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(54) 발명의 명칭 나트륨이뇨 폴리펩티드

(57) 요 약

본원은 나트륨이뇨 폴리펩티드에 관한 방법 및 물질, 및 심혈관 및/또는 신장 병태를 치료하기 위한 나트륨이뇨

폴리펩티드의 용도를 제공한다. 예를 들면, 나트륨이뇨 펩티드(예를 들면, ANP, BNP, CNP, URO 또는 DNP)의 하나

이상의 아미노산 절편(예를 들면, N-말단 꼬리, 고리 구조, C-말단 꼬리 또는 이들의 조합) 및 안지오텐신 폴리

펩티드의 아미노산 절편(예를 들면, Ang-(1-7))을 갖는 키메라 폴리펩티드가 제공된다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 2에 기재된 서열, 또는 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 2에 기재된 서열, 

(b) 서열번호 3에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 3에 기재된 서열, 및 

(c) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 2 

제1항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 서열번호 2에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 3에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 43에 기재된 서

열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 7 

17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 4에 기재된 서열, 또는 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 4에 기재된 서열, 

(b) 서열번호 5에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 5에 기재된 서열, 및 

(c) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 8 

제7항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 9 

제7항 또는 제8항에 있어서, 서열번호 4에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 10 

제7항 내지 제9항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 5에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 11 

제7항 내지 제10항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 12 
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제7항 내지 제11항 중 어느 한 항에 있어서, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 44에 기재된 서

열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 13 

17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 6에 기재된 서열, 또는 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 6에 기재된 서열, 

(b) 서열번호 7에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 7에 기재된 서열, 및 

(c) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 14 

제13항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 15 

제13항 또는 제14항에 있어서, 서열번호 6에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 16 

제13항 내지 제15항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 7에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 17 

제13항 내지 제16항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 18 

제13항 내지 제17항 중 어느 한 항에 있어서, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 45에 기재된

서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 19 

17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 8에 기재된 서열, 또는 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 8에 기재된 서열, 

(b) 서열번호 9에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 9에 기재된 서열, 및 

(c) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 20 

제19항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 21 

제19항 또는 제20항에 있어서, 서열번호 8에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 22 

제19항 내지 제21항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 9에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 23 

제19항 내지 제22항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 24 
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제19항 내지 제23항 중 어느 한 항에 있어서, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 46에 기재된

서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 25 

17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 10에 기재된 서열, 또는 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 10에 기재된 서열, 

(b) 서열번호 11에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 11에 기재된 서열, 및 

(c) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 26 

제25항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 27 

제25항 또는 제26항에 있어서, 서열번호 10에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 28 

제25항 내지 제27항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 11에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 29 

제25항 내지 제28항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 30 

제25항 내지 제29항 중 어느 한 항에 있어서, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 47에 기재된

서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 31 

17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열, 

(b) 서열번호 2에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 2에 기재된 서열, 및 

(c) 서열번호 12에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 12에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 32 

제31항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 33 

제31항 또는 제32항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 34 

제31항 내지 제33항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 2에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 35 

제31항 내지 제34항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 12에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 36 
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제31항 내지 제35항 중 어느 한 항에 있어서, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 60에 기재된

서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 37 

17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열, 

(b) 서열번호 5에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 5에 기재된 서열, 및 

(c) 서열번호 13에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 13에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 38 

제37항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 39 

제37항 또는 제38항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 40 

제37항 내지 제39항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 5에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 41 

제37항 내지 제40항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 13에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 42 

제37항 내지 제41항 중 어느 한 항에 있어서, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 61에 기재된

서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 43 

10개 내지 14개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열, 및 

(b) 서열번호 12에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 12에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 44 

제43항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 45 

제43항 또는 제44항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 46 

제43항 내지 제45항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 12에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 47 

제43항 내지 제46항 중 어느 한 항에 있어서, 고리 구조를 결여하는 폴리펩티드.

청구항 48 

제43항 내지 제47항 중 어느 한 항에 있어서, 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 27에 기재된
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서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 49 

10개 내지 16개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열, 및 

(b) 서열번호 13에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 13에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 50 

제49항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 51 

제49항 또는 제50항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 52 

제49항 내지 제51항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 13에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 53 

제49항 내지 제52항 중 어느 한 항에 있어서, 고리 구조를 결여하는 폴리펩티드.

청구항 54 

제49항 내지 제53항 중 어느 한 항에 있어서, 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 28에 기재된

서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 55 

19개 내지 25개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열, 및 

(b) 서열번호 30에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 30에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 56 

제55항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 57 

제55항 또는 제56항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 58 

제55항 내지 제57항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 30에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 59 

제55항 내지 제58항 중 어느 한 항에 있어서, 고리 구조를 결여하는 폴리펩티드.

청구항 60 

제55항 내지 제59항 중 어느 한 항에 있어서, 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 29에 기재된

서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 61 
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10개 내지 14개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 12에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 12에 기재된 서열, 및 

(b) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 62 

제61항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 63 

제61항 또는 제62항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 64 

제61항 내지 제63항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 12에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 65 

제61항 내지 제64항 중 어느 한 항에 있어서, 고리 구조를 결여하는 폴리펩티드.

청구항 66 

제61항 내지 제65항 중 어느 한 항에 있어서, 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 31에 기재된

서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 67 

10개 내지 16개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 13에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 13에 기재된 서열, 및 

(b) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 68 

제67항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 69 

제67항 또는 제68항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 70 

제67항 내지 제69항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 13에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 71 

제67항 내지 제70항 중 어느 한 항에 있어서, 고리 구조를 결여하는 폴리펩티드.

청구항 72 

제67항 내지 제71항 중 어느 한 항에 있어서, 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 32에 기재된

서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 73 

19개 내지 25개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 30에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 30에 기재된 서열, 및 
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(b) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 74 

제73항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 75 

제73항 또는 제74항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 76 

제73항 내지 제75항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 30에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 77 

제73항 내지 제76항 중 어느 한 항에 있어서, 고리 구조를 결여하는 폴리펩티드.

청구항 78 

제73항 내지 제77항 중 어느 한 항에 있어서, 4개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 33에 기재된

서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 79 

20개 내지 28개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열, 및 

(b) 서열번호 7에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 7에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 80 

제79항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 81 

제79항 또는 제80항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 82 

제79항 내지 제81항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 7에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 83 

제79항 내지 제82항 중 어느 한 항에 있어서, 고리 구조에 부착된 C-말단 꼬리를 결여하는 폴리펩티드.

청구항 84 

제79항 내지 제83항 중 어느 한 항에 있어서, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 34에 기재된

서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 85 

20개 내지 28개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 36에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 36에 기재된 서열, 및 

(b) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.
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청구항 86 

제85항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 87 

제85항 또는 제86항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 88 

제85항 내지 제87항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 36에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 89 

제85항 내지 제88항 중 어느 한 항에 있어서, 고리 구조에 부착된 N-말단 꼬리를 결여하는 폴리펩티드.

청구항 90 

제85항 내지 제89항 중 어느 한 항에 있어서, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 35에 기재된

서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 91 

20개 내지 28개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열, 및 

(b) 서열번호 36에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 36에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 92 

제91항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 93 

제91항 또는 제92항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 94 

제91항 내지 제93항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 36에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 95 

제91항 내지 제94항 중 어느 한 항에 있어서, 고리 구조에 부착된 C-말단 꼬리를 결여하는 폴리펩티드.

청구항 96 

제91항 내지 제95항 중 어느 한 항에 있어서, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 37에 기재된

서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 97 

20개 내지 28개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 7에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 7에 기재된 서열, 및 

(b) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 98 

제97항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.
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청구항 99 

제97항 또는 제98항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 100 

제97항 내지 제99항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 7에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 101 

제97항 내지 제100항 중 어느 한 항에 있어서, 고리 구조에 부착된 N-말단 꼬리를 결여하는 폴리펩티드.

청구항 102 

제97항 내지 제101항 중 어느 한 항에 있어서, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 38에 기재된

서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 103 

17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드로서, 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 

(a) 서열번호 2에 기재된 서열, 서열번호 4에 기재된 서열, 서열번호 6에 기재된 서열, 서열번호 8에 기재된 서

열, 서열번호 10에 기재된 서열, 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 2에 기재된 서열, 3개 이하

의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 4에 기재된 서열, 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호

6에 기재된 서열, 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 8에 기재된 서열, 또는 3개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 10에 기재된 서열, 

(b) 서열번호 3에 기재된 서열, 서열번호 5에 기재된 서열, 서열번호 7에 기재된 서열, 서열번호 9에 기재된 서

열, 서열번호 11에 기재된 서열, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 3에 기재된 서열, 5개 이하

의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 5에 기재된 서열, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호

7에 기재된 서열, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 9에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 11에 기재된 서열, 및 

(c) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열

을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 104 

제103항에 있어서, cGMP 활성화 성질을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 105 

제103항 또는 제104항에 있어서, 서열번호 2, 4, 6, 8 또는 10에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 106 

제103항 내지 제105항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 3, 5, 7, 9 또는 11에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩

티드.

청구항 107 

제103항 내지 제106항 중 어느 한 항에 있어서, 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 108 

제103항 내지 제107항 중 어느 한 항에 있어서, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 43, 44, 45,

46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58 또는 59에 기재된 서열을 포함하는 폴리펩티드.

청구항 109 

제103항 내지 제108항 중 어느 한 항에 있어서, 17개 내지 45개 아미노산 잔기, 17개 내지 40개 아미노산 잔기,
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17개 내지 35개 아미노산 잔기, 20개 내지 50개 아미노산 잔기, 25개 내지 50개 아미노산 잔기, 20개 내지 45개

아미노산 잔기, 20개 내지 40개 아미노산 잔기, 20개 내지 35개 아미노산 잔기, 25개 내지 45개 아미노산 잔기,

25개 내지 40개 아미노산 잔기, 또는 25개 내지 35개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드.

명 세 서

기 술 분 야

관련 출원에 대한 교차참조[0001]

본원은 2012년 5월 18일자로 출원된 미국 가출원 제61/648,718호 및 2011년 8월 30일자로 출원된 미국 가출원[0002]

제61/529,113호의 이익을 주장한다. 선행 출원들의 개시는 본원의 개시의 일부로서 간주된다(그리고 참고로 본

원의 개시에 도입된다).

연방 지원 연구에 대한 진술[0003]

본 발명은 국립보건원에 의해 수여된 승인번호 HL036634 및 HL076611 하에서 정부 지원으로 만들어졌다. 정부는[0004]

본 발명에 대한 일부 권리를 갖는다. 

기술분야[0005]

본원은 나트륨이뇨 폴리펩티드에 관한 것이다. 예를 들면, 본원은 나트륨이뇨 폴리펩티드에 관한 방법 및 물질,[0006]

및 심혈관 및 신장 병태를 치료하기 위한 나트륨이뇨 폴리펩티드의 용도를 제공한다.

배 경 기 술

나트륨이뇨 폴리펩티드는 나트륨뇨배설항진(소변 중의 증가된 나트륨 배설)을 야기할 수 있는 폴리펩티드이다.[0007]

이러한 폴리펩티드는 뇌, 심장, 신장 및/또는 혈관 조직에 의해 생성될 수 있다. 인간에서 나트륨이뇨 펩티드

패밀리는 심장 호르몬 심방 나트륨이뇨 펩티드(ANP), B형 나트륨이뇨 펩티드(BNP), C형 나트륨이뇨 펩티드(CNP)

및 유로딜라틴(urodilatin)(URO)을 포함한다. 나트륨이뇨 폴리펩티드는 구아닐릴 사이클라제(guanylyl cyclase)

수용체(즉, ANP, BNP 및 URO에 대한 NPR-A; 및 CNP에 대한 NPR-B) 및 제2 메신저 환형 3'5' 구아노신 모노포스

페이트(cGMP)를 통해 작용한다(Kuhn,  Circ.  Res.,  93:700-709  (2003);  Tawaragi  et al., Biochem. Biophys.

Res. Commun., 175:645-651 (1991); and Komatsu et al., Endocrinol., 129:1104-1106 (1991)).

발명의 내용

요약[0008]

본원은 나트륨이뇨 폴리펩티드에 관한 방법 및 물질, 및 심혈관 및/또는 신장 병태를 치료하기 위한 나트륨이뇨[0009]

폴리펩티드의 용도를 제공한다. 예를 들면, 본원은 나트륨이뇨 펩티드(예를 들면, ANP, BNP, CNP, URO 또는 덴

드로아스피스(Dendroaspis) 나트륨이뇨 펩티드(DNP))의 하나 이상의 아미노산 절편(예를 들면, N-말단 꼬리, 고

리 구조, C-말단 꼬리 또는 이들의 조합) 및 안지오텐신 폴리펩티드의 아미노산 절편(예를 들면, Ang-(1-7))을

갖는 키메라 폴리펩티드를 제공한다.

본원에 기재된 바와 같이, 키메라 폴리펩티드는 인간 심장 섬유모세포를 자극하여 cGMP를 생성하는 능력을 갖는[0010]

키메라 폴리펩티드를 발생시키는 방식으로 CNP의 고리 구조의 C-말단으로서 부착된 Ang-(1-7) 아미노산 서열을

포함하도록 디자인될 수 있다. 이들 결과는 키메라 폴리펩티드로 하여금 활성, 예컨대, cGMP 생성을 활성화시키

는 능력을 나타내게 하는 방식으로 키메라 폴리펩티드가 안지오텐신 폴리펩티드의 아미노산 절편(예를 들면,

Ang-(1-7))  및  나트륨이뇨 펩티드(예를 들면,  ANP,  BNP,  CNP,  URO  또는 덴드로아스피스 나트륨이뇨 펩티드

(DNP))의 하나 이상의 아미노산 절편(예를 들면, N-말단 꼬리, C-말단 꼬리 또는 이들의 조합)을 포함하도록 디

자인될 수 있다는 것을 입증한다. 몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 이뇨 활성, 나트륨이뇨 활

성, cGMP를 활성화시키는 능력, 사구체 여과율을 증가시키는 능력, 레닌 생성을 감소시키는 능력, 안지오텐신

생성을 감소시키는 능력, 알도스테론 생성을 감소시키는 능력, 비정상적으로 상승된 심장 충만압을 감소시키는

능력, 신장 혈류를 최적화하는 능력 또는 이들의 조합을 나타낼 수 있다. 몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라

폴리펩티드는 키메라 나트륨이뇨 폴리펩티드일 수 있다.

일반적으로, 본원의 한 양태는 17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기[0011]

폴리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a)  서열번호 2에  기재된 서열,  또는 3개  이하의
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추가,  결실 또는 치환을 갖는 서열번호 2에 기재된 서열, (b)  서열번호 3에 기재된 서열, 또는 5개 이하의

추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 3에 기재된 서열, 및 (c) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의

추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기

폴리펩티드는 cGMP 활성화 성질을 가질 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 2에 기재된 서열을 포함할 수 있

다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 3에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된

서열을 포함할 수 있다.

또 다른 양태에서, 본원은 17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0012]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 4에 기재된 서열, 또는 3개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 4에 기재된 서열, (b) 서열번호 5에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실

또는 치환을 갖는 서열번호 5에 기재된 서열, 및 (c) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실

또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리펩티드

는 cGMP 활성화 성질을 가질 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 4에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴

리펩티드는 서열번호 5에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함

할 수 있다.

또 다른 양태에서, 본원은 17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0013]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 6에 기재된 서열, 또는 3개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 6에 기재된 서열, (b) 서열번호 7에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실

또는 치환을 갖는 서열번호 7에 기재된 서열, 및 (c) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실

또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리펩티드

는 cGMP 활성화 성질을 가질 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 6에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴

리펩티드는 서열번호 7에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함

할 수 있다.

또 다른 양태에서, 본원은 17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0014]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 8에 기재된 서열, 또는 3개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 8에 기재된 서열, (b) 서열번호 9에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실

또는 치환을 갖는 서열번호 9에 기재된 서열, 및 (c) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실

또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리펩티드

는 cGMP 활성화 성질을 가질 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 8에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴

리펩티드는 서열번호 9에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함

할 수 있다.

