga caaagccgcg ggaggagcag      240

tacaacagca cgtaccgtgt ggtcagcgtc ctcaccgtcc tgcaccagga ctggctgaat      300

ggcaaggagt acaagtgcaa ggtctccaac aaagccctcc cagcccccat cgagaaaacc      360

atctccaaag ccaaagggca gccccgagaa ccacaggtgt acaccctgcc cccatcccgg      420

gatgagctga ccaagaacca ggtcagcctg acctgcctgg tcaaaggctt ctatcccagc      480

gacatcgccg tggagtggga gagcaatggg cagccggaga acaactacaa gaccacgcct      540

cccgtgctgg actccgacgg ctccttcttc ctctacagca agctcaccgt ggacaagagc      600

aggtggcagc aggggaacgt cttctcatgc tccgtgatgc atgaggctct gcacaaccac      660

tacacgcaga agagcctctc cctgtctccc ggcgccggag gcggcggatc cggtggagtt      720

tctgatgtgc cgcgcgacct ggaagtggtt gctgccaccc ccaccagcct gctgatcagc      780
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tggtctcttc cttatgctgg tcatctaaac tattaccgca tcacttacgg cgaaacagga      840

ggcaatagcc ctgtccagga gttcactgtg cctggtcgtg gtgtgacagc taccatcagc      900

ggccttaaac ctggcgttga ttataccatc actgtgtatg ctgtcactct gactaagtct      960

cagctgatac attacatgcc aatttccatt aattaccgga ccgaaatc                  1008

<210>  285

<211>  990

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  285

ggcgtgagcg acgtgccccg ggatctagaa gtggtggctg ctacccccac aagcttgctg       60

atctcctgga cactgcctca cgctggccgg gctcattact atagaattac ctacggggag      120

acaggcggga actctcccgt gcaggaattc accgtgcctg gaaggggcgt gactgccacc      180

atcagtgggc tgaagccagg agtggactac acaattaccg tgtacgctgt gactgtgacc      240

acaactaaag tgatccacta caaacccatc tctattaatt atcggaccga aattgagcct      300

aagagctccg acaaaaccca cacatgccca ccttgtccag cccccgaact gctgggcggc      360

ccttcagtct tcctcttccc cccaaaaccc aaggacaccc tcatgatctc ccggacccct      420

gaggtcacat gcgtggtggt ggacgtgagc cacgaagacc ctgaggtcaa gttcaactgg      480

tacgtggacg gcgtggaggt gcataatgcc aagacaaagc cgcgggagga gcagtacaac      540

agcacgtacc gtgtggtcag cgtcctcacc gtcctgcacc aggactggct gaatggcaag      600

gagtacaagt gcaaggtctc caacaaagcc ctcccagccc ccatcgagaa aaccatctcc      660

aaagccaaag ggcagccccg agaaccacag gtgtacaccc tgcccccatc ccgggatgag      720

ctgaccaaga accaggtcag cctgacctgc ctggtcaaag gcttctatcc cagcgacatc      780

gccgtggagt gggagagcaa tgggcagccg gagaacaact acaagaccac gcctcccgtg      840

ttggactccg acggctcctt cttcctctac agcaagctca ccgtggacaa gagcaggtgg      900

cagcagggga acgtcttctc atgctccgtg atgcatgagg ctctgcacaa ccactacacg      960

cagaagagcc tctccctgtc tcccgggaaa                                       990

<210>  286

<211>  975

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic
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<400>  286

ggcgtgagcg acgtgccccg ggatctagaa gtggtggctg ctacccccac aagcttgctg       60

atctcctgga cactgcctca cgctggccgg gctcattact atagaattac ctacggggag      120

acaggcggga actctcccgt gcaggaattc accgtgcctg gaaggggcgt gactgccacc      180

atcagtgggc tgaagccagg agtggactac acaattaccg tgtacgctgt gactgtgacc      240

acaactaaag tgatccacta caaacccatc tctattaatt atcggaccga aattgacaag      300

acccacacat gcccaccttg tccagccccc gagctgctgg gcggcccttc agtcttcctc      360

ttccccccaa aacccaagga caccctcatg atctcccgga cccctgaggt cacatgcgtg      420

gtggtggacg tgagccacga agaccctgag gtcaagttca actggtacgt ggacggcgtg      480

gaggtgcata atgccaagac aaagccgcgg gaggagcagt acaacagcac gtaccgtgtg      540

gtcagcgtcc tcaccgtcct gcaccaggac tggctgaatg gcaaggagta caagtgcaag      600

gtctccaaca aagccctccc agcccccatc gagaaaacca tctccaaagc caaagggcag      660

ccccgagaac cacaggtgta caccctgccc ccatcccggg atgagctgac caagaaccag      720

gtcagcctga cctgcctggt caaaggcttc tatcccagcg acatcgccgt ggagtgggag      780

agcaatgggc agccggagaa caactacaag accacgcctc ccgtgttgga ctccgacggc      840

tccttcttcc tctacagcaa gctcaccgtg gacaagagca ggtggcagca ggggaacgtc      900

ttctcatgct ccgtgatgca tgaggctctg cacaaccact acacgcagaa gagcctctcc      960

ctgtctcccg ggaaa                                                       975

<210>  287

<211>  1035

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  287

ggcgtgagcg acgtgccccg ggatctagaa gtggtggctg ctacccccac aagcttgctg       60

atctcctgga cactgcctca cgctggccgg gctcattact atagaattac ctacggggag      120

acaggcggga actctcccgt gcaggaattc accgtgcctg gaaggggcgt gactgccacc      180

atcagtgggc tgaagccagg agtggactac acaattaccg tgtacgctgt gactgtgacc      240

acaactaaag tgatccacta caaacccatc tctattaatt atcggaccga aattgagtct      300

ccaaaggctc aggccagctc cgtgcctacc gctcagccac aggctgaggg cctggctaag      360

acccacacat gccccccttg tccagctccc gaactgctgg gcgggccttc agtcttcctc      420
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ttccccccaa aacccaagga caccctcatg atctcccgga cccctgaggt cacatgcgtg      480

gtggtggacg tgagccacga agaccctgag gtcaagttca actggtacgt ggacggcgtg      540

gaggtgcata atgccaagac aaagccgcgg gaggagcagt acaacagcac gtaccgtgtg      600

gtcagcgtcc tcaccgtcct gcaccaggac tggctgaatg gcaaggagta caagtgcaag      660

gtctccaaca aagccctccc agcccccatc gagaaaacca tctccaaagc caaagggcag      720

ccccgagaac cacaggtgta caccctgccc ccatcccggg atgagctgac caagaaccag      780

gtcagcctga cctgcctggt caaaggcttc tatcccagcg acatcgccgt ggagtgggag      840

agcaatgggc agccggagaa caactacaag accacgcctc ccgtgctgga ctccgacggc      900

tccttcttcc tctacagcaa gctcaccgtg gacaagagca ggtggcagca ggggaacgtc      960

ttctcatgct ccgtgatgca tgaggctctg cacaaccact acacgcagaa gagcctctcc     1020

ctgtctcccg ggaaa                                                      1035

<210>  288

<211>  993

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  288

gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc       60

ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca      120

tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac      180

ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac      240

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag      300

tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa      360

gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccgggatga gctgaccaag      420

aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctatc ccagcgacat cgccgtggag      480

tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gttggactcc      540

gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg      600

aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc      660

ctctccctgt ctcccggcgc cggaggcggc ggatccggtg gcgtgtccga cgtgccccgg      720

gatctagaag tggtggctgc tacccccaca agcttgctga tctcctggac actgcctcac      780

gctggccggg ctcattacta tagaattacc tacggggaga caggcgggaa ctctcccgtg      840
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caggaattca ccgtgcctgg aaggggcgtg actgccacca tcagtgggct gaagccagga      900