또 다른 양태에서, 본원은 17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0015]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 10에 기재된 서열, 또는 3개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 10에 기재된 서열, (b) 서열번호 11에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결

실 또는 치환을 갖는 서열번호 11에 기재된 서열, 및 (c) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결

실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리펩티

드는 cGMP 활성화 성질을 가질 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 10에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기

폴리펩티드는 서열번호 11에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포

함할 수 있다.

또 다른 양태에서, 본원은 17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0016]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열, (b) 서열번호 2에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실

또는 치환을 갖는 서열번호 2에 기재된 서열, 및 (c) 서열번호 12에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실

또는 치환을 갖는 서열번호 12에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리펩티드

는 cGMP 활성화 성질을 가질 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴

리펩티드는 서열번호 2에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 12에 기재된 서열을 포함

할 수 있다.

또 다른 양태에서, 본원은 17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0017]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,
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결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열, (b) 서열번호 5에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가, 결실

또는 치환을 갖는 서열번호 5에 기재된 서열, 및 (c) 서열번호 13에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가, 결실

또는 치환을 갖는 서열번호 13에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리펩티드

는 cGMP 활성화 성질을 가질 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴

리펩티드는 서열번호 5에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 13에 기재된 서열을 포함

할 수 있다.

또 다른 양태에서, 본원은 10개 내지 14개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0018]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열, 및 (b) 서열번호 12에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 12에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리

펩티드는 cGMP 활성화 성질을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함할 수 있다.

상기 폴리펩티드는 서열번호 12에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 고리 구조를 결여할 수 있

다.

또 다른 양태에서, 본원은 10개 내지 16개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0019]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열, 및 (b) 서열번호 13에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 13에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리

펩티드는 cGMP 활성화 성질을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함할 수 있다.

상기 폴리펩티드는 서열번호 13에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 고리 구조를 결여할 수 있

다.

또 다른 양태에서, 본원은 19개 내지 25개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0020]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열, 및 (b) 서열번호 30에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 30에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리

펩티드는 cGMP 활성화 성질을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함할 수 있다.

상기 폴리펩티드는 서열번호 30에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 고리 구조를 결여할 수 있

다.

또 다른 양태에서, 본원은 10개 내지 14개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0021]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 12에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 12에 기재된 서열, 및 (b) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리펩

티드는 cGMP 활성화 성질을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함할 수 있다.

상기 폴리펩티드는 서열번호 12에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 고리 구조를 결여할 수 있

다.

또 다른 양태에서, 본원은 10개 내지 16개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0022]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 13에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 13에 기재된 서열, 및 (b) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리펩

티드는 cGMP 활성화 성질을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함할 수 있다.

상기 폴리펩티드는 서열번호 13에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 고리 구조를 결여할 수 있

다.

또 다른 양태에서, 본원은 19개 내지 25개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0023]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 30에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 30에 기재된 서열, 및 (b) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리펩

티드는 cGMP 활성화 성질을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함할 수 있다.

상기 폴리펩티드는 서열번호 30에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 고리 구조를 결여할 수 있

다.
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또 다른 양태에서, 본원은 20개 내지 28개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0024]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열, 및 (b) 서열번호 7에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 7에 기재된 서열을 포함한다. 상기 폴리펩티드는 cGMP 활성화 성질을 포함할

수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 7에 기

재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 고리 구조에 부착된 C-말단 꼬리를 결여할 수 있다.

또 다른 양태에서, 본원은 20개 내지 28개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0025]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 36에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 36에 기재된 서열, 및 (b) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리펩

티드는 cGMP 활성화 성질을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함할 수 있다.

상기 폴리펩티드는 서열번호 36에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 고리 구조에 부착된 N-말

단 꼬리를 결여할 수 있다.

또 다른 양태에서, 본원은 20개 내지 28개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0026]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열, 및 (b) 서열번호 36에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 36에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리

펩티드는 cGMP 활성화 성질을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함할 수 있다.

상기 폴리펩티드는 서열번호 36에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 고리 구조에 부착된 C-말

단 꼬리를 결여할 수 있다.

또 다른 양태에서, 본원은 20개 내지 28개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0027]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 7에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 7에 기재된 서열, 및 (b) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리펩

티드는 cGMP 활성화 성질을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함할 수 있다.

상기 폴리펩티드는 서열번호 7에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 고리 구조에 부착된 N-말단

꼬리를 결여할 수 있다.

또 다른 양태에서, 본원은 17개 내지 50개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드를 특징으로 한다. 상기 폴[0028]

리펩티드는 아미노 말단부터 카복시 말단까지 순서대로 (a) 서열번호 2에 기재된 서열, 서열번호 4에 기재된 서

열, 서열번호 6에 기재된 서열, 서열번호 8에 기재된 서열, 서열번호 10에 기재된 서열, 3개 이하의 추가, 결실

또는 치환을 갖는 서열번호 2에 기재된 서열, 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 4에 기재된 서

열, 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 6에 기재된 서열, 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을

갖는 서열번호 8에 기재된 서열, 또는 3개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 10에 기재된 서열,

(b) 서열번호 3에 기재된 서열, 서열번호 5에 기재된 서열, 서열번호 7에 기재된 서열, 서열번호 9에 기재된 서

열, 서열번호 11에 기재된 서열, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 3에 기재된 서열, 5개 이하

의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 5에 기재된 서열, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호

7에 기재된 서열, 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을 갖는 서열번호 9에 기재된 서열, 또는 5개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 11에 기재된 서열, 및 (c) 서열번호 1에 기재된 서열, 또는 2개 이하의 추가,

결실 또는 치환을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함하거나 본질적으로 이들 서열로 구성된다. 상기 폴리펩

티드는 cGMP 활성화 성질을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 2, 4, 6, 8 또는 10에 기재된 서열을

포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 서열번호 3, 5, 7, 9 또는 11에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리

펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 5개 이하의 추가, 결실 또는 치환을

갖는 서열번호 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58 또는 59에 기재된 서열을 포

함할 수 있다. 상기 폴리펩티드는 17개 내지 45개 아미노산 잔기, 17개 내지 40개 아미노산 잔기, 17개 내지 35

개 아미노산 잔기, 20개 내지 50개 아미노산 잔기, 25개 내지 50개 아미노산 잔기, 20개 내지 45개 아미노산 잔

기, 20개 내지 40개 아미노산 잔기, 20개 내지 35개 아미노산 잔기, 25개 내지 45개 아미노산 잔기, 25개 내지

40개 아미노산 잔기 또는 25개 내지 35개 아미노산 잔기의 길이를 가질 수 있다.

달리 정의되어 있지 않은 한, 본원에서 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어들은 본 발명이 속하는 분야에서 통[0029]

상의 기술을 가진 자에 의해 통상적으로 이해되는 의미와 동일한 의미를 갖는다. 본원에 기재된 방법 및 물질과
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유사하거나 동등한 방법 및 물질이 본 발명을 실시하기 위해 사용될 수 있지만, 적합한 방법 및 물질이 하기 기

재되어 있다. 본원에서 언급된 모든 문헌, 특허출원, 특허 및 다른 참조문헌은 전체적으로 참고로 도입된다. 모

순이 있는 경우, 정의를 포함하는 본 명세서가 좌우할 것이다. 또한, 물질, 방법 및 예는 단지 예시하기 위한

것이고 한정하기 위한 것이 아니다.

본 발명의 하나 이상의 실시양태의 세부사항은 첨부된 도면 및 하기 설명에 기재되어 있다. 본 발명의 다른 특[0030]

징, 목적 및 이점은 설명 및 도면, 및 특허청구범위로부터 명확해질 것이다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 몇몇 실시양태에 따라 나트륨이뇨 펩티드의 N-말단 및 고리 구조, 및 안지오텐신 폴리펩티드의 절편의[0031]

C-말단을 함유하는 키메라 폴리펩티드의 구조적 개략도이다. 도 1에 나타낸 안지오텐신 폴리펩티드의 아미노산

절편(DRVYIHP; 서열번호 1)은 안지오텐신-(1-7) 또는 Ang-(1-7)로서 지칭될 수 있다. 상기 N-말단 및 고리 구조

는 ANP, BNP, CNP, DNP 및 URO를 포함하나 이들로 한정되지 않는 임의의 적절한 나트륨이뇨 펩티드의 서열을 가

질 수 있다. "A"는 나트륨이뇨 펩티드의 N-말단의 아미노산 서열을 지칭하고, "B"는 나트륨이뇨 펩티드의 고리

구조의 아미노산 서열을 지칭하고, "C"는 키메라 폴리펩티드의 C-말단을 형성할 수 있는 Ang(1-7)의 아미노산

서열을 지칭한다.

도 2는 몇몇 실시양태에 따른 ANP의 N-말단 및 고리 구조, 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하는 키메라 폴리펩티드

(서열번호 43)의 구조적 개략도이다. 도 2에 나타낸 ANP의 N-말단 절편의 아미노산 서열(SLRRSS; 서열번호 2)은

ANPN-말단으로서 지칭될 수 있는 반면,  도  2에  나타낸 ANP의  고리 구조 절편의 아미노산 서열(CFGGRMDRIGAQ-

SGLGC; 서열번호 3)은 ANP고리로서 지칭될 수 있다.

도 3은 몇몇 실시양태에 따라 BNP의 N-말단 및 고리 구조, 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하는 키메라 폴리펩티드

(서열번호 44)의 구조적 개략도이다. 도 3에 나타낸 BNP의 N-말단 절편의 아미노산 서열(SPKMVQGSG; 서열번호

4)은  BNPN-말단으로서  지칭될  수  있는  반면,  도  3에  나타낸  BNP의  고리  구조 절편의 아미노산 서열(CFGRKM-

DRISSSSGLGC; 서열번호 5)은 BNP고리로서 지칭될 수 있다. 서열번호 44에 기재된 아미노산 서열을 갖는 키메라

폴리펩티드는 BNP-Ang1-7로서 지칭될 수 있다.

도 4는 몇몇 실시양태에 따라 CNP의 N-말단 및 고리 구조, 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하는 키메라 폴리펩티드

(서열번호 45)의 구조적 개략도이다. 도 4에 나타낸 CNP의 N-말단 절편의 아미노산 서열(GLSKG; 서열번호 6)은

CNPN-말단으로서  지칭될  수  있는  반면,  도  4에  나타낸  CNP의  고리  구조  절편의  아미노산  서열(CFGLKLDRIG-

SMSGLGC; 서열번호 7)은 CNP고리로서 지칭될 수 있다. 도 4에 나타낸 키메라 폴리펩티드는 cAng 또는 cANG로서

지칭될 수 있다.

도 5는 몇몇 실시양태에 따라 DNP의 N-말단 및 고리 구조, 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하는 키메라 폴리펩티드

(서열번호 46)의 구조적 개략도이다. 도 5에 나타낸 DNP의 N-말단 절편의 아미노산 서열(EVKYDP; 서열번호 8)은

DNPN-말단으로서 지칭될 수 있는 반면, 도 5에 나타낸 DNP의 고리 구조 절편의 아미노산 서열(CFGHKIDRINHVS-

NLGC; 서열번호 9)은 DNP고리로서 지칭될 수 있다.

도 6은 몇몇 실시양태에 따라 URO의 N-말단 및 고리 구조, 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하는 키메라 폴리펩티드

(서열번호 47)의 구조적 개략도이다. 도 6에 나타낸 URO의 N-말단 절편의 아미노산 서열(TAPRSLRRSS; 서열번호

10)은  URON-말단으로서  지칭될  수  있는  반면,  도  6에  나타낸  URO의  고리  구조  절편의  아미노산  서열(CFGG-

RMDRIGAQSGLGC; 서열번호 11)은 URO고리로서 지칭될 수 있다.

도 7은 몇몇 실시양태에 따라 BNP의 N-말단(BNPN-말단), ANP의 고리 구조(ANP고리) 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하

는 키메라 폴리펩티드(서열번호 48)의 구조적 개략도이다.

도 8은 몇몇 실시양태에 따라 CNP의 N-말단(CNPN-말단), ANP의 고리 구조(ANP고리) 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하

는 키메라 폴리펩티드(서열번호 49)의 구조적 개략도이다.

도 9는 몇몇 실시양태에 따라 DNP의 N-말단(DNPN-말단), ANP의 고리 구조(ANP고리) 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하

는 키메라 폴리펩티드(서열번호 50)의 구조적 개략도이다.
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도 10은 몇몇 실시양태에 따라 URO의 N-말단(URON-말단), ANP의 고리 구조(ANP고리) 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하

는 키메라 폴리펩티드(서열번호 51)의 구조적 개략도이다.

도 11은 몇몇 실시양태에 따라 ANP의 N-말단(ANPN-말단), BNP의 고리 구조(BNP고리) 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하

는 키메라 폴리펩티드(서열번호 52)의 구조적 개략도이다.

도 12는 몇몇 실시양태에 따라 CNP의 N-말단(CNPN-말단), BNP의 고리 구조(BNP고리) 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하

는 키메라 폴리펩티드(서열번호 53)의 구조적 개략도이다.

도 13은 몇몇 실시양태에 따라 DNP의 N-말단(DNPN-말단), BNP의 고리 구조(BNP고리) 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하

는 키메라 폴리펩티드(서열번호 54)의 구조적 개략도이다.

도 14는 몇몇 실시양태에 따라 URO의 N-말단(URON-말단), BNP의 고리 구조(BNP고리) 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하

는 키메라 폴리펩티드(서열번호 55)의 구조적 개략도이다.

도 15는 몇몇 실시양태에 따라 ANP의 N-말단(ANPN-말단), CNP의 고리 구조(CNP고리) 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하

는 키메라 폴리펩티드(서열번호 56)의 구조적 개략도이다.

도 16은 몇몇 실시양태에 따라 BNP의 N-말단(BNPN-말단), CNP의 고리 구조(CNP고리) 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하

는 키메라 폴리펩티드(서열번호 57)의 구조적 개략도이다.

도 17은 몇몇 실시양태에 따라 DNP의 N-말단(DNPN-말단), CNP의 고리 구조(CNP고리) 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하

는 키메라 폴리펩티드(서열번호 58)의 구조적 개략도이다.

도 18은 몇몇 실시양태에 따라 URO의 N-말단(URON-말단), CNP의 고리 구조(CNP고리) 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하

는 키메라 폴리펩티드(서열번호 59)의 구조적 개략도이다.

도 19는 몇몇 실시양태에 따라 N-말단 Ang-(1-7), 및 ANP의 고리 구조(ANP고리) 및 C-말단을 함유하는 키메라 폴

리펩티드(서열번호 60)의 구조적 개략도이다. 도 19에 나타낸 ANP의 C-말단 절편의 아미노산 서열(NSFRY; 서열

번호 12)은 ANPC-말단으로서 지칭될 수 있다.

도 20은 몇몇 실시양태에 따라 N-말단 Ang-(1-7), 및 BNP의 고리 구조(BNP고리) 및 C-말단을 함유하는 키메라 폴

리펩티드(서열번호 61)의 구조적 개략도이다. 도 20에 나타낸 BNP의 C-말단 절편의 아미노산 서열(KVLRRH; 서열

번호 13)은 BNPC-말단으로서 지칭될 수 있다. 서열번호 61에 기재된 아미노산 서열을 갖는 키메라 폴리펩티드는

Ang1-7BNP로서 지칭될 수 있다.

도 21은 ANP(10
-6
 M), BNP(10

-6
 M), CNP(10

-6
 M) 또는 cANG(10

-6
, 10

-8
 또는 10

-10
 M)에 노출되었을 때 인간 심장

섬유모세포에 의해 생성된 cGMP의 수준(pmol/㎖)을 작도한 그래프이다.

도 22는 단독으로, 또는 A-71915(1 μM; NPR-A 차단제(예를 들면, 문헌(Kumar et al., Hypertension, 29(1 Pt

2):414-21 (1997)) 참조) 또는 NPR-B 항체(1:100 희석)의 존재 하에서 ANP(10
-6
 M), BNP(10

-6
 M), CNP(10

-6
 M)

또는 cANG(10
-6
 M)에 노출되었을 때 인간 심장 섬유모세포에 의해 생성된 cGMP의 수준(pmol/㎖)을 작도한 그래프

이다.