gtggactaca caattaccgt gtacgctgtg actgtgacca caactaaagt gatccactac      960

aaacccatct ctattaatta tcggaccgaa atc                                   993

<210>  289

<211>  1020

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  289

gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc       60

ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca      120

tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac      180

ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac      240

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag      300

tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa      360

gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccgggatga gctgaccaag      420

aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctatc ccagcgacat cgccgtggag      480

tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc      540

gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg      600

aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc      660

ctctccctgt ctcccgagct gcagctggag gaaagcgccg ctgaggctca ggacggagaa      720

ctggatggcg tgagcgacgt gccacgggat ctagaagtgg tggctgctac ccccacaagc      780

ttgctgatct cctggacact gcctcacgct ggccgggctc attactatag aattacctac      840

ggggagacag gcgggaactc tcccgtgcag gaattcaccg tgcctggaag gggcgtgact      900

gccaccatca gtgggctgaa gccaggagtg gactacacaa ttaccgtgta cgctgtgact      960

gtgaccacaa ctaaagtgat ccactacaaa cccatctcta ttaattatcg gaccgaaatt     1020

<210>  290

<211>  996

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  290
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gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc       60

ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca      120

tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac      180

ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac      240

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag      300

tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa      360

gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccgggatga gctgaccaag      420

aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctatc ccagcgacat cgccgtggag      480

tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc      540

gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg      600

aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc      660

ctctccctgt ctcccggcca gcccgacgag cctggcggga gcggcgtgag cgacgtgcca      720

cgggatctag aagtggtggc tgctaccccc acaagcttgc tgatctcctg gacactgcct      780

cacgctggcc gggctcatta ctatagaatt acctacgggg agacaggcgg gaactctccc      840

gtgcaggaat tcaccgtgcc tggaaggggc gtgactgcca ccatcagtgg gctgaagcca      900

ggagtggact acacaattac cgtgtacgct gtgactgtga ccacaactaa agtgatccac      960

tacaaaccca tctctattaa ttatcggacc gaaatt                                996

<210>  291

<211>  1008

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  291

gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc       60

ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca      120

tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac      180

ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac      240

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag      300

tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa      360

gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccgggatga gctgaccaag      420

aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctatc ccagcgacat cgccgtggag      480
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tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc      540

gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg      600

aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc      660

ctctccctgt ctcccggcgg cagcgggtct ggatctggca gtgggagcgg ctctggcgtg      720

agcgacgtgc cacgggatct agaagtggtg gctgctaccc ccacaagctt gctgatctcc      780

tggacactgc ctcacgctgg ccgggctcat tactatagaa ttacctacgg ggagacaggc      840

gggaactctc ccgtgcagga attcaccgtg cctggaaggg gcgtgactgc caccatcagt      900

gggctgaagc caggagtgga ctacacaatt accgtgtacg ctgtgactgt gaccacaact      960

aaagtgatcc actacaaacc catctctatt aattatcgga ccgaaatt                  1008

<210>  292

<211>  917

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  292

cccggacccc tgaggtcaca tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca       60

agttcaactg gtacgtggac ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg      120

agcagtacaa cagcacgtac cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc      180

tgaatggcaa ggagtacaag tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga      240

aaaccatctc caaagccaaa gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat      300

cccgggatga gctgaccaag aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctatc      360

ccagcgacat cgccgtggag tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca      420

cgcctcccgt gctggactcc gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc accgtggaca      480

agagcaggtg gcagcagggg aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca      540

accactacac gcagaagagc ctctccctgt ctcccgagct gcagctggag gaaagcgccg      600

ctgaggctca ggacggagaa ctggatggcg tgagcgacgt gccacgggat ctagaagtgg      660

tggctgctac ccccacaagc ttgctgatca gctgggacgc tccgagaggt ctggctcgat      720

attaccgcat cacttacggc gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgt      780

tcggtcgtgg taccacagct accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca      840

ctgtgtatgc tgtcactatc gaccgtgacg gtacccgcag cttcgaccca atttccatta      900

attaccggac cgaaatt                                                     917
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<210>  293

<211>  1017

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  293

gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc       60

ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca      120

tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac      180

ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac      240

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag      300

tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa      360

gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccgggatga gctgaccaag      420

aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctatc ccagcgacat cgccgtggag      480

tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc      540

gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg      600

aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc      660

ctctccctgt ctcccgagct gcagctggag gaaagcgccg ctgaggctca ggacggagaa      720

ctggatggcg tgagcgacgt gccacgggat ctagaagtgg tggctgctac ccccacaagc      780

ttgctgatca gctgggacgc tccggctggt ctggctcgat attaccgcat cacttacggc      840

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgg tcggtcgtgg taacacagct      900

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactatc      960

ttccgtgacg gtcccgtcac ctgggaccca atttccatta attaccggac cgaaatt        1017

<210>  294

<211>  1017

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  294

gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc       60

ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca      120

tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac      180
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ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac      240

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag      300

tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa      360

gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccgggatga gctgaccaag      420

aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctatc ccagcgacat cgccgtggag      480

tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc      540

gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg      600

aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc      660

ctctccctgt ctcccgagct gcagctggag gaaagcgccg ctgaggctca ggacggagaa      720

ctggatggcg tgagcgacgt gccacgggat ctagaagtgg tggctgctac ccccacaagc      780

ttgctgatca gctgggacgc tccgaagggt ctggctcgat attaccgcat cacttacggc      840

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgg tcggtcgtgg taacacagct      900

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactatc      960

ttccgtgacg gtcccgtcac ctgggaccca atttccatta attaccggac cgaaatt        1017

<210>  295

<211>  1020

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  295

gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc       60

ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca      120

tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac      180

ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac      240

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag      300

tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa      360

gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccgggatga gctgaccaag      420

aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctatc ccagcgacat cgccgtggag      480

tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc      540

gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg      600

aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc      660
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ctctccctgt ctcccgagct gcagctggag gaaagcgccg ctgaggctca ggacggagaa      720

ctggatggcg tgagcgacgt gccacgggat ctagaagtgg tggctgctac ccccacaagc      780

ttgctgatca gctggtctct gccgaatccg ggtaacgccc attattaccg catcacttac      840

ggcgaaacag gaggcaatag ccctgtccag gagttcactg tgcctggtcg tggtgttaca      900

gctaccatca gcggccttaa acctggcgtt gattatacca tcactgtgta tgctgtcact      960

gttactgaca caggtttcat cacgtacaaa ccaatttcca ttaattaccg gaccgaaatt     1020

<210>  296

<211>  1020

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  296

gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc       60

ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca      120

tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac      180

ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac      240

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag      300

tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa      360

gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccgggatga gctgaccaag      420

aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctatc ccagcgacat cgccgtggag      480

tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc      540

gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg      600

aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc      660

ctctccctgt ctcccgagct gcagctggag gaaagcgccg ctgaggctca ggacggagaa      720

ctggatggcg tgagcgacgt gccacgggat ctagaagtgg tggctgctac ccccacaagc      780

ttgctgatca gctggtctct gccgcaccaa ggtaaagcca attattaccg catcacttac      840

ggcgaaacag gaggcaatag ccctgtccag gagttcactg tgcctggtcg tggtgttaca      900

gctaccatca gcggccttaa acctggcgtt gattatacca tcactgtgta tgctgtcact      960

gttactgata cagggtacct caagtacaaa ccaatttcca ttaattaccg gaccgaaatt     1020

<210>  297

<211>  987

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  297

ggcgtgagcg acgtgccccg ggatctagaa gtggtggctg ctacccccac aagcttgctg       60

atcagctggg acgctccgag aggtctggct cgatattacc gcatcactta cggcgaaaca      120

ggaggcaata gccctgtcca ggagttcact gtgttcggtc gtggtaccac agctaccatc      180

agcggcctta aacctggcgt tgattatacc atcactgtgt atgctgtcac tatcgaccgt      240

gacggtaccc gcagcttcga cccaatttcc attaattacc ggaccgaaat tgagcctaag      300

agctccgaca aaacccacac atgcccacct tgtccagccc ccgaactgct gggcggccct      360

tcagtcttcc tcttcccccc aaaacccaag gacaccctca tgatctcccg gacccctgag      420

gtcacatgcg tggtggtgga cgtgagccac gaagaccctg aggtcaagtt caactggtac      480

gtggacggcg tggaggtgca taatgccaag acaaagccgc gggaggagca gtacaacagc      540

acgtaccgtg tggtcagcgt cctcaccgtc ctgcaccagg actggctgaa tggcaaggag      600

tacaagtgca aggtctccaa caaagccctc ccagccccca tcgagaaaac catctccaaa      660

gccaaagggc agccccgaga accacaggtg tacaccctgc ccccatcccg ggatgagctg      720

accaagaacc aggtcagcct gacctgcctg gtcaaaggct tctatcccag cgacatcgcc      780

gtggagtggg agagcaatgg gcagccggag aacaactaca agaccacgcc tcccgtgttg      840

gactccgacg gctccttctt cctctacagc aagctcaccg tggacaagag caggtggcag      900

caggggaacg tcttctcatg ctccgtgatg catgaggctc tgcacaacca ctacacgcag      960

aagagcctct ccctgtctcc cgggaaa                                          987

<210>  298

<211>  987

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  298

ggcgtgagcg acgtgccccg ggatctagaa gtggtggctg ctacccccac aagcttgctg       60

atcagctggg acgctccggc tggtctggct cgatattacc gcatcactta cggcgaaaca      120

ggaggcaata gccctgtcca ggagttcact gtggtcggtc gtggtaacac agctaccatc      180

agcggcctta aacctggcgt tgattatacc atcactgtgt atgctgtcac tatcttccgt      240

gacggtcccg tcacctggga cccaatttcc attaattacc ggaccgaaat tgagcctaag      300
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agctccgaca aaacccacac atgcccacct tgtccagccc ccgaactgct gggcggccct      360