도 23은 몇몇 실시양태에 따라 고리 구조 없이 N-말단 Ang-(1-7) 및 ANP의 C-말단(ANPC-말단)을 함유하는 키메라

폴리펩티드(서열번호 27)의 구조적 개략도이다. 이 폴리펩티드는 Ang-(1-7)-ANP-CT로서 지칭될 수 있다.

도 24는 몇몇 실시양태에 따라 고리 구조 없이 N-말단 Ang-(1-7) 및 BNP의 C-말단(BNPC-말단)을 함유하는 키메라

폴리펩티드(서열번호 28)의 구조적 개략도이다. 이 폴리펩티드는 Ang-(1-7)-BNP-CT로서 지칭될 수 있다.

도 25는 몇몇 실시양태에 따라 고리 구조 없이 N-말단 Ang-(1-7) 및 DNP의 C-말단(DNPC-말단)을 함유하는 키메라

폴리펩티드(서열번호 29)의 구조적 개략도이다. 이 폴리펩티드는 Ang-(1-7)-DNP-CT로서 지칭될 수 있다. 도 25

에  나타낸  DNP의  C-말단  절편의  아미노산  서열(PSLRDPRPNAPSTSA;  서열번호  30)은  DNPC-말단으로서  지칭될  수
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있다.

도 26은 몇몇 실시양태에 따라 고리 구조 없이 N-말단 절편으로서 ANP의 C-말단(ANPC-말단)에 이어서 C-말단 Ang-

(1-7)을 함유하는 키메라 폴리펩티드(서열번호 31)의 구조적 개략도이다. 이 폴리펩티드는 ANP-CT-Ang-(1-7)로

서 지칭될 수 있다. 

도 27은 몇몇 실시양태에 따라 고리 구조 없이 N-말단 절편으로서 BNP의 C-말단(BNPC-말단)에 이어서 C-말단 Ang-

(1-7)을 함유하는 키메라 폴리펩티드(서열번호 32)의 구조적 개략도이다. 이 폴리펩티드는 BNP-CT-Ang-(1-7)로

서 지칭될 수 있다. 

도 28은 몇몇 실시양태에 따라 고리 구조 없이 N-말단 절편으로서 DNP의 C-말단(DNPC-말단)에 이어서 C-말단 Ang-

(1-7)을 함유하는 키메라 폴리펩티드(서열번호 33)의 구조적 개략도이다. 이 폴리펩티드는 DNP-CT-Ang-(1-7)로

서 지칭될 수 있다.

도 29는 몇몇 실시양태에 따라 C-말단 꼬리 없이 N-말단 Ang-(1-7) 및 고리 구조(CNP고리)를 함유하는 키메라 폴

리펩티드(서열번호 34)의 구조적 개략도이다. 이 폴리펩티드는 Ang-(1-7)-CNPR1로서 지칭될 수 있다. 

도 30은 몇몇 실시양태에 따라 N-말단 꼬리 없이 CNP의 역 고리 구조 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하는 키메라

폴리펩티드(서열번호 35)의 구조적 개략도이다. 이 폴리펩티드는 Ang-(1-7)-CNPR2로서 지칭될 수 있다. 도 30에

나타낸 CNP의 역 고리 구조 절편의 아미노산 서열(CGLGSMSGIRDLKLGFC; 서열번호 36)은 역-CNP고리로서 지칭될 수

있다.

도 31은 몇몇 실시양태에 따라 C-말단 꼬리 없이 N-말단 Ang-(1-7) 및 역 고리 구조(역-CNP고리)를 함유하는 키

메라 폴리펩티드(서열번호 37)의 구조적 개략도이다. 이 폴리펩티드는 Ang-(1-7)-CNPR3으로서 지칭될 수 있다.

도 32는 몇몇 실시양태에 따라 N-말단 꼬리 없이 고리 구조(CNP고리) 및 C-말단 Ang-(1-7)을 함유하는 키메라 폴

리펩티드(서열번호 38)의 구조적 개략도이다. 이 폴리펩티드는 Ang-(1-7)-CNPR4로서 지칭될 수 있다.

도 33은 표시된 양(10
-6
, 10

-8
 또는 10

-10
 M)의 BNP(BNP1-32; 도 33A), Ang1-7BNP(도 33B) 또는 BNP-Ang1-7(도

33C)을 사용한 HEK 293 세포의 처리로부터 발생된 cGMP 수준을 작도한 그래프를 함유한다. NPR-A(즉, GC-A)를

발현하도록 HEK 293 세포를 안정하게 형질감염시켰다.

도 34는 표시된 양(10
-6
, 10

-8
 또는 10

-10
 M)의 BNP(BNP1-32; 도 34A), Ang1-7BNP(도 34B) 또는 BNP-Ang1-7(도

34C)을 사용한 HEK 293 세포의 처리로부터 발생된 cGMP 수준을 작도한 그래프를 함유한다. NPR-B(즉, GC-B)를

발현하도록 HEK 293 세포를 안정하게 형질감염시켰다.

도 35는 표시된 양(10
-6
, 10

-8
 또는 10

-10
 M)의 Ang1-7을 사용한 HEK 293 세포의 처리로부터 발생된 cGMP 수준을

작도한 그래프를 함유한다. NPR-A(즉, GC-A)(좌측 그래프) 또는 NPR-B(즉, GC-B)(우측 그래프)를 발현하도록

HEK 293 세포를 안정하게 형질감염시켰다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본원은 나트륨이뇨 폴리펩티드에 관한 방법 및 물질, 및 심혈관 및/또는 신장 병태를 치료하기 위한 나트륨이뇨[0032]

폴리펩티드의 용도를 제공한다. 예를 들면, 본원은 나트륨이뇨 펩티드(예를 들면, ANP,  BNP,  CNP,  URO  또는

DNP)의 하나 이상의 아미노산 절편(예를 들면, N-말단 꼬리, 고리 구조, 역 고리 구조, C-말단 꼬리, 또는 이들

의 조합), 및 안지오텐신 폴리펩티드의 아미노산 절편(예를 들면, Ang-(1-7), Ang-(1-8) 또는 Ang-(1-9))을 갖

는 키메라 폴리펩티드를 제공한다. 몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 나트륨이뇨 활성의 증가를

필요로 하는 대상체에서 나트륨이뇨 활성을 증가시키기 위해 사용될 수 있다. 몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메

라 폴리펩티드는 혈장 cGMP 수준, 소변 cGMP 배설, 순 신장 cGPM 발생, 소변 유동, 소변 나트륨 배설, 소변 칼

륨 배설, 혈구용적률, 혈장 BNP 면역반응성, 신장 혈류 및/또는 혈장 ANP 면역반응성을 증가시키기 위해 사용될

수 있다. 몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 신장 혈관 저항성, 나트륨의 근위 및 원위 분획 재

흡수, 평균 동맥 혈압, 폐 모세혈관 쐐기압, 우측 심방압, 폐 심방압, 혈장 레닌 활성, 혈장 안지오텐신 II 수

준, 혈장 알도스테론 수준, 신장 관류압 및/또는 전신 혈관 저항성을 감소시키기 위해 사용될 수 있다. 몇몇 경

우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 심장 리모델링 및 허혈-재관류 손상, 특히 급성 심근경색(AMI) 및/또

공개특허 10-2014-0059249

- 17 -



는 급성 심부전(AHF) 후 허혈-재관류 손상의 치료, 억제 및/또는 예방을 위해 사용될 수 있다. 예를 들면, 본원

에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 심근 허혈-재관류 손상을 약화시키는 데에 적용하기에 바람직할 수 있는 혈장

cGMP를 증가시키기 위해 사용될 수 있다(Padilla et al., Cardiovasc. Res., 51:592-600 (2001)).

본원에 기재된 바와 같이, 키메라 폴리펩티드는 나트륨이뇨 펩티드의 하나 이상의 아미노산 절편(예를 들면, N-[0033]

말단 꼬리, 고리 구조, 역 고리 구조, C 말단 꼬리, 또는 이의 조합) 및 안지오텐신 폴리펩티드의 아미노산 절

편을 포함하도록 디자인될 수 있다. 나트륨이뇨 펩티드 또는 "NP"의 예로는 ANP, BNP, CNP, URO 및 DNP가 있으

나 이들로 한정되지 않는다. 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 안지오텐신 폴리펩티드(예를 들면, 인간 안

지오텐신 폴리펩티드)의 임의의 적절한 아미노산 절편을 포함할 수 있다. 예를 들면, 본원에서 제공된 키메라

폴리펩티드는 서열번호 1에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는

전장 안지오텐신 폴리펩티드(예를 들면, 전장 인간 안지오텐신 폴리펩티드)를 포함할 수 있다. 예를 들면, 본원

에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 하기 서열을 포함할 수 있다: DRVYIHPFHL(서열번호 14).

본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 나트륨이뇨 펩티드의 고리 구조를 포함할 수 있다. 고리 구조의 예로는[0034]

ANP고리, BNP고리, CNP고리, DNP고리 및 URO고리가 있으나 이들로 한정되지 않는다. 몇몇 경우, 하나 이상(예를 들면,

1개, 2개, 3개, 4개, 5개, 6개 또는 그 이상)의 아미노산 추가, 결실 또는 치환을 갖는 ANP고리, BNP고리, CNP고리,

DNP고리 또는 URO고리가 사용될 수 있다. 예를 들면, 2개의 아미노산 치환을 갖는 ANP고리 또는 BNP고리가 본원에서

제공된 키메라 폴리펩티드의 고리 구조로서 사용될 수 있다. 

몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 나트륨이뇨 펩티드의 역 고리 구조를 포함한다. 역 고리 구조[0035]

의 예로는 역-ANP고리(CGLGSQAGIRDMRGGFC; 서열번호 39), 역-BNP고리(CGLGSSSSIRDMKRGFC; 서열번호 40), 역-CNP고

리, 역-DNP고리(CGLNSVHNIRDIKHGFC; 서열번호 41) 및 역-URO고리(CGLGSQAGIRDMRGGFC; 서열번호 42)가 있으나 이들

로 한정되지 않는다. 몇몇 경우, 하나 이상(예를 들면, 1개, 2개, 3개, 4개, 5개, 6개, 또는 그 이상)의 아미노

산 추가, 결실 또는 치환을 갖는 역-ANP고리, 역-BNP고리, 역-CNP고리, 역-DNP고리 또는 역-URO고리가 사용될 수 있다.

예를 들면, 2개의 아미노산 치환을 갖는 역-ANP고리 또는 역-BNP고리가 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드의 고리

구조로서 사용될 수 있다.

몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 고리 구조 또는 역 고리 구조를 함유하는 키메라 폴리펩티드[0036]

에 대한 이러한 고리 구조 또는 역 고리 구조에 대하여 N-말단 부분 또는 C-말단 부분으로서 안지오텐신 폴리펩

티드의 임의의 적절한 아미노산 절편을 포함할 수 있다. 예를 들면, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 안지

오텐신 폴리펩티드의 아미노산 절편(예를 들면, Ang-(1-7))에 이어서 나트륨이뇨 펩티드의 고리 구조 및 임의적

으로 C-말단(예를 들면, ANPC-말단, BNPC-말단 또는 DNPC-말단)을 포함할 수 있다. 몇몇 경우, 나트륨이뇨 펩티드의 임

의적 N-말단(예를 들면, ANPN-말단 또는 BNPN-말단)에 이어서 나트륨이뇨 펩티드의 고리 구조 및 안지오텐신 폴리펩

티드의 아미노산 절편(예를 들면, Ang-(1-7))이 존재할 수 있다. 

몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 고리 또는 역 고리 구조 없이 나트륨이뇨 펩티드의 N-말단(예[0037]

를 들면, ANPN-말단,  BNPN-말단,  CNPN-말단,  DNPN-말단 또는 URON-말단) 또는 C-말단(예를 들면, ANPC-말단, BNPC-말단 또는

DNPC-말단)에 부착된 N-말단 부분 또는 C-말단 부분으로서 안지오텐신 폴리펩티드의 임의의 적절한 아미노산 절편

을 포함할 수 있다. 예를 들면, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 고리 또는 역 고리 구조 없이 안지오텐신

폴리펩티드의 아미노산 절편(예를 들면, Ang-(1-7))에 이어서 나트륨이뇨 펩티드의 C-말단(예를 들면, ANPC-말단

또는 BNPC-말단)을 포함할 수 있다. 몇몇 경우, 고리 또는 역 고리 구조 없이 나트륨이뇨 펩티드의 C-말단(예를

들면, ANPC-말단 또는 BNPC-말단)에 이어서 안지오텐신 폴리펩티드의 아미노산 절편(예를 들면, Ang-(1-7))이 존재

할 수 있다.

도 1을 참조하건대, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 나트륨이뇨 펩티드의 N-말단 및 고리 구조, 및 C-말[0038]

단 Ang-(1-7)을 포함할 수 있다. 몇몇 경우, 상기 N-말단 및 고리 구조는 동일한 나트륨이뇨 펩티드(예를 들면,

도 2 내지 6 참조) 또는 상이한 나트륨이뇨 펩티드(예를 들면, 도 7 내지 18 참조)의 N-말단 및 고리 구조일 수

있다. 예를 들면, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 도 3에 나타낸 바와 같이 BNPN-말단에 이어서 BNP고리에 이

어서 Ang-(1-7)을 가질 수 있거나 도 11에 나타낸 바와 같이 ANPN-말단에 이이서 BNP고리에 이어서 Ang-(1-7)을 가

질 수 있다. 몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 도 19 및 20에 나타낸 바와 같이 N-말단 Ang-(1-
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7)에 이어서 나트륨이뇨 펩티드의 고리 구조 및 C 말단을 포함할 수 있다.

몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드에 포함된 NP의 N-말단, 고리 구조, 역 고리 구조 및/또는 C-말[0039]

단은 하나 이상의 위치(예를 들면, 1개, 2개, 3개, 4개, 5개, 6개, 7개, 8개, 9개 또는 10개의 위치)에서 변이

체(예를 들면, 치환, 추가 또는 결실)을 포함할 수 있다. 이러한 변이체 NP 서열, 예를 들면, 천연 NP 아미노산

서열에 비해 상대적으로 하나 이상의 아미노산 치환을 갖는 변이체 NP 서열을 본원에 기재된 바와 같이 제조하

고 변경할 수 있다. 몇몇 경우, (a) 치환 영역에서 펩티드 골격의 구조, (b) 표적 부위에서 분자의 전하 또는

소수성, 또는 (c) 측쇄의 용적을 유지하는 것에 대한 그들의 효과에서 유의하게 상이하지 않은 치환을 선택함으

로써 아미노산 치환을 만들 수 있다. 예를 들면, 천연 발생 잔기는 측쇄 성질에 기초하여 하기 군으로 분류될

수 있다: (1) 소수성 아미노산(노르류신, 메티오닌, 알라닌, 발린, 류신 및 이소류신); (2) 중성 친수성 아미노

산(시스테인, 세린 및 쓰레오닌); (3) 산성 아미노산(아스파르트산 및 글루탐산); (4) 염기성 아미노산(아스파

라긴, 글루타민, 히스티딘, 라이신 및 아르기닌); (5) 쇄 배향에 영향을 미치는 아미노산(글리신 및 프롤린);

및 (6) 방향족 아미노산(트립토판, 티로신 및 페닐알라닌). 이들 군들 내에서 만들어지는 치환은 보존적 치환으

로서 간주될 수 있다. 유용한 치환의 비한정적 예로는 발린에 의한 알라닌의 치환, 라이신에 의한 아르기닌의

치환, 글루타민에 의한 아스파라긴의 치환, 글루탐산에 의한 아스파르트산의 치환, 세린에 의한 시스테인의 치

환, 아스파라긴에 의한 글루타민의 치환, 아스파르트산에 의한 글루탐산의 치환, 프롤린에 의한 글리신의 치환,

아르기닌에 의한 히스티딘의 치환, 류신에 의한 이소류신의 치환, 이소류신에 의한 류신의 치환, 아르기닌에 의

한 라이신의 치환, 류신에 의한 메티오닌의 치환, 류신에 의한 페닐알라닌의 치환, 글리신에 의한 프롤린의 치

환, 쓰레오닌에 의한 세린의 치환, 세린에 의한 쓰레오닌의 치환, 티로신에 의한 트립토판의 치환, 페닐알라닌

에 의한 티로신의 치환, 및/또는 류신에 의한 발린의 치환이 있으나 이들로 한정되지 않는다.

본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드의 제조를 위해 사용될 수 있는 NP  서열의 변이체 N-말단 부분의 예로는[0040]

SAPRSLRRSS(서열번호  15),  TVPRSLRRSS(서열번호  16),  TAGRSLRRSS(서열번호  17),  TAPKSLRRSS(서열번호  18),

TLRRSS(서열번호 19), SIRRSS(서열번호 20), SLKRSS(서열번호 21) 및 SLRKSS(서열번호 22)가 있으나 이들로 한

정되지 않는다. 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드의 제조를 위해 사용될 수 있는 NP 서열의 변이체 C-말단 부

분의 예로는 KVLRRR(서열번호 23), KVLRKH(서열번호 24), KVLKRH(서열번호 25) 및 KVIRRH(서열번호 26)가 있으

나 이들로 한정되지 않는다.

본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드의 제조를 위해 사용된 NP 아미노산 서열 내의 임의의 위치에서 만들어질 수[0041]

있는 보존적 치환의 추가 예로는 표 1에 기재된 치환이 있으나 이들로 한정되지 않는다.
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표 1

[0042]

몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드의 제조를 위해 사용된 NP 아미노산 서열은 하나 이상의 비보존[0043]

적 치환을 포함할 수 있다. 비보존적 치환은 전형적으로 전술된 클래스들 중 한 클래스의 구성원을 또 다른 클

래스의 구성원으로 교체하는 것을 수반한다. 이러한 제조는 다량의 또는 대안적 실시양태의 이러한 화합물을 제

공하는 데에 바람직할 수 있다. 펩티드 변이체의 특이적 활성을 분석함으로써 아미노산 변화가 기능성 폴리펩티

드를 발생시키는 지를 용이하게 확인할 수 있다.

본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 임의의 적절한 서열을 가질 수 있다. 예를 들면, 폴리펩티드는 서열번호[0044]

2, 3 및 1에 기재된 서열을 포함할 수 있다. 몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 (a) 3개 이하(예

를 들면, 2개 이하, 1개 또는 0개)의 아미노산 추가, 결실, 치환 또는 이들의 조합을 갖는 서열번호 1에 기재된

서열과 정렬되는 아미노산 서열, 및 (b) 5개 이하(예를 들면, 4개 이하, 3개 이하, 2개 이하, 1개 또는 0개)의

아미노산 추가, 결실, 치환 또는 이들의 조합을 갖는 ANP고리, BNP고리, CNP고리, DNP고리 또는 URO고리의 서열과 정렬

되는 아미노산 서열을 함유할 수 있다.  몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 (a) 3개 이하(예를

들면, 2개 이하, 1개 또는 0개)의 아미노산 추가, 결실, 치환 또는 이들의 조합을 갖는 서열번호 1에 기재된 서

열과 정렬되는 아미노산 서열에 이어서, (b)  5개 이하(예를 들면, 4개 이하, 3개 이하, 2개 이하, 1개 또는

0개)의 아미노산 추가, 결실, 치환 또는 이들의 조합을 갖는 ANP고리, BNP고리, CNP고리, DNP고리 또는 URO고리의 서열

과 정렬되는 아미노산 서열에 이어서, (c) 5개 이하(예를 들면, 4개 이하, 3개 이하, 2개 이하, 1개 또는 0개)

의 아미노산 추가, 결실, 치환 또는 이들의 조합을 갖는 ANPC-말단, BNPC-말단 또는 DNPC-말단의 서열과 정렬되는 아미

노산 서열을 함유할 수 있다. 몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 (a) 5개 이하(예를 들면, 4개

이하, 3개 이하, 2개 이하, 1개 또는 0개)의 아미노산 추가, 결실, 치환 또는 이들의 조합을 갖는 ANPN-말단,

BNPN-말단, CNPN-말단, DNPN-말단 또는 URON-말단의 서열과 정렬되는 아미노산 서열에 이어서, (b) 5개 이하(예를 들면,

4개 이하, 3개 이하, 2개 이하, 1개 또는 0개)의 아미노산 추가, 결실, 치환 또는 이들의 조합을 갖는 ANP고리,

BNP고리, CNP고리, DNP고리 또는 URO고리의 서열과 정렬되는 아미노산 서열에 이어서, 3개 이하(예를 들면, 2개 이하,
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1개 또는 0개)의 아미노산 추가, 결실, 치환 또는 이들의 조합을 갖는 서열번호 1에 기재된 서열과 정렬되는 아

미노산 서열을 함유할 수 있다.

본원에서 제공된 폴리펩티드는 임의의 적절한 길이를 가질 수 있다. 예를 들면, 본원에서 제공된 폴리펩티드는[0045]

20개 내지 55개(예를 들면, 24개 내지 55개, 24개 내지 45개, 25개 내지 45개, 26개 내지 44개, 27개 내지 43

개, 28개 내지 42개, 29개 내지 41개, 30개 내지 40개, 31개 내지 39개, 23개 내지 35개, 25개 내지 30개, 또

는 30개 내지 35개) 아미노산 잔기의 길이를 가질 수 있다. 20개 또는 55개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리

펩티드는 20개 내지 55개 아미노산 잔기의 길이를 갖는 폴리펩티드라는 것이 인식될 것이다. 

본원에 기재된 분석들을 포함하나 이들로 한정되지 않는 임의의 적합한 분석을 이용하여 본원에서 제공된 키메[0046]

라 폴리펩티드뿐만 아니라, (예를 들면, 천연 ANP, BNP, CNP, DNP 또는 URO에 대하여) 보존적 및/또는 비보존적

치환을 갖는 변이체 NP 서열을 함유하는 폴리펩티드, ANP, BNP, CNP, DNP 또는 URO의 단편, 또는 이러한 변이체

의 단편도 생물학적 활성에 대해 평가할 수 있다. 예를 들면, 본원에 기재된 변이체 NP 아미노산 서열을 갖는

키메라 폴리펩티드의 활성은 심장 섬유모세포(CF)에 의해 발생된 cGMP 수준에 대한 그의 효과를 측정하거나 CF

의 증식을 억제하는 그의 능력을 시험함으로써 시험관내에서 평가될 수 있다. 이러한 실험을 예를 들면, 다른

문헌(Tsuruda et al., Circ. Res. 91:1127-1134 (2002))에 기재된 바와 같이 인간 CF(사이언셀(ScienCell), 미

국 캘리포니아주 샌 디에고 소재)에서 수행할 수 있다. 세포를 평가될 폴리펩티드(예를 들면, 10
-11

 내지 10
-6

M)에 노출시킬 수 있고, 경쟁 RIA cGMP 키트(퍼킨-엘머(Perkin-Elmer), 미국 매사추세츠주 보스톤 소재)를 사용

하여 샘플을 cGMP에 대해 분석할 수 있다. CF 증식 연구를 위해, 세포를 카디오트로핀(Cardiotrophin)-1로 처리

하여 세포 증식을 유도할 수 있다. 평가될 폴리펩티드를 카디오트로핀-1에 의해 자극된 CF에 첨가하여 세포 증

식에 대한 그의 효과를 확인할 수 있다.  예를 들면,  비색 브로모데옥시우리딘(BrdU)  세포 증식 ELISA(로슈

(Roche), 미국 인디애나주 인디애나폴리스 소재)를 이용하여 세포 증식을 검출하고 측정할 수 있다.

몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드, (예를 들면, 천연 ANP, BNP, CNP, DNP 또는 URO에 대하여) 보[0047]

존적 및/또는 비보존적 치환을 갖는 변이체 NP 서열을 함유하는 폴리펩티드, ANP, BNP, CNP, DNP 또는 URO의 단

편, 또는 이러한 변이체의 단편은 예를 들면, 동물에서 폐 모세혈관 쐐기압, 우심방압, 평균 심방압, 소변 나트

륨 배설, 소변 유동, 근위 및 원위 분획 나트륨 재흡수, 혈장 레닌 활성, 혈장 cGMP 수준, 소변 cGMP 배설, 순

신장 cGMP 발생, 사구체 여과율, 및 좌심실 질량과 같은 인자에 대한 그의 효과를 시험함으로써 생체내에서 평

가될 수 있다. 몇몇 경우, 이러한 파라미터들은 유도된 심근경색(예를 들면, 관상 동맥 연결에 의해 유도된 심

근경색) 후 평가될 수 있다.

몇몇 실시양태에서, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 시스테인 잔기들 사이의 이황화 결합으로 인해 환형[0048]

일 수 있다(예를 들면, 도 1 내지 20에 도시된 구조 참조). 몇몇 실시양태에서, 시스테인 잔기 상의 설프하이드

릴 기를 대안적 기(예를 들면, -CH2CH2-)로 치환시킬 수 있다. 설프하이드릴 기를 -CH2- 기로 치환시키기 위해,

예를 들면, 시스테인 잔기를 알파-아미노부티르산으로 치환시킬 수 있다. 이러한 환형 유사체 폴리펩티드를 예

를 들면, 다른 문헌(Lebl and Hruby, Tetrahedron Lett., 25:2067 (1984); 및 미국 특허 제4,161,521호)에 기

재된 바와 같이 발생시킬 수 있다.

몇몇 경우, 세린 또는 쓰레오닌의 OH를 아스파르트산 또는 글루탐산의 카복실 기와 반응시켜 구조 -CH2CO2CH2-를[0049]

갖는 가교를 생성함으로써 에스테르 또는 아미드 가교를 형성할 수 있다. 몇몇 경우, 라이신의 측쇄를 아스파르

트산 또는 글루탐산과 반응시켜 구조 -CH2C(O)NH(CH)4-를 갖는 가교를 생성함으로써 아미드를 수득할 수 있다.

이들 가교의 합성 방법은 다른 문헌에 기재되어 있다(예를 들면,  문헌(Schiller  et  al.,  Biochem.  Biophy.

Res. Comm., 127:558 (1985)) 및 문헌(Schiller et al. Int. J. Peptide Protein Res., 25:171 (1985)) 참

조). 다른 가교 형성 아미노산 잔기 및 반응은 예를 들면, 미국 특허 제4,935,492호에서 제공되어 있다. 몇몇

경우, 다른 문헌에 기재된 바와 같이 비펩티딜 결합을 포함하는 펩티드 유사체를 사용하여 본원에서 제공된 키

메라 폴리펩티드의 아미노산 잔기를 연결할 수 있다(예를 들면,  문헌(Spatola  et  al.,  Life  Sci.,  38:1243

(1986)); 문헌(Spatola, Vega Data, 1(3) (1983)); 문헌(Morley, Trends Pharm. Sci., 463-468 (1980)); 문헌

(Hudson et al., Int. J. Pept. Prot. Res., 14:177 (1979)); 문헌(Spatola, in Chemistry and Biochemistry

of Amino Acid Peptides and Proteins, B. Weinstein, ed., Marcel Dekker, New York, p. 267 (1983)); 문헌

(Hann,  J.  Chem.  Soc.  Perkin  Trans.,  1:307  (1982));  문헌(Almquist  et  al.,  J.  Med.  Chem.  23:1392

(1980)); 문헌(Jennings-White et al., Tetrahedron Lett., 23:2533 (1982)); 유럽 특허출원 제45665호; 문헌

(Holladay et al., Tetrahedron Lett., 24:4401 (1983)); 및 문헌(Hruby, Life Sci., 31:189 (1982)) 참조). 
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몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 기준 서열(예를 들면, 서열번호 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,[0050]

10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,

35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60

또는 61)에 대해 85%(예를 들면, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,

99% 또는 100%) 이상의 서열 동일성을 갖는 아미노산 서열을 가질 수 있다. 정렬된 아미노산 서열들(확인된 아

미노산 서열과 정렬된 표적 아미노산 서열) 내의 일치된 위치의 수를 확인하고 일치된 위치의 수를 확인된 아미

노산 서열(예를 들면, 서열번호 3)의 아미노산 수로 나누고 100을 곱함으로써 % 서열 동일성을 계산한다. 일치

된 위치는 동일한 아미노산이 정렬된 아미노산 서열들 내의 동일한 위치에 존재하는 위치를 지칭한다. 임의의

핵산 서열에 대한 % 서열 동일성도 측정할 수 있다.

BLASTN 버전 2.0.14 및 BLASTP 버전 2.0.14을 함유하는 BLASTZ의 독립형 버전으로부터의 BLAST 2 서열(Bl2seq)[0051]

프로그램을 이용하여 표적 아미노산 서열을 확인된 아미노산 서열(예를 들면, 서열번호 3)과 비교함으로써 % 서

열  동일성을  측정한다.  BLASTZ의  이  독립형  버전은  피쉬  앤드  리차드슨(Fish  &  Richardson)의  웹  사이트

(fr.com/blast) 또는 미국 정부의 국립 생물공학 정보 센터 웹 사이트(ncbi.nlm.nih.gov)로부터 전세계 와이드

웹 상에서 입수될 수 있다. Bl2seq 프로그램을 사용하는 방법을 설명하는 설명서는 BLASTZ에 첨부되는 리드미

(readme) 파일에서 발견될 수 있다. 

Bl2seq는 BLASTN 또는 BLASTP 알고리즘을 이용하여 2개의 서열들 사이의 비교를 수행한다. BLASTN은 핵산 서열[0052]

의 비교를 위해 사용되는 반면, BLASTP는 아미노산 서열의 비교를 위해 사용된다. 2개의 핵산 서열들을 비교하

기 위해, 옵션이 다음과 같이 설정된다: -i는 비교될 제1 핵산 서열을 함유하는 파일(예를 들면, C:＼seq1.tx

t)에  설정되고;  -j는  비교될  제2  핵산  서열을  함유하는  파일(예를  들면,  C:＼seq2.txt)에  설정되고;  -p는

blastn에 설정되고; -o는 임의의 원하는 파일명(예를 들면, C:＼output.txt)에 설정되고; -q는 -1에 설정되고;

-r은 2에 설정되고; 모든 다른 옵션은 그들의 디폴트 설정으로 남겨진다. 하기 명령어가 2개의 서열들 사이의

비교를 함유하는 출력 파일을 발생시킬 것이다: C:＼Bl2seq  -i  c:＼seq1.txt  -j  c:＼seq2.txt  -p  blastn -o

c:＼output.txt -q -1 -r 2. 표적 서열이 확인된 서열의 임의의 부분과 상동성을 공유하는 경우, 지정된 출력

파일은 상동성 영역을 정렬된 서열들로서 제시할 것이다. 표적 서열이 확인된 서열의 임의의 부분과 상동성을

공유하지 않는 경우, 지정된 출력 파일은 정렬된 서열을 제시하지 않을 것이다.

예를 들면, (1) 표적 서열이 서열번호 3에 기재된 서열과 비교되고, (2) Bl2seq 프로그램이 서열번호 3에 기재[0053]

된 서열의 영역과 정렬된 표적 서열을 제시하는(이때, 일치의 수는 15임) 경우, 아미노산 표적 서열은 서열번호

3에 대한 88.2(즉, 15 ÷ 17 x 100 = 88.2)의 % 서열 동일성을 갖는다. % 동일성 값은 소수점 첫째 자리까지 반

올림된다는  것을  인지한다.  예를  들면,  78.11,  78.12,  78.13  및  78.14는  78.1로  반올림되는 반면,  78.15,

78.16, 78.17, 78.18 및 78.19는 78.2로 반올림된다. 길이 값은 항상 정수일 것이라는 것도 인지한다.

본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 고체상 합성을 포함하는 임의의 적합한 방법을 이용함으로써 제조될 수[0054]

있고, 수동 기법 또는 자동화된 기법(예를 들면, 어플라이드 바이오시스템스(Applied BioSystems)(미국 캘리포

니아주 포스터 시티 소재) 펩티드 합성기 또는 바이오서치 인코포레이티드(Biosearch Inc.)(미국 캘리포니아주

샌 라파엘 소재) 자동 펩티드 합성기)을 이용함으로써 발생될 수 있다. 시스테인 잔기들 사이의 이황화 결합은

다른 문헌에 기재된 바와 같이 KCN을 사용한 선형 폴리펩티드의 약한 산화에 의해 도입될 수 있다(미국 특허 제

4,757,048호). 몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 본원에 기재된 바와 같이 재조합적으로 제조될

수 있다.

몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 실질적으로 순수한 폴리펩티드일 수 있다. 본원에서 사용된[0055]

바와 같이, 폴리펩티드에 대하여 용어 "실질적으로 순수한"은 폴리펩티드가 다른 폴리펩티드, 지질, 탄수화물

및 핵산을 실질적으로 갖지 않는다는 것을 의미한다. 몇몇 경우, 실질적으로 순수한 폴리펩티드는 60% 이상 순

수한 폴리펩티드 또는 임의의 화학적으로 합성된 폴리펩티드일 수 있다. 실질적으로 순수한 폴리펩티드는 약

60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 또는 99% 이상 순수할 수 있다. 전형적으로, 실질적으로 순수한 폴리

펩티드는 비환원 폴리아크릴아미드 겔 상에서 단일 주요 밴드를 생성할 것이다.

본원에서  제공된  키메라  폴리펩티드의  카복실  기의  염은  상기  폴리펩티드를  1  당량  이상의  원하는  염기,[0056]

예컨대, 금속성 수산화물 염기(예를 들면, 수산화나트륨), 금속 탄산염 또는 중탄산염 염기(예를 들면, 탄산나

트륨 또는 중탄산나트륨) 또는 아민 염기(예를 들면, 트리에틸아민, 트리에탄올아민 등)와 접촉시킴으로써 제조

될 수 있다. 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드의 산 부가 염은 상기 폴리펩티드를 1 당량 이상의 무기산 또는

유기산(예를 들면, 염산)과 접촉시킴으로써 제조될 수 있다.
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본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드의 카복실 기의 에스테르는 카복실산 또는 전구체를 에스테르로 전환시키는[0057]

임의의 적합한 방법을 이용함으로써 제조될 수 있다. 예를 들면, 메리필드(Merrifield) 합성 기법을 이용할 때

본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드의 에스테르를 제조하는 한 방법은 수지에 따라 염기성 또는 산성 조건 하에

서 원하는 알코올의 존재 하에서 수지로부터 완전한 폴리펩티드를 절단하는 것이다. 그 다음, 폴리펩티드의 C-

말단은 유리산의 단리 없이 수지로부터 자유로와졌을 때 직접적으로 에스테르화될 수 있다.

본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드의 아미드는 카복실산 기 또는 전구체를 아미드로 전환시키는 기법을 이용함[0058]

으로써 제조될 수 있다. C-말단 카복실 기에서 아미드를 형성하는 한 방법은 적절한 아민을 사용하여 폴리펩티

드를 고체 지지체로부터 절단하거나 알코올의 존재 하에서 절단하여 에스테르를 생성한 후, 원하는 아민을 사용

하여 아미노용해를 수행하는 단계를 포함한다.

본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드의 아미노 기의 N-아실 유도체는 최종 축합을 위해 N-아실 보호된 아미노산[0059]

을  사용하거나  보호된  또는  비보호된  폴리펩티드를  아실화함으로써  제조될  수  있다.  O-아실  유도체는  예를

들면, 자유 하이드록시 펩티드 또는 펩티드 수지의 아실화에 의해 제조될 수 있다. 아실화는 표준 아실화 시약,

예컨대, 아실 할로겐화물, 무수물, 아실 이미다졸 등을 사용함으로써 수행될 수 있다. 원하는 경우 N-아실화 및

O-아실화 둘다를 함께 수행할 수 있다. 

몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 예를 들면, 중합체, 예컨대, 폴리에틸렌 글리콜(PEG)과의 연[0060]

결, 또는 또 다른 폴리펩티드, 예컨대, 알부민과의 융합에 의해 변경될 수 있다. 예를 들면, 하나 이상의 PEG

모이어티(moiety)가 라이신 잔기를 통해 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드에 접합될 수 있다. PEG 또는 또 다

른 적합한 중합체와의 연결, 또는 알부민 또는 또 다른 적합한 폴리펩티드와의 융합은 비변경된 키메라 폴리펩

티드에 비해 증가된 반감기를 갖는 변경된 키메라 폴리펩티드를 발생시킬 수 있다. 특정 기작에 의해 구속받지

는 않지만, 증가된 혈청 반감기는 변경된 키메라 폴리펩티드의 감소된 단백질용해성 분해, 면역 인식 또는 세포

소거(scavanging)로부터 비롯될 수 있다. 임의의 적합한 방법을 이용하여 PEG에 연결하거나("PEG화"로서도 지칭

됨) 또는 다른 문헌에 기재된 중합체들을 포함하나 이들로 한정되지 않는 다른 중합체에 연결함으로써 키메라

폴리펩티드를  변경시킬  수  있다(미국  특허  제6,884,780호;  Cataliotti  et  al.,  Trends  Cardiovasc.  Med.,

17:10-14  (2007);  Veronese  and  Mero,  BioDrugs,  22:315-329  (2008);  Miller  et  al.,  Bioconjugate  Chem.,

17:267-274 (2006); and Veronese and Pasut, Drug Discov. Today, 10:1451-1458 (2005)). 알부민에 융합시켜

키메라 폴리펩티드를 변경시키는 방법의 예로는 다른 문헌에 기재된 방법들이 있으나 이들로 한정되지 않는다

(미국 특허 공보 제20040086976호, 및 문헌(Wang et al., Pharm. Res., 21:2105-2111 (2004))).

용어 "심장 리모델링"은 심근경색, 급성 심부전 또는 다른 병태와 함께 일어날 수 있는 심장에 대한 영향을 지[0061]

칭한다. 이들은 예를 들면, 심장 확장, 근세포 비대증, 및 심섬유증(cardiofibrosis)(즉, 간질 섬유모세포의 증

식)을 포함한다. 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 심근경색 또는 급성 심부전과 함께 일어나는 심장 리모

델링을 억제하거나 예방하기 위해 사용될 수 있다. 몇몇 경우, 감소된 심장 리모델링을 표시하는 파라미터는 하

기 파라미터들 중 하나 이상을 포함할 수 있다: 심장 하중감소(즉, 심장내 감소된 압력), 증가된 사구체 여과율

(GFR), 감소된 혈장 레닌 활성(PRA), 감소된 수준의 안지오텐신 II, 심장 섬유모세포의 감소된 증식, 감소된 좌

심실(LV) 비대증, 감소된 LV 질량(감소된 섬유증 및 비대증을 표시함), 감소된 폐 모세혈관 쐐기압(PCWP; 좌심

방압의 간접적인 척도), 감소된 우심방압, 감소된 평균 심방압, 감소된 수준의 알도스테론(항-섬유증 효과를 표

시함), 감소된 심실 섬유증, 증가된 박출 계수, 및 감소된 LV 수축말기 직경. 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티

드가 심장 리모델링을 억제할 수 있거나 감소시킬 수 있는 지를 확인하기 위해, 예를 들면, 당분야에서 공지되

어 있고/있거나 본원에 기재되어 있는 방법을 이용하여 이들 파라미터들 중 하나 이상을 (예를 들면, 키메라 폴

리펩티드를 사용한 치료 전 및 후) 평가할 수 있다. 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 구축하기 위한 인간

아미노산 서열의 사용은 다른 종으로부터의 아미노산 서열의 사용에 비해 단백질 치료제에서 관찰될 수 있는 면

역원성의 위험을 최소화할 수 있다(Haller et al., Clin. Pharmacol. Ther., 84:624-7 (2008); and Leader et

al., Nat. Rev. Drug Discov., 7:21-39 (2008)).

심근경색(AMI) 또는 급성 심부전(AHF)과 같은 병태는 심장 손상뿐만 아니라 신장 손상도 유발할 수 있다. 몇몇[0062]

경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 AMI 및 AHF 후 손상으로부터 신장을 보호할 수 있다. 유리한 신장

작용을 표시하는 파라미터는 예를 들면, 나트륨의 감소된 근위 분획 재흡수(PFRNa), 나트륨의 감소된 원위 분획

재흡수(DFRNa), 증가된 소변 나트륨 배설(UNaV) 및 증가된 소변 유동(UV)을 포함한다. 상기 키메라 폴리펩티드

가 신장 보호 효과를 갖는 지를 확인하기 위해 (예를 들면, 키메라 폴리펩티드의 투여 전 및 후) 이들 파라미터

들 중 어느 하나 이상을 평가할 수 있다. 이들 파라미터들을 평가하는 방법은 당분야에서 공지되어 있고 본원에

공개특허 10-2014-0059249

- 23 -



도 기재되어 있다.

몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 예를 들면, 심장 리모델링, 예컨대, AMI 또는 AHF 후 일어나[0063]

는 심장 리모델링을 억제할 수 있거나 감소시킬 수 있다. 심장 리모델링을 억제할 수 있는 키메라 폴리펩티드는

억제되거나 감소된 심장 리모델링을 표시하는 하나 이상의 파라미터를 10% 이상까지 변경시킬 수 있는 키메라

폴리펩티드이다. 특정 키메라 폴리펩티드가 이러한 성질을 갖는 지를 확인하기 위해, 본원에 기재된 분석을 포

함하는, 당분야에서 잘 공지되어 있는 분석을 수행할 수 있다. 변이체 NP 서열을 포함하는 키메라 폴리펩티드는

상응하는 야생형 NP 서열의 생물학적 활성의 약 10% 이상(예를 들면, 약 10%, 15%, 20%, 25%, 33%, 40%, 50%,

60%, 67%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% 또는 100% 이상, 또는 100% 초과)의 생물학적 활성을 가질 수 있다.

핵산, 벡터 및 숙주 세포[0064]

본원은 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 코딩하는 핵산뿐만 아니라, 이 핵산을 함유하는 발현 벡터, 및 상[0065]

기 핵산 및/또는 발현 벡터를 함유하는 숙주 세포도 제공한다.  본원에서 사용된 바와 같이,  용어 "핵산"은

cDNA, 게놈 DNA 및 합성(예를 들면, 화학적으로 합성된) DNA를 포함하는 RNA 및 DNA 둘다를 지칭한다. 핵산 분

자는 이중 가닥 또는 단일 가닥(즉, 센스 또는 안티센스 단일 가닥)일 수 있다. 핵산은 예를 들면, 본원에서 제

공된 키메라 폴리펩티드를 코딩하는 cDNA를 포함한다.

"단리된 핵산"은 척추동물 게놈에서 핵산의 한 측면 또는 양 측면을 정상적으로 플랭킹하는 핵산을 포함하는,[0066]

척추동물 게놈에 존재하는 다른 핵산 분자로부터 분리되어 있는 핵산이다. 핵산에 대하여 본원에서 사용된 바와

같이, 용어 "단리된"은 임의의 비천연 발생 핵산 서열도 포함하는데, 이는 이러한 비천연 발생 서열이 자연에서

발견되지 않고 천연 발생 게놈에서 바로 인접한 서열을 갖지 않기 때문이다.

단리된 핵산은 예를 들면, DNA 분자일 수 있되, 단, 천연 발생 게놈에서 그 DNA 분자를 바로 플랭킹하는 정상적[0067]

으로 발견된 핵산 서열들 중 하나는 제거되거나 부재한다. 따라서, 단리된 핵산은 다른 서열과 무관하게 별도의

분자(예를 들면, 화학적으로 합성된 핵산, 또는 PCR 또는 제한 핵산내부분해효소(endonuclease) 처리에 의해 생

성된 cDNA 또는 게놈 DNA 단편)로서 존재하는 DNA 분자뿐만 아니라, 벡터, 자율 복제 플라스미드, 바이러스(예

를 들면, 레트로바이러스, 렌티바이러스, 아데노바이러스 또는 헤르페스 바이러스), 또는 원핵생물 또는 진핵생

물의  게놈  DNA  내로  도입된  DNA도  포함하나  이들로  한정되지  않는다.  또한,  단리된  핵산은  조작된  핵산,

예컨대, 혼성체 또는 융합 핵산의 부분인 DNA 분자를 포함할 수 있다. 예를 들면, cDNA 라이브러리 또는 게놈

라이브러리 내의 수백 내지 수천 개의 다른 핵산들 사이에 존재하는 핵산, 또는 게놈 DNA 제한 절단물을 함유하

는 겔 슬라이스는 단리된 핵산으로서 간주되지 않는다.

단리된 핵산 분자는 통상의 분자 클로닝 및 화학적 핵산 합성 기법을 포함하나 이들로 한정되지 않는 표준 기법[0068]

을 이용함으로써 제조될 수 있다. 예를 들면, 중합효소 연쇄 반응(PCR) 기법을 이용하여 안지오텐신 폴리펩티드

또는 NP를 코딩하는 뉴클레오티드 서열을 함유하는 단리된 핵산을 수득할 수 있다. PCR은 표적 핵산이 효소적으

로 증폭되는 절차 또는 기법을 지칭한다. 전형적으로, 관심 있는 영역의 말단 또는 그 너머로부터 수득된 서열

정보를 이용하여, 증폭될 주형의 반대 가닥과 서열 면에서 동일한 올리고뉴클레오티드 프라이머를 디자인한다.

PCR은 총 게놈 DNA 또는 총 세포 RNA로부터의 서열을 포함하는 DNA 및 RNA로부터 특정 서열을 증폭하기 위해 이

용될 수 있다. 프라이머는 전형적으로 14개 내지 40개 뉴클레오티드의 길이를 갖지만 10개 뉴클레오티드 내지

수백 개 뉴클레오티드의 길이를 가질 수 있다. 일반적인 PCR 기법은 예를 들면, 문헌(PCR Primer: A Laboratory

Manual, ed. by Dieffenbach and Dveksler, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995)에 기재되어 있다.

RNA를 주형의 공급원으로서 사용할 때, 역전사효소를 사용하여 상보적 DNA(cDNA) 가닥을 합성할 수 있다. 연결

효소 연쇄 반응, 가닥 치환 증폭, 자가 지속 서열 복제 또는 핵산 서열 기초 증폭도 단리된 핵산을 수득하기 위

해 이용될 수 있다. 예를 들면, 문헌(Lewis (1992) Genetic Engineering News 12:1; Guatelli et al. (1990)

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1874-1878; and Weiss (1991) Science 254:1292)을 참조한다.

단리된 핵산은 (예를 들면, 포스포라미다이트 기술을 이용하여 3'에서 5' 방향으로 자동화된 DNA 합성을 이용함[0069]

으로써) 단일 핵산 분자로서 또는 일련의 올리고뉴클레오티드로서 화학적으로 합성될 수도 있다. 예를 들면, 원

하는  서열을  함유하는  한  쌍  이상의  긴  올리고뉴클레오티드(예를  들면,  >100개  뉴클레오티드)를  합성할  수

있고, 이때 각각의 쌍은 올리고뉴클레오티드 쌍이 어닐링될 때 이중체가 형성되도록 짧은 상보성 절편(예를 들

면, 약 15개 뉴클레오티드)을 함유한다. DNA 중합효소를 사용하여 상기 올리고뉴클레오티드를 연장함으로써 올

리고뉴클레오티드 쌍 당 1개의 이중 가닥 핵산 분자를 발생시킨 후, 상기 이중 가닥 핵산 분자를 벡터 내로 연
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결시킬 수 있다.

단리된 핵산(변이체 NP를 코딩하는 핵산)도 돌연변이유발에 의해 수득될 수 있다. 예를 들면, PCR을 통한 올리[0070]

고뉴클레오티드 지정 돌연변이유발 및 부위 지정 돌연변이유발을 포함하는 표준 기법을 이용하여 기준 서열을

돌연변이시킬 수 있다. 문헌(Short Protocols in Molecular Biology, Chapter 8, Green Publishing Associates

and John Wiley & Sons, edited by Ausubel et al., 1992)을 참조한다. 변이체 NP의 비한정적 예가 본원에서

제공되어 있다.

NP를 코딩하는 핵산 분자 또는 이의 핵산 상보체가 수득될 수 있는 뉴클레오티드 서열의 공급원은 파충류(예를[0071]

들면, 뱀) 또는 포유동물(예를 들면, 인간, 래트, 마우스, 개, 소, 말, 양, 염소 또는 고양이) 세포 공급원을

포함하는 임의의 진핵 공급원으로부터의 총 또는 폴리A
+
 RNA(이것으로부터 cDNA가 당분야에서 공지된 방법에 의

해 유도될 수 있음)를 포함한다. 핵산 분자의 다른 공급원은 포유동물 공급원을 포함하는 임의의 진핵 세포 공

급원으로부터 유도된 게놈 라이브러리를 포함한다.