tcagtcttcc tcttcccccc aaaacccaag gacaccctca tgatctcccg gacccctgag      420

gtcacatgcg tggtggtgga cgtgagccac gaagaccctg aggtcaagtt caactggtac      480

gtggacggcg tggaggtgca taatgccaag acaaagccgc gggaggagca gtacaacagc      540

acgtaccgtg tggtcagcgt cctcaccgtc ctgcaccagg actggctgaa tggcaaggag      600

tacaagtgca aggtctccaa caaagccctc ccagccccca tcgagaaaac catctccaaa      660

gccaaagggc agccccgaga accacaggtg tacaccctgc ccccatcccg ggatgagctg      720

accaagaacc aggtcagcct gacctgcctg gtcaaaggct tctatcccag cgacatcgcc      780

gtggagtggg agagcaatgg gcagccggag aacaactaca agaccacgcc tcccgtgttg      840

gactccgacg gctccttctt cctctacagc aagctcaccg tggacaagag caggtggcag      900

caggggaacg tcttctcatg ctccgtgatg catgaggctc tgcacaacca ctacacgcag      960

aagagcctct ccctgtctcc cgggaaa                                          987

<210>  299

<211>  987

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  299

ggcgtgagcg acgtgccccg ggatctagaa gtggtggctg ctacccccac aagcttgctg       60

atcagctggg acgctccgaa gggtctggct cgatattacc gcatcactta cggcgaaaca      120

ggaggcaata gccctgtcca ggagttcact gtggtcggtc gtggtaacac agctaccatc      180

agcggcctta aacctggcgt tgattatacc atcactgtgt atgctgtcac tatcttccgt      240

gacggtcccg tcacctggga cccaatttcc attaattacc ggaccgaaat tgagcctaag      300

agctccgaca aaacccacac atgcccacct tgtccagccc ccgaactgct gggcggccct      360

tcagtcttcc tcttcccccc aaaacccaag gacaccctca tgatctcccg gacccctgag      420

gtcacatgcg tggtggtgga cgtgagccac gaagaccctg aggtcaagtt caactggtac      480

gtggacggcg tggaggtgca taatgccaag acaaagccgc gggaggagca gtacaacagc      540

acgtaccgtg tggtcagcgt cctcaccgtc ctgcaccagg actggctgaa tggcaaggag      600

tacaagtgca aggtctccaa caaagccctc ccagccccca tcgagaaaac catctccaaa      660

gccaaagggc agccccgaga accacaggtg tacaccctgc ccccatcccg ggatgagctg      720

accaagaacc aggtcagcct gacctgcctg gtcaaaggct tctatcccag cgacatcgcc      780
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gtggagtggg agagcaatgg gcagccggag aacaactaca agaccacgcc tcccgtgttg      840

gactccgacg gctccttctt cctctacagc aagctcaccg tggacaagag caggtggcag      900

caggggaacg tcttctcatg ctccgtgatg catgaggctc tgcacaacca ctacacgcag      960

aagagcctct ccctgtctcc cgggaaa                                          987

<210>  300

<211>  990

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  300

ggcgtgagcg acgtgccccg ggatctagaa gtggtggctg ctacccccac aagcttgctg       60

atcagctggt ctctgccgaa tccgggtaac gcccattatt accgcatcac ttacggcgaa      120

acaggaggca atagccctgt ccaggagttc actgtgcctg gtcgtggtgt tacagctacc      180

atcagcggcc ttaaacctgg cgttgattat accatcactg tgtatgctgt cactgttact      240

gacacaggtt tcatcacgta caaaccaatt tccattaatt accggaccga aattgagcct      300

aagagctccg acaaaaccca cacatgccca ccttgtccag cccccgaact gctgggcggc      360

ccttcagtct tcctcttccc cccaaaaccc aaggacaccc tcatgatctc ccggacccct      420

gaggtcacat gcgtggtggt ggacgtgagc cacgaagacc ctgaggtcaa gttcaactgg      480

tacgtggacg gcgtggaggt gcataatgcc aagacaaagc cgcgggagga gcagtacaac      540

agcacgtacc gtgtggtcag cgtcctcacc gtcctgcacc aggactggct gaatggcaag      600

gagtacaagt gcaaggtctc caacaaagcc ctcccagccc ccatcgagaa aaccatctcc      660

aaagccaaag ggcagccccg agaaccacag gtgtacaccc tgcccccatc ccgggatgag      720

ctgaccaaga accaggtcag cctgacctgc ctggtcaaag gcttctatcc cagcgacatc      780

gccgtggagt gggagagcaa tgggcagccg gagaacaact acaagaccac gcctcccgtg      840

ttggactccg acggctcctt cttcctctac agcaagctca ccgtggacaa gagcaggtgg      900

cagcagggga acgtcttctc atgctccgtg atgcatgagg ctctgcacaa ccactacacg      960

cagaagagcc tctccctgtc tcccgggaaa                                       990

<210>  301

<211>  990

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic
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<400>  301