천연 NP를 코딩하는 핵산 분자는 예를 들면, 문헌(Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,[0072]

Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY (1989))에 기재된 바와 같이 표준 방법을 이용함으로써 확인되고 단

리될 수 있다. 예를 들면, 역전사효소 PCR(RT-PCR)을 이용하여, 관심 있는 RNA 서열을 함유하는 단리된 RNA(예

를 들면, 인간 조직으로부터 단리된 총 RNA)로부터 NP cDNA를 단리하고 클로닝할 수 있다. NP cDNA를 확인하고

단리하고 클로닝하는 다른 방법은 예를 들면, cDNA 라이브러리의 스크리닝을 포함한다.

핵산, 예컨대, 본원에 기재된 핵산을 함유하는 벡터도 제공된다. "벡터"는 또 다른 DNA 절편이 원하는 절편의[0073]

복제를 야기하도록 삽입될 수 있는 레플리콘, 예컨대, 플라스미드, 파지 또는 코스미드이다. "발현 벡터"는 하

나 이상의 발현 조절 서열을 포함하는 벡터이고, "발현 조절 서열"은 또 다른 DNA 서열의 전사 및/또는 번역을

제어하고 조절하는 DNA 서열이다.

발현 벡터에서, 핵산(예를 들면, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 코딩하는 핵산)은 하나 이상의 발현 조[0074]

절 서열에 작동가능하게 연결될 수 있다. 본원에서 사용된 바와 같이, "작동가능하게 연결된"은 발현 조절 서열

이 관심 있는 코딩 서열의 발현을 효과적으로 조절하도록 게놈 구축물 내로 도입되어 있다는 것을 의미한다. 발

현 조절 서열의 예는 프로모터, 인핸서 및 전사 종결 영역을 포함한다. 프로모터는 전형적으로 전사가 시작되는

지점(일반적으로 RNA 중합효소 II에 대한 개시 부위 근처)의 상류 100개 내지 500개의 뉴클레오티드 내에 있는,

DNA 분자의 영역으로 구성된 발현 조절 서열이다. 코딩 서열을 프로모터의 조절 하에 두기 위해, 폴리펩티드의

번역 판독 프레임의 번역 개시 부위를 프로모터의 하류 1개 내지 약 50개 뉴클레오티드에 위치시킬 필요가

있다. 인핸서는 시간, 위치 및 수준의 관점에서 발현 특이성을 제공한다. 프로모터와 달리, 인핸서는 전사 부위

로부터 다양한 거리에서 위치할 때 작용할 수 있다. 인핸서는 전사 개시 부위로부터 하류에 위치할 수도 있다.

RNA 중합효소가 코딩 서열을 mRNA로 전사할 수 있을 때(그 후, 이  mRNA는 상기 코딩 서열에 의해 코딩된 단백

질로 번역될 수 있음), 코딩 서열은 세포에서 발현 조절 서열에 "작동가능하게 연결되어" 있고 발현 조절 서열

의 "조절 하에" 놓여 있다.

적합한 발현 벡터는 예를 들면, 박테리오파지, 바큘로바이러스, 담배 모자이크 바이러스, 헤르페스 바이러스,[0075]

사이토메갈로바이러스, 레트로바이러스, 백시니아 바이러스, 아데노바이러스 및 아데노 관련 바이러스로부터 유

도된 플라스미드 및 바이러스 벡터를 포함하나 이들로 한정되지 않는다. 다수의 벡터 및 발현 시스템이 노바겐

(Novagen)(미국 위스콘신주 매디슨 소재), 클론텍(Clontech)(미국 캘리포니아주 팔로 알토 소재), 스트라타진

(Stratagene)(미국  캘리포니아주  라  졸라  소재)  및  인비트로겐(Invitrogen)/라이프  테크놀로지스(Life

Technologies)(미국 캘리포니아주 칼스바드 소재)와 같은 회사로부터 상업적으로 입수될 수 있다.

발현 벡터는 발현된 핵산 서열의 후속 조작(예를 들면, 정제 또는 국소화)을 용이하게 하도록 디자인된 태그 서[0076]

열을 포함할 수 있다. 태그 서열, 예컨대, 녹색 형광 단백질(GFP), 글루타티온 S-트랜스퍼라제(GST), 폴리히스

티딘, c-myc, 헤마글루티닌 또는 Flag™ 태그(코닥(Kodak), 미국 코넥티컷주 뉴 하벤 소재) 서열은 전형적으로

코딩된 폴리펩티드와의 융합체로서 발현된다. 이러한 태그는 카복실 또는 아미노 말단을 포함하는 폴리펩티드

내의 임의의 부위에서 삽입될 수 있다. 

본원은 본원에서 제공된 핵산 또는 벡터를 함유하는 숙주 세포도 제공한다. 용어 "숙주 세포"는 재조합 핵산 또[0077]

는 벡터(예를 들면, 발현 벡터)가 도입될 수 있는 원핵 세포 및 진핵 세포를 포함하기 위한 것이다. 본원에서

사용된 바와 같이, "형질전환된" 및 "형질감염된"은 다수의 기법들 중 하나에 의한 세포 내로의 핵산 분자(예를

들면, 벡터)의 도입을 포괄한다. 특정 기법으로 한정되지 않지만, 이들 다수의 기법들은 당분야에서 잘 확립되
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어  있다.  숙주  세포를  형질전환하고  형질감염시키기에  적합한  방법은  예를  들면,  문헌(Sambrook  et  al.,

Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2nd edition), Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1989))

에서 발견될 수 있다. 예를 들면, 인산칼슘 침전, 전기천공, 열 충격, 지질감염, 미세주입 및 바이러스 매개 핵

산 전달을 이용하여 핵산을 세포 내로 도입할 수 있다. 또한, 네이키드 DNA를 다른 문헌에 기재된 바와 같이 생

체내 세포에 직접적으로 전달할 수 있다(미국 특허 제5,580,859호 및 제5,589,466호).

폴리펩티드의 검출[0078]

본원은 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 검출하기 위한 방법 및 물질도 제공한다. 이러한 방법 및 물질을[0079]

이용하여, 키메라 폴리펩티드를 치료제로서 제공받은 포유동물 내에서 키메라 폴리펩티드 수준을 모니터링할 수

있다. 예를 들면, 하나 이상의 항체를 사용하여 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드(예를 들면, 도 2 내지 20

및 23 내지 32 중 어느 한 도면에 기재된 키메라 폴리펩티드)를 면역학적으로 검출할 수 있다. 본원에서 사용된

바와 같이, 용어 "항체"는 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드의 에피토프성 결정인자에 결합할 수 있는 온전한

분자 및 이의 단편을 포함한다. 용어 "에피토프"는 항체의 파라토프가 결합하는 항원 상의 항원성 결정인자를

지칭한다. 에피토프성 결정인자는 통상적으로 분자의 화학적 활성 표면 기, 예컨대, 아미노산 또는 당 측쇄로

구성되고, 전형적으로 특정 3차원적 구조 특징뿐만 아니라 특정 전하 특징을 갖는다. 에피토프는 일반적으로 5

개 이상의 인접 아미노산(연속 에피토프)을 갖거나, 대안적으로 특정 구조(예를 들면, 입체구조적 에피토프)를

한정하는 비인접 아미노산 세트일 수 있다. 용어 "항체"는 다중클론 항체, 단일클론 항체, 인간화된 또는 키메

라 항체, 단일 쇄 Fv 항체 단편, Fab 단편 및 F(ab)2 단편을 포함한다. 다중클론 항체는 면역화된 동물의 혈청

에 함유된 항체 분자의 불균질한 집단이다. 단일클론 항체는 항원의 특정 에피토프에 대한 항체의 균질한 집단

이다.

본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드(예를 들면, 도 2 내지 20 및 23 내지 32 중 어느 한 도면에 기재된 키메라[0080]

폴리펩티드)에 대한 특이적 결합 친화성을 갖는 항체 단편은 공지된 기법에 의해 발생될 수 있다. 예를 들면,

F(ab')2 단편은 항체 분자의 펩신 절단에 의해 생성될 수 있고, Fab 단편은 F(ab')2 단편의 이황화 가교의 환원

에 의해 발생될 수 있다. 몇몇 경우, Fab 발현 라이브러리가 구축될 수 있다. 예를 들면, 문헌(Huse et al.,

Science, 246:1275 (1989))을 참조한다. 일단 생성되면, 항체 또는 이의 단편은 ELISA 기법, 방사면역분석 및

웨스턴 블롯팅을 포함하는 표준 면역분석 방법에 의해 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드의 인식에 대해 시험

될 수 있다.  문헌(Short  Protocols  in  Molecular  Biology,  Chapter  11,  Green  Publishing  Associates  and

John Wiley & Sons, Ed. Ausubel et al., 1992)을 참조한다.

면역학적 분석에서, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드에 대한 특이적 결합 친화성을 갖는 항체 또는 이러한[0081]

항체에  결합하는  2차  항체는  직접적으로  또는  간접적으로  표지될  수  있다.  적합한  표지는  방사성핵종(예를

들면, 
125
I, 

131
I, 

35
S, 

3
H, 

32
P, 

33
P 또는 

14
C), 형광 모이어티(예를 들면, 플루오레세인, FITC, PerCP, 로다민 또

는 PE), 발광 모이어티(예를 들면, 인비트로겐(미국 캘리포니아주 칼스바드 소재)에 의해 공급된 Qdot™ 나노입

자), 한정된 파장의 광을 흡수하는 화합물, 또는 효소(예를 들면, 알칼리성 포스파타제 또는 호스라디쉬 퍼록시

다제)를 포함하나 이들로 한정되지 않는다. 항체는 전술된 분자로 표지된 아비딘 또는 스트렙타비딘으로 검출되

는 바이오틴과의 접합에 의해 간접적으로 표지될 수 있다. 표지를 검출하거나 정량하는 방법은 표지의 성질에

의존하고 당분야에서 공지되어 있다. 검출제의 예로는 x-선 필름, 방사성 카운터, 신틸레이션 카운터, 분광광도

계, 비색계, 형광계, 발광계 및 밀도계가 있으나 이들로 한정되지 않는다. 당업자에게 공지된 이들 방법들("다

층" 분석을 포함함)의 조합을 이용하여 분석의 민감성을 향상시킬 수 있다.

본원에서 제공된 폴리펩티드를 검출하는 면역학적 분석은 샌드위치 분석, 경쟁 분석(경쟁 RIA), 또는 가교 면역[0082]

분석을  포함하는  다양한  공지된  포맷으로  수행될  수  있다.  예를  들면,  미국  특허  제5,296,347호,

제4,233,402호, 제4,098,876호 및 제4,034,074호를 참조한다. 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 검출하는

방법은 일반적으로 생물학적 샘플을 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드에 결합하는 항체와 접촉시키는 단계 및

상기 키메라 폴리펩티드와 상기 항체의 결합을 검출하는 단계를 포함한다. 예를 들면, 본원에서 제공된 키메라

폴리펩티드에 대한 특이적 결합 친화성을 갖는 항체는 당분야에서 공지된 다양한 방법들 중 임의의 방법에 의해

고체 기판 상에 고정된 후 생물학적 샘플에 노출될 수 있다. 키메라 폴리펩티드와 고체 기판 상의 항체의 결합

은 결합 시 적절한 기계, 예를 들면, 비아코어 장치(비아코어 인터네셔날 아베(Biacore International AB), 스

웨덴 랍스가탄 소재)에 의해 정성적으로 또는 정량적으로 검출될 수 있는 표면 플라스몬 공명의 강도 변화를 야
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기하는 표면 플라스몬 공명 현상을 이용함으로써 검출될 수 있다. 몇몇 경우, 항체는 전술된 바와 같이 표지될

수 있고 검출될 수 있다. 공지된 양의 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 이용하여 표준 곡선을 발생시켜 상

기 키메라 폴리펩티드의 수준의 정량을 돕는다.

몇몇 실시양태에서, 포획 항체가 고체 기판 상에 고정되는 "샌드위치" 분석을 이용하여 본원에서 제공된 키메라[0083]

폴리펩티드의 존재, 부재 또는 수준을 검출할 수 있다. 생물학적 샘플 중의 관심 있는 임의의 키메라 폴리펩티

드가 고정된 항체에 결합할 수 있도록 상기 고체 기판을 상기 샘플과 접촉시킬 수 있다. 상기 키메라 폴리펩티

드에 대한 특이적 결합 친화성을 갖는 "검출" 항체를 사용하여 항체에 결합된 키메라 폴리펩티드의 존재, 부재

또는 수준을 측정할 수 있다. 몇몇 실시양태에서, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드뿐만 아니라 ANP, BNP,

CNP, DNP, URO 또는 안지오텐신 폴리펩티드에 대한 결합 친화성을 갖는 포획 항체를 사용할 수 있다. 이 실시양

태에서, 본원에서 제공된 특정 키메라 폴리펩티드(예를 들면, 도 2 내지 20 및 23 내지 32 중 어느 한 도면에

기재된 키메라 폴리펩티드)에 대한 특이적 결합 친화성을 갖는 검출 항체를 사용할 수 있다. 샌드위치 분석에서

포획 항체는 검출 항체와 동일한 에피토프(또는 다중클론 항체의 경우 다양한 에피토프들)에 결합하지 않아야

한다는 것이 이해된다. 따라서, 단일클론 항체가 포획 항체로서 사용되는 경우, 검출 항체는 포획 단일클론 항

체가 결합하는 에피토프로부터 물리적으로 분리되어 있거나 이러한 에피토프와 부분적으로만 중첩되어 있는 에

피토프에 결합하는 또 다른 단일클론 항체, 또는 포획 단일클론 항체가 결합하는 에피토프를 제외한 또는 이러

한 에피토프 이외의 에피토프에 결합하는 다중클론 항체일 수 있다. 다중클론 항체가 포획 항체로서 사용되는

경우, 검출 항체는 포획 다중클론 항체가 결합하는 에피토프들 중 임의의 에피토프로부터 물리적으로 분리되어

있거나 이러한 에피토프와 부분적으로 중첩되어 있는 에피토프에 결합하는 단일클론 항체, 또는 포획 다중클론

항체가 결합하는 에피토프를 제외한 또는 이러한 에피토프 이외의 에피토프에 결합하는 다중클론 항체일 수 있

다. 샌드위치 분석은 샌드위치 ELISA 분석, 샌드위치 웨스턴 블롯팅 분석, 또는 샌드위치 면역자기 검출 분석으

로서 수행될 수 있다.

항체(예를  들면,  포획  항체)가  결합될  수  있는  적합한  고체  기판은  마이크로타이터  플레이트,  튜브,  막,[0084]

예컨대,  나일론  또는  니트로셀룰로스  막,  및  비드  또는  입자(예를  들면,  아가로스,  셀룰로스,  유리,

폴리스티렌, 폴리아크릴아미드, 자성 또는 자성화가능한 비드 또는 입자)를 포함하나 이들로 한정되지 않는다.

자동화된 면역분석 시스템이 이용되는 경우 자성 또는 자성화가능한 입자가 특히 유용할 수 있다.

본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드에 대한 특이적 결합 친화성을 갖는 항체는 표준 방법을 통해 제조될 수 있[0085]

다. 예를 들면, 키메라 폴리펩티드는 전술된 바와 같이 재조합적으로 제조될 수 있거나 화학적으로 합성될 수

있고, 토끼, 닭, 마우스, 기니아 피그 또는 래트를 포함하는 숙주 동물을 면역화시키기 위해 사용될 수 있다.

예를 들면, 도 2 내지 20 및 23 내지 32 중 어느 한 도면에 기재된 키메라 폴리펩티드는 동물을 면역화시키기

위해 사용될 수 있다. 면역학적 반응을 증가시키기 위해 사용될 수 있는 다양한 면역보강제는 숙주 종에 의존하

고 프로인트 면역보강제(완전 및 불완전), 광물 겔, 예컨대, 수산화알루미늄, 표면 활성 물질, 예컨대, 라이소

레시틴, 플루로닉 폴리올, 다가음이온, 펩티드, 오일 유화액, 키홀 림펫 헤모시아닌 및 디니트로페놀을 포함한

다. 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드 및 표준 하이브리도마 기술을 이용하여 단일클론 항체를 제조할 수 있

다. 구체적으로, 단일클론 항체는 예컨대, 문헌(Kohler et al., Nature, 256:495 (1975))에 기재된 바와 같이

배양물 중의 연속 세포주에 의한 항체 분자의 생성을 제공하는 임의의 기법, 인간 B 세포 하이브리도마 기법

(Kosbor  et  al.,  Immunology  Today,  4:72  (1983);  Cole  et  al.,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA,  80:2026

(1983)),  및  EBV-하이브리도마 기법(Cole  et  al.,  "Monoclonal  Antibodies  and  Cancer  Therapy,"  Alan  R.

Liss, Inc., pp. 77-96 (1983))에 의해 수득될 수 있다. 이러한 항체는 IgG, IgM, IgE, IgA, IgD, 및 이들의

임의의 하위클래스를 포함하는 임의의 면역글로불린 클래스의 항체일 수 있다. 단일클론 항체를 생성하는 하이

브리도마는 시험관내에서 및 생체내에서 배양될 수 있다.

몇몇 경우, NP 서열에 대한 항체 또는 안지오텐신 폴리펩티드의 서열에 대한 항체, 또는 이들 두 유형의 항체들[0086]

의 조합물을 사용하여 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드(예를 들면, 도 2 내지 20 및 23 내지 32 중 어느 한

도면에 기재된 키메라 폴리펩티드)를 검출할 수 있다.

본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 검출하는 다른 기법은 질량 분광광도측정 기법, 예컨대, 전자분무 이온화[0087]

(ESI),  및  매트릭스  보조된  레이저  탈착-이온화(MALDI)를  포함한다.  예를  들면,  문헌(Gevaert  et  al.,

Electrophoresis, 22:1645-51 (2001); Chaurand et al., J. Am. Soc. Mass Spectrom., 10:91-103 (1999))을

참조한다. 이러한 적용에 유용한 질량 분광계는 어플라이드 바이오시스템스(미국 캘리포니아주 포스터 시티 소

재),  브룩커 달트로닉스(Bruker  Daltronics)(미국 매사추세츠주 빌레리카 소재);  및 아머샴 파마샤(Amersham
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Pharmacia)(미국 캘리포니아주 서니베일 소재)로부터 입수될 수 있다.

투여 조성물 및 방법[0088]

본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드(예를 들면, 예를 들면, 도 2 내지 20 및 23 내지 32 중 어느 한 도면에 기[0089]

재된 키메라 폴리펩티드),  또는 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 코딩하는 핵산은 포유동물(예를 들면,

AMI 또는 AHF를 앓고 있거나 AMI 또는 AHF에 대한 위험을 갖는 인간)에게 투여되기 위해 조성물 내로 도입될 수

있다. 치료 조성물을 제제화한 후 투여하는 방법은 당업자에게 잘 공지되어 있다. 투여량은 전형적으로 수일 내

지 수개월, 또는 적합한 반응이 달성될 때까지 지속되는 치료 과정과 함께 화합물에 대한 대상체의 반응에 의존

한다. 당분야에서 통상의 기술을 가진 자는 최적 투여량, 투약 방법 및 반복률을 관용적으로 결정한다. 최적 투

여량은 키메라 폴리펩티드의 상대적인 효능에 따라 달라질 수 있고, 일반적으로 시험관내 및/또는 생체내 동물

모델에서 효과적인 것으로 발견되는 EC50에 기초하여 평가될 수 있다. 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드 또는

본원에서 제공된 핵산을 함유하는 조성물은 매일, 매주 또는 매월 1회 이상, 또는 심지어 보다 덜 빈번하게 제

공될 수 있거나, 일정한 시간(예를 들면, 시, 일 또는 주) 동안 연속적으로 투여될 수 있다. 예를 들면, 본원에

서 제공된 키메라 폴리펩티드, 또는 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 함유하는 조성물은 재관류 시점에서

또는 재관류 시점쯤에서 적어도 약 0.01 ng 폴리펩티드/체중 kg 내지 약 100 mg 폴리펩티드/체중 kg의 투여량으

로 심근경색 환자에게 투여될 수 있거나, 재관류 시점에서 또는 재관류 시점쯤에서 시작되어 1일 내지 7일 동안

연속되는 관주로서 (예를 들면, 약 0.01 ng 폴리펩티드/kg/분 내지 약 0.5 ㎍ 폴리펩티드/kg/분의 투여량으로)

연속적으로 투여될 수 있다.

키메라 폴리펩티드 또는 핵산은 다른 분자, 분자 구조물, 또는 화합물의 혼합물, 예를 들면, 리포좀, 수용체 또[0090]

는 세포 표적화된 분자, 또는 섭취, 분배 및/또는 흡수를 보조하기 위한 경구, 국소 또는 다른 제제와 혼합될

수 있거나 캡슐화될 수 있거나 접합될 수 있거나 다른 방식으로 회합될 수 있다.

몇몇 실시양태에서, 조성물은 약학적으로 허용가능한 담체와 함께 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 함유할[0091]

수 있다. 약학적으로 허용가능한 담체는 예를 들면, 약학적으로 허용가능한 용매, 현탁제, 또는 항체를 대상체

에게 전달하기 위한 임의의 다른 약리학적 불활성 비히클을 포함한다. 약학적으로 허용가능한 담체는 액체 또는

고체일 수 있고,  주어진 약학 조성물의 하나 이상의 치료 화합물 및 임의의 다른 성분과 조합될 때 원하는

용적, 점조도, 및 다른 적절한 수송 및 화학적 성질을 제공하도록 계획된 투여 방식을 유념하면서 선택될 수 있

다. 전형적인 약학적으로 허용가능한 담체는 물; 식염수 용액; 결합제(예를 들면, 폴리비닐피롤리돈 또는 하이

드록시프로필 메틸셀룰로스); 충전제(예를 들면, 락토스 또는 덱스트로스 및 다른 당, 젤라틴 또는 황산칼슘);

윤활제(예를 들면, 전분, 폴리에틸렌 글리콜 또는 아세트산나트륨); 붕해제(예를 들면, 전분 또는 나트륨 전분

글리콜레이트); 및 습윤화제(예를 들면, 나트륨 라우릴 설페이트)를 포함하나 이들로 한정되지 않는다.

본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 함유하는 약학 조성물은 국소 치료가 요구되는 지 아니면 전신 치료가 요[0092]

구되는 지에 따라 다수의 방법들에 의해 투여될 수 있다. 투여는 예를 들면, 비경구(예를 들면, 피하, 경막내,

심실내,  근육내 또는 복강내 주사에 의해,  또는 정맥내(i.v.)  점적에 의해);  경구;  국소(예를 들면,  경피,

설하, 안 또는 비강내); 또는 폐(예를 들면, 분말 또는 에어로졸의 흡입 또는 통기) 투여일 수 있거나, 이러한

방법들의 조합에 의해 일어날 수 있다. 투여는 (예를 들면, 주사에 의해) 신속할 수 있거나 (예를 들면, 느린

관주 또는 서방출 제제의 투여에 의해) 일정한 시간에 걸쳐 일어날 수 있다.

비경구, 경막내 또는 심실내 투여를 위한 조성물 및 제제는 완충제, 희석제 및 다른 적합한 첨가제(예를 들면,[0093]

침투 향상제, 담체 화합물 및 다른 약학적으로 허용가능한 담체)도 함유할 수 있는 멸균 수용액(예를 들면, 멸

균 생리학적 식염수)을 포함한다.

경구 투여용 조성물 및 제제는 예를 들면, 산제 또는 과립제, 물 또는 비수성 매질 중의 현탁액 또는 용액, 캡[0094]

슐, 향낭(sachet) 또는 정제를 포함한다. 이러한 조성물은 증점제, 향미제, 희석제, 유화제, 분산 보조제 또는

결합제도 포함할 수 있다.

약학 조성물은 용액, 유화액, 수성 현탁액 및 리포좀 함유 제제를 포함하나 이들로 한정되지 않는다. 이들 조성[0095]

물들은 예를 들면, 미리 형성된 액체, 자가 유화 고체 및 자가 유화 반고체를 포함하는 다양한 성분들로부터 발

생될 수 있다. 유화액 제제는 이들의 제제화 용이성 및 가용화의 효능, 흡수 및 생체이용성으로 인해 치료 조성

물의 경구 전달에 특히 유용하다. 리포좀은 이들이 약물 전달의 관점으로부터 제공하는 이들의 특이성 및 작용

공개특허 10-2014-0059249

- 28 -



지속으로 인해 특히 유용할 수 있다.

조성물은 약학 조성물에서 통상적으로 발견되는 다른 보조제 성분을 추가로 함유할 수 있다. 따라서, 상기 조성[0096]

물은 상용가능한 약학적 활성 물질, 예를 들면, 항소양제, 수렴제, 국소 마취제 또는 소염제, 또는 조성물의 다

양한 투약 제형을 물리적으로 제제화하는 데에 유용한 추가 물질, 예컨대, 염료, 향미제, 방부제, 항산화제, 유

백제, 증점제 및 안정화제도 포함할 수 있다. 나아가, 조성물은 보조제, 예를 들면, 윤활제, 방부제, 안정화제,

습윤화제, 유화제, 삼투압에 영향을 미치기 위한 염, 완충제, 착색제, 향미제, 침투 향상제 및 방향성 물질과

혼합될 수 있다. 그러나, 이러한 물질들은 첨가되었을 때 조성물 내의 다른 성분(예를 들면, 본원에서 제공된

키메라 폴리펩티드)의 생물학적 활성을 과도하게 방해하지 않아야 한다.

몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 지속 방출 투약 제형으로서 제제화될 수 있다. 몇몇 경우, 코[0097]

팅제, 외피 또는 보호성 매트릭스는 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드들 중 하나 이상을 함유하도록 제제화될

수 있다. 이러한 코팅제, 외피 및 보호성 매트릭스는 유치 장치, 예컨대, 스텐트, 카테터 및 복강 투석 튜빙을

코팅하기 위해 사용될 수 있다. 몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 중합체성 물질, 리포좀, 미세

유화액, 미세입자, 나노입자 또는 왁스 내로 도입될 수 있다.

단위 투약 제형으로 편리하게 제공될 수 있는 본원에 개시된 약학 제제는 약학 산업에서 잘 공지된 통상적인 기[0098]

법에 따라 제조될 수 있다. 이러한 기법은 활성 성분(예를 들면, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드)을 원하는

약학 담체(들)와 회합하는 단계를 포함한다. 전형적으로, 상기 제제는 활성 성분을 액체 담체 또는 미분된 고체

담체, 또는 이들 둘다와 균일하고 친밀하게 회합한 후 필요하다면 생성물을 성형함으로써 제조될 수 있다. 제제

는 원하는 경우 멸균될 수 있되, 단, 멸균 방법은 제제에 함유된 분자(들)(예를 들면, 본원에서 제공된 키메라

폴리펩티드)의 효능을 방해하지 않아야 한다.

심장 리모델링을 감소시키거나 억제하는 방법[0099]

본원은 예를 들면, AHF 및 AMI의 치료를 위한 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드의 용도도 제공한다. 예를 들[0100]

면, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드는 예를 들면, 심근경색 후 일어날 수 있는 심장 리모델링을 감소시키거

나 억제하기 위해 포유동물(예를 들면, 인간 또는 비인간 포유동물)에게 투여될 수 있다. 몇몇 실시양태에서,

예를 들면, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드 또는 본원에서 제공된 조성물은 AMI를 갖는 것으로서 진단된 포

유동물에게 투여될 수 있다. 상기 키메라 폴리펩티드 또는 조성물은 선택된 약제, 질환, 및 예방이 달성되어야

하는 지 아니면 치료가 달성되어야 하는 지를 포함하나 이들로 한정되지 않는 다양한 인자에 따라 임의의 적합

한 투여량으로 투여될 수 있다. 투여는 국소 또는 전신 투여일 수 있다.

몇몇 실시양태에서, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드, 또는 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 함유하는[0101]

조성물은 적어도 약 0.01 ng 폴리펩티드/체중 kg 내지 약 100 mg 폴리펩티드/체중 kg(예를 들면, 약 10 ng 폴리

펩티드/체중 kg 내지 약 50 mg 폴리펩티드/체중 kg, 약 20 ng 폴리펩티드/체중 kg 내지 약 10 mg 폴리펩티드/체

중 kg, 약 0.1 ng 폴리펩티드/체중 kg 내지 약 20 ng 폴리펩티드/체중 kg, 약 3 ng 폴리펩티드/체중 kg 내지 약

10 ng 폴리펩티드/체중 kg, 또는 약 50 ng 폴리펩티드/체중 kg 내지 약 100 ㎍/체중 kg)의 투여량으로 투여될

수 있지만, 다른 투여량도 유리한 결과를 제공할 수 있다. 몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드, 또

는 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 함유하는 조성물은 재관류 시점에서 또는 재관류 시점쯤에서(즉, 폐색

된 동맥이 개방되는 시점에서) 시작하여 1일 내지 7일(예를 들면, 1일, 2일, 3일, 4일, 5일, 6일 또는 7일) 동

안 계속되는 연속적인 정맥내 관주로서 투여될 수 있다. 이러한 조성물은 예를 들면, 약 0.1 ng 폴리펩티드/kg/

분 내지 약 500 ng 폴리펩티드/kg/분(예를 들면, 약 0.5 ng 폴리펩티드/kg/분, 약 1 ng 폴리펩티드/kg/분, 약

2 ng 폴리펩티드/kg/분, 약 3 ng 폴리펩티드/kg/분, 약 5 ng 폴리펩티드/kg/분, 약 7.5 ng 폴리펩티드/kg/분,

약 10 ng 폴리펩티드/kg/분, 약 12.5 ng 폴리펩티드/kg/분, 약 15 ng 폴리펩티드/kg/분, 약 20 ng 폴리펩티드

/kg/분, 약 25 ng 폴리펩티드/kg/분, 약 30 ng 폴리펩티드/kg/분, 약 50 ng 폴리펩티드/kg/분, 약 100 ng 폴리

펩티드/kg/분, 또는 약 300 ng 폴리펩티드/kg/분)의 투여량으로 투여될 수 있다. 몇몇 실시양태에서, 본원에서

제공된 키메라 폴리펩티드, 또는 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 함유하는 조성물은 하나 이상의 개별 용

량으로서, 또는 재관류 약 1시간 전에 시작되는 연속 관주로서 재관류 전에(예를 들면, 재관류 약 1시간 전에)

투여될 수 있다. 예를 들면, 조성물은 재관류 약 1시간, 약 45분, 약 30분 또는 약 15분 전에 시작되어 투여될

수 있다. 몇몇 경우, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드, 또는 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 함유하는

조성물은 재관류 후에(예를 들면, 재관류 후 약 10시간 이내에) 투여될 수 있고, 하나 이상의 개별 투여량으로

서, 또는 재관류 후 약 10시간 이내에 시작되는 연속 관주로서 투여될 수 있다. 예를 들면, 본원에서 제공된 키
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메라  폴리펩티드,  또는  본원에서  제공된  키메라  폴리펩티드를  함유하는  조성물은  재관류  후  약  1시간,  약

2시간, 약 3시간, 약 4시간, 약 5시간, 약 6시간, 약 7시간, 약 8시간, 약 9시간 또는 약 10시간에서 투여될 수

있다.

몇몇 실시양태에서, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드, 또는 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 함유하는[0102]

조성물은 제1 시간 동안 제1 경로(예를 들면, 정맥내)를 통해 투여될 수 있고, 그 후 제2 시간 동안 또 다른 경

로(예를 들면, 국소 또는 피하)를 통해 투여될 수 있다. 예를 들면, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드, 또는

본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 함유하는 조성물은 1일 내지 7일(예를 들면, 1일, 2일, 3일, 4일, 5일, 6

일 또는 7일) 동안 약 0.1 ng 폴리펩티드/kg/분 내지 약 300 ng 폴리펩티드/kg/분(예를 들면, 약 1 ng 폴리펩티

드/kg/분 내지 약 15 ng 폴리펩티드/kg/분, 약 3 ng 폴리펩티드/kg/분 내지 약 10 ng 폴리펩티드/kg/분 또는 약

10 ng 폴리펩티드/kg/분 내지 약 30 ng 폴리펩티드/kg/분)의 투여량으로 포유동물(예를 들면, 인간)에게 정맥내

투여될 수 있고, 그 후 5일 내지 30일(예를 들면, 7일, 10일, 14일, 18일, 21일, 24일 또는 27일) 동안 약 10

ng 폴리펩티드/kg/일 내지 약 100 ng 폴리펩티드/kg/일(예를 들면, 약 10 ng 폴리펩티드/kg/일, 약 20 ng 폴리

펩티드/kg/일, 약 25 ng 폴리펩티드/kg/일, 약 30 ng 폴리펩티드/kg/일, 약 50 ng 폴리펩티드/kg/일, 또는 약

100 ng 폴리펩티드/kg/일)의 투여량으로 상기 포유동물에게 피하 투여될 수 있다.

본원에서 제공된 방법은 유효량의 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드, 또는 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티[0103]

드를 함유하는 조성물을 포유동물에게 투여하는 단계를 포함할 수 있다. 본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "유

효량"은 포유동물 수용자에서 감소된 심장 리모델링 및/또는 신장 보호를 표시하는 하나 이상(예를 들면, 1개,

2개, 3개, 4개, 5개, 6개, 7개, 8개, 9개 또는 10개)의 파라미터를 10%(예를 들면, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,

40%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99% 또는 100%) 이상까지 변화시키기에 충분한 분자 또는 조성

물의 양이다. 예를 들면, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드, 또는 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드를 함유

하는 조성물의 유효량은 박출 계수, GFR, 소변 나트륨 배설(UNaV) 또는 소변 유동(UV)을 10% 이상까지 증가시킬

수 있고/있거나, PRA, LV 질량, CF 증식, PCWP, RAP, MAP, 알도스테론 수준, LV 비대증, 심실 섬유증, LV 수축

말기 직경, PFRNa 또는 DFRNa를 10% 이상까지 감소시킬 수 있고/있거나, 심장 하중감소를 야기할 수 있는 양이

다. 몇몇 실시양태에서 방법은 감소된 심장 리모델링 및/또는 신장 보호를 표시하는 하나 이상의 파라미터를

50% 이상까지 변화시키기에 충분한 양의 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드, 또는 본원에서 제공된 키메라 폴

리펩티드를 함유하는 조성물을 포유동물에게 투여하는 단계를 포함할 수 있다.

몇몇 실시양태에서, 예를 들면, 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드, 또는 본원에서 제공된 키메라 폴리펩티드[0104]

를 함유하는 조성물의 "유효량"은 상기 키메라 폴리펩티드 또는 조성물의 투여 전의 포유동물, 또는 상기 키메

라 폴리펩티드 또는 조성물을 투여받지 않은 포유동물에서의 PRA, MAP, GFR 및 UV의 수준(예를 들면, 이전 심근

경색 에피소드에서 관찰된 상기 파라미터의 수준)에 비해 치료받은 포유동물에서 PRA 및 MAP를 10% 이상까지 감

소시키고 GFR 및 UV를 10% 이상까지 증가시키는 양일 수 있다. 

본 발명은 특허청구범위에 기재된 본 발명의 범위를 한정하지 않는 하기 실시예에 더 기재되어 있을 것이다.[0105]

실시예[0106]

실시예 1 - cANG는 cGMP 생성을 유도한다.[0107]

도 4에 기재된 서열을 갖도록 cANG를 주문 합성하였고 고성능 액체크로마토그래피 및 질량 분광법으로 3080.6[0108]

Da의 분자량을 갖는다는 것을 확인하였다. 인간 심장 섬유모세포(CF; 사이언셀, 미국 캘리포니아주 샌 디에고

소재)를 섬유모세포 생장 혈청(FGS), 태아 소 혈청(FBS) 및 페니실린/스트렙토마이신으로 보충된 제조자의 섬유

모세포 배지(사이언셀, 미국 캘리포니아주 샌 디에고 소재)에서 배양하였다. 세포를 80% 내지 90% 전면생장률에

서 처리하였다. 계대배양 1 내지 4의 세포만을 실험에 사용하였다. 환형 GMP 분석을 수행하기 위해, 상기 세포

를  종래  기재된  바와  같이  처리하였다(Huntley  et  al.,  J.  Cell.  Physiol.,  209(3):943-9  (2006)).

요약하건대,  20  mmol/ℓ의  N-[2-하이드록시에틸]피페라진-N'[2-에탄설폰산],  0.1%의  소  혈청  알부민 및  0.5

mmol/ℓ의 3-이소부틸-1-메틸잔틴(시그마, 미국 미조리주 세인트 루이스 소재)을 함유하는 행크 균형 염 용액

(인비트로겐, 미국 캘리포니아주 칼스바드 소재)에서 세포를 배양하였다. 처리된 세포는 10
-6
 M, 10

-8
 M 또는 10

-

10
 M의 NP 또는 cANG를 10분 동안 제공받았다. 세포를 6% TCA에서 용해시키고 10분 동안 초음파처리하였다. 샘플

을 4배 부피의 에테르로 4회 에테르 추출하고 건조하고 500 ㎖의 cGMP 분석 완충제에서 재구성하였다.

경쟁 RIA cGMP 키트(퍼킨-엘머, 미국 매사추세츠주 보스톤 소재)를 사용하여 샘플을 분석하였다. 요약하건대,[0109]
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샘플 및 표준물을 100 ㎖의 항-인간 cGMP 다중클론 항체 및 I
125
-항원과 함께 18시간 동안 항온처리하였다. 환형

GMP 분석 완충제를 상기 샘플에 첨가하였고, 이들을 2500 rpm에서 20분 동안 원심분리하였다. 자유 분획을 흡입

하여 제거하고, 결합된 분획을 카운팅하고 농도를 측정하였다. 샘플을 희석 계수 및 단백질 농도에 대해 보정하

였고, 값을 pmoles/㎖로서 표현하였다. 상기 분석은 cGMP에 대해 매우 특이적이었는데, 이는 ANP, BNP, CNP 및

엔도텔린-1과의 교차반응성이 없고 cAMP, GMP, GDP, ATP 및 GTP와의 0.001% 미만의 교차반응성이 있다는 것을

입증한다.

ANP, BNP 및 CNP를 사용한 CF의 처리와 마찬가지로, cANG를 사용한 CF의 처리는 cGMP 생성을 야기하였다(도 20[0110]

및 21). 이들 결과는 Ang1-7의 첨가가 수용체 결합 및 cGMP 발생을 방해하지 않는다는 것을 입증한다.

실시예 2 - BNP-Ang1-7 및 Ang1-7BNP는 cGMP 생성을 유도한다.[0111]

각각 도 3 및 도 20에 기재된 서열을 갖도록 BNP-Ang1-7 및 Ang1-7BNP를 합성하였다.[0112]

리포펙타민(인비트로겐, 미국 뉴욕주 그랜드 아일랜드 소재)을 사용하여 NPR-A(GC-A) 또는 NPR-B(GC-B)를 발현[0113]

하도록 HEK 293 세포를 안정하게 형질감염시켰다. 형질감염된 세포를 10% 태아 소 혈청, 100 U/㎖의 페니실린,

100 U/㎖의 스트렙토마이신 및 250 ㎍/㎖의 G418로 보충된 둘베코 변경 이글 배지에서 유지하였다. 시약들은 인

비트로겐(미국 뉴욕주 그랜드 아일랜드 소재)으로부터 입수되었다.

세포 자극 및 cGMP 분석을 실시하기 위해 하기 실험을 수행하였다. 세포를 6웰 플레이트에서 플레이팅하고 다른[0114]

문헌(Tsuruda et al., Circulation Research, 91:1127-1134 (2002))에 기재된 바와 같이 처리하였다. 요약하건

대, 20 mmol/ℓ의 N-[2-하이드록시에틸]피페라진-N'[2-에탄설폰산], 0.1%의 소 혈청 알부민 및 0.5 mmol/ℓ의

3-이소부틸-1-메틸잔틴(시그마, 미국 미조리주 세인트 루이스 소재)을 함유하는 행크 균형 염 용액(인비트로겐,

미국 캘리포니아주 칼스바드 소재)에서 세포를 항온처리하였다. 처리된 세포는 10
-10

 M,  10
-8
 M  또는 10

-6
 M의

BNP-Ang1-7 또는 Ang1-7BNP를 10분 동안 제공받았다. 세포를 300 ㎕의 6% TCA에서 용해시키고 10분 동안 초음

파처리하였다. 샘플을 4배 부피의 에테르로 4회 에테르 추출하고 건조하고 500 ㎕의 cGMP 분석 완충제에서 재구

성하였다. 다른 문헌(Steiner et al., J. Biol. Chem., 247:1106-1113 (1972))에 기재된 바와 같이 경쟁 RIA

cGMP 키트(퍼킨-엘머, 미국 매사추세츠주 보스톤 소재)를 사용하여 샘플을 분석하였다. 샘플을 희석 계수 및 단

백질 농도에 대해 보정하였고, 값을 pmol cGMP/웰로서 표현하였다. ANP, BNP, CNP 및 엔도텔린-1과의 교차반응

성은 없었고, cAMP, GMP, GDP, ATP 및 GTP와의 0.001% 미만의 교차반응성은 있었다.

BNP(도 33A)와 마찬가지로, BNP-Ang1-7 또는 Ang1-7BNP에의 NPR-A
+
 HEK 293 세포의 노출은 cGMP 생성을 유도하[0115]

였다(도 33B 및 33C). BNP-Ang1-7 및 Ang1-7BNP 중 어느 것도 NPR-B
+
 HEK 293 세포에서 cGMP 생성을 유도하지

않았다(도 34B 및 34C). BNP에 노출된 NPR-B
+
 HEK 293 세포의 경우 최소한의 cGMP 생성이 관찰되었다(도 34A).

Ang1-7은 NPR-A
+
 HEK 293 세포(도 35, 좌측 패널) 또는 NPR-B

+
 HEK 293 세포(도 35, 우측 패널)와 접촉하였을

때 cGMP 생성을 유도하지 않았다.

이들 결과는 BNP-Ang1-7 및 Ang1-7BNP 둘다가 cGMP 생성을 유도한다는 것을 입증한다. 이들 결과는 Ang1-7을[0116]

N-말단 위치 또는 C-말단 위치에서 나트륨이뇨 폴리펩티드 또는 나트륨이뇨 폴리펩티드의 성분(예를 들면, 나트

륨이뇨 폴리펩티드의 고리 구조)에 부착시키는 것은 상기 나트륨이뇨 폴리펩티드 또는 나트륨이뇨 폴리펩티드

성분이 그의 나트륨이뇨 폴리펩티드 수용체에 결합하여 cGMP 생성을 유도하는 능력을 방해하지 않는다는 것도

입증한다. 

다른 실시양태[0117]

본 발명이 이의 상세한 설명과 함께 기재되어 있지만, 상기 설명이 첨부된 특허청구범위에 의해 정의되는 본 발[0118]

명의 범위를 예시하기 위한 것이고 한정하기 위한 것이 아니라는 것을 이해해야 한다. 다른 양태, 이점 및 변경

은 하기 특허청구범위 내에 있다.
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도면35

서 열 목 록

                                SEQUENCE LISTING

<110> Mayo Foundation for Medical Education and Research

<120> NATRIURETIC POLYPEPTIDES

  

<130> 07039-1021WO1

<150> US 61/648,718       

<151> 2012-05-18  

<150> US 61/529,113       

<151> 2011-08-30  

<160> 61
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<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Asp Arg Val Tyr Ile His Pro

 1               5          

<210> 2

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Ser Leu Arg Arg Ser Ser

 1               5      

<210> 3

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Cys Phe Gly Gly Arg Met Asp Arg Ile Gly Ala Gln Ser Gly Leu Gly

 1               5                  10                  15      

Cys

    

<210> 4

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Ser Pro Lys Met Val Gln Gly Ser Gly

 1               5                  

<210> 5

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 5

Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp Arg Ile Ser Ser Ser Ser Gly Leu Gly

 1               5                  10                  15      

Cys

    

<210> 6

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Gly Leu Ser Lys Gly

 1               5  

<210> 7

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly

 1               5                  10                  15      

Cys

    

<210> 8

<211> 6

<212> PRT

<213> Dendroaspis angusticeps

<400> 8

Glu Val Lys Tyr Asp Pro

 1               5      

<210> 9

<211> 17

<212> PRT

<213> Dendroaspis angusticeps

<400> 9
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Cys Phe Gly His Lys Ile Asp Arg Ile Asn His Val Ser Asn Leu Gly

 1               5                  10                  15      

Cys

    

<210> 10

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Thr Ala Pro Arg Ser Leu Arg Arg Ser Ser

 1               5                  10  

<210> 11

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Cys Phe Gly Gly Arg Met Asp Arg Ile Gly Ala Gln Ser Gly Leu Gly

 1               5                  10                  15      

Cys

    

<210> 12

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Asn Ser Phe Arg Tyr

 1               5  

<210> 13

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Lys Val Leu Arg Arg His

 1               5      
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<210> 14

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Asp Arg Val Tyr Ile His Pro Phe His Leu

 1               5                  10  

<210> 15

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 15

 000

<210> 16

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 16

Thr Val Pro Arg Ser Leu Arg Arg Ser Ser

 1               5                  10  

<210> 17

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 17

Thr Ala Gly Arg Ser Leu Arg Arg Ser Ser

 1               5                  10  

<210> 18

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 18

Thr Ala Pro Lys Ser Leu Arg Arg Ser Ser

 1               5                  10  

<210>

 19

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 19

Thr Leu Arg Arg Ser Ser

 1               5      

<210> 20

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 20

Ser Ile Arg Arg Ser Ser

 1               5      

<210> 21

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 21

Ser Leu Lys Arg Ser Ser

 1               5      

<210> 22

<211> 6
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<212> PRT

<213>

 Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 22

Ser Leu Arg Lys Ser Ser

 1               5      

<210> 23

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 23

Lys Val Leu Arg Arg Arg

 1               5      

<210> 24

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 24

Lys Val Leu Arg Lys His

 1               5      

<210> 25

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<

223> synthetic peptide

<400> 25

Lys Val Leu Lys Arg His
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 1               5      

<210> 26

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 26

Lys Val Ile Arg Arg His

 1               5      

<210> 27

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 27

Asp Arg Val Tyr Ile His Pro Asn Ser Phe Arg Tyr

 1               5                  10          

<210> 28

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 28

Asp Arg Val Tyr Ile His Pro Lys Val Leu Arg Arg His

 1               5                  10              

<210> 29

<211> 22

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide
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<400> 29

Asp Arg Val Tyr Ile His Pro Pro Ser Leu Arg Asp Pro Arg Pro Asn

 1               5                  10                  15      

Ala Pro Ser Thr Ser Ala

            20          

<210> 30

<211> 15

<212> PRT

<213> Dendroaspis angusticeps

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 30

Pro Ser Leu Arg Asp Pro Arg Pro Asn Ala Pro Ser Thr Ser Ala

 1               5                  10                  15  

<210> 31

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 31

Asn Ser Phe Arg Tyr Asp Arg Val Tyr Ile His Pro

 1               5                  10          

<210> 32

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 32

Lys Val Leu Arg Arg His Asp Arg Val Tyr Ile His Pro

 1               5                  10              

<210> 33
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<211> 22

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 33

Pro Ser Leu Arg Asp Pro Arg Pro Asn Ala Pro Ser Thr Ser Ala Asp

 1               5                  10                  15      

Arg Val Tyr Ile His Pro

            20          

<210> 34

<211> 24

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 34

Asp Arg Val Tyr Ile His Pro Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile

 1               5                  10                  15      

Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys

            20                  

<210> 35

<211> 24

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 35

Pro His Ile Tyr Val Arg Asp Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile

 1               5                  10                  15      

Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys

            