ggcgtgagcg acgtgccccg ggatctagaa gtggtggctg ctacccccac aagcttgctg       60

atcagctggt ctctgccgca ccaaggtaaa gccaattatt accgcatcac ttacggcgaa      120

acaggaggca atagccctgt ccaggagttc actgtgcctg gtcgtggtgt tacagctacc      180

atcagcggcc ttaaacctgg cgttgattat accatcactg tgtatgctgt cactgttact      240

gatacagggt acctcaagta caaaccaatt tccattaatt accggaccga aattgagcct      300

aagagctccg acaaaaccca cacatgccca ccttgtccag cccccgaact gctgggcggc      360

ccttcagtct tcctcttccc cccaaaaccc aaggacaccc tcatgatctc ccggacccct      420

gaggtcacat gcgtggtggt ggacgtgagc cacgaagacc ctgaggtcaa gttcaactgg      480

tacgtggacg gcgtggaggt gcataatgcc aagacaaagc cgcgggagga gcagtacaac      540

agcacgtacc gtgtggtcag cgtcctcacc gtcctgcacc aggactggct gaatggcaag      600

gagtacaagt gcaaggtctc caacaaagcc ctcccagccc ccatcgagaa aaccatctcc      660

aaagccaaag ggcagccccg agaaccacag gtgtacaccc tgcccccatc ccgggatgag      720

ctgaccaaga accaggtcag cctgacctgc ctggtcaaag gcttctatcc cagcgacatc      780

gccgtggagt gggagagcaa tgggcagccg gagaacaact acaagaccac gcctcccgtg      840

ttggactccg acggctcctt cttcctctac agcaagctca ccgtggacaa gagcaggtgg      900

cagcagggga acgtcttctc atgctccgtg atgcatgagg ctctgcacaa ccactacacg      960

cagaagagcc tctccctgtc tcccgggaaa                                       990

<210>  302

<211>  1020

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  302

gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc       60

ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca      120

tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac      180

ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac      240

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag      300

tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa      360

gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccgggatga gctgaccaag      420
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aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctatc ccagcgacat cgccgtggag      480

tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc      540

gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg      600

aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc      660

ctctccctgt ctcccgagct gcagctggag gaaagcgccg ctgaggctca ggaaggagaa      720

ctggaaggcg tgagcgacgt gccacgggat ctagaagtgg tggctgctac ccccacaagc      780

ttgctgatct cctggacact gcctcacgct ggccgggctc attactatag aattacctac      840

ggggagacag gcgggaactc tcccgtgcag gaattcaccg tgcctggaag gggcgtgact      900

gccaccatca gtgggctgaa gccaggagtg gactacacaa ttaccgtgta cgctgtgact      960

gtgaccacaa ctaaagtgat ccactacaaa cccatctcta ttaattatcg gaccgaaatt     1020

<210>  303

<211>  1017

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  303

gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc       60

ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca      120

tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac      180

ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac      240

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag      300

tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa      360

gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccgggatga gctgaccaag      420

aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctatc ccagcgacat cgccgtggag      480

tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc      540

gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg      600

aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc      660

ctctccctgt ctcccgagct gcagctggag gaaagcgccg ctgaggctca ggaaggagaa      720

ctggaaggcg tgagcgacgt gccacgggat ctagaagtgg tggctgctac ccccacaagc      780

ttgctgatca gctgggacgc tccggctggt ctggctcgat attaccgcat cacttacggc      840

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgg tcggtcgtgg taacacagct      900
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accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactatc      960

ttccgtgacg gtcccgtcac ctgggaccca atttccatta attaccggac cgaaatt        1017

<210>  304

<211>  1017

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  304

gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc       60

ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca      120

tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac      180

ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac      240

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag      300

tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa      360

gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccgggatga gctgaccaag      420

aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctatc ccagcgacat cgccgtggag      480

tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc      540

gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg      600

aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc      660

ctctccctgt ctcccgagct gcagctggag gaaagcgccg ctgaggctca ggaaggagaa      720

ctggaaggcg tgagcgacgt gccacgggat ctagaagtgg tggctgctac ccccacaagc      780

ttgctgatca gctgggacgc tccgaagggt ctggctcgat attaccgcat cacttacggc      840

gaaacaggag gcaatagccc tgtccaggag ttcactgtgg tcggtcgtgg taacacagct      900

accatcagcg gccttaaacc tggcgttgat tataccatca ctgtgtatgc tgtcactatc      960

ttccgtgacg gtcccgtcac ctgggaccca atttccatta attaccggac cgaaatt        1017

<210>  305

<211>  1020

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  305

gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc       60
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ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca      120

tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac      180

ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac      240

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag      300

tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa      360

gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccgggatga gctgaccaag      420

aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctatc ccagcgacat cgccgtggag      480

tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc      540

gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg      600

aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc      660

ctctccctgt ctcccgagct gcagctggag gaaagcgccg ctgaggctca ggaaggagaa      720

ctggaaggcg tgagcgacgt gccacgggat ctagaagtgg tggctgctac ccccacaagc      780

ttgctgatca gctggtctct gccgcaccaa ggtaaagcca attattaccg catcacttac      840

ggcgaaacag gaggcaatag ccctgtccag gagttcactg tgcctggtcg tggtgttaca      900

gctaccatca gcggccttaa acctggcgtt gattatacca tcactgtgta tgctgtcact      960

gttactgata cagggtacct caagtacaaa ccaatttcca ttaattaccg gaccgaaatt     1020

<210>  306

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  306

Met Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu 

1               5                   10  

<210>  307

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  307

Gly Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu 

1               5                   
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<210>  308

<211>  8

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  308

Val Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu 

1               5               

<210>  309

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  309

Ser Asp Val Pro Arg Asp Leu 

1               5           

<210>  310

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  310

Asp Val Pro Arg Asp Leu 

1               5       

<210>  311

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  311

Val Pro Arg Asp Leu 

1               5   

<210>  312

<211>  4
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<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  312

Pro Arg Asp Leu 

1               

<210>  313

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  313

Glu Ile Glu Pro Lys Ser Ser 

1               5           

<210>  314

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  314

Glu Ile Asp Lys Pro Cys 

1               5       

<210>  315

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  315

Glu Ile Asp Lys Pro 

1               5   

<210>  316

<211>  4

<212>  PRT
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  316

Glu Ile Asp Lys 

1               

<210>  317

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  317

Glu Ile Asp Lys Pro Ser 

1               5       

<210>  318

<211>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  318

Glu Ile Glu Lys Pro Ser Gln 

1               5           

<210>  319

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  319

Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln Leu Glu 

1               5                   

<210>  320

<211>  12

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic
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<400>  320

Glu Ile Glu Asp Glu Asp Glu Asp Glu Asp Glu Asp 

1               5                   10          

<210>  321

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  321

Glu Gly Ser Gly Ser 

1               5   

<210>  322

<211

>  7

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  322

Glu Ile Asp Lys Pro Cys Gln 

1               5           

<210>  323

<211>  5

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  323

Glu Gly Ser Gly Cys 

1               5   

<210>  324

<211>  9

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  324

Glu Ile Asp Lys Pro Cys Gln Leu Glu 
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1               5                   

<210>  325

<211>  13

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  325

Glu Ile Asp Lys Pro Ser Gln His His His His His His 

1               5                   10              

<210>  326

<211>  10

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  326

Gly Ser Gly Cys His His His His His His 

1               5                   10  

<210>  327

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  327

Glu Gly Ser Gly Cys His His His His His His 

1               5                   10      

<210>  328

<211>  6

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  328

His His His His His His 

1               5       
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<210>  329

<211>  17

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  329

Leu Tyr Phe Asn Gly Lys Glu Gln Ile Ile Tyr Gly Lys Ile Pro Ala 

1               5                   10                  15      

Met 

    

<210>  330

<211>  11

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  330

Pro His Thr His Leu Val His Gln Ala Asn Pro 

1               5                   10      

<210>  331

<211>  87

<212>  PRT

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  Synthetic

<400>  331

Glu Val Val Ala Ala Thr Pro Thr Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Leu 

1               5                   10                  15      

Pro His Gln Gly Lys Ala Asn Tyr Tyr Arg Ile Thr Tyr Gly Glu Thr 

            20                  25                  30          

Gly Gly Asn Ser Pro Val Gln Glu Phe Thr Val Pro Gly Arg Gly Val 

        35                  40                  45              

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

    50                  55                  60                  

Val Tyr Ala Val Thr Val Thr Asp Thr Gly Tyr Leu Lys Tyr Lys Pro 
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65                  70                  75                  80  

Ile Ser Ile Asn Tyr Arg Thr 

                85
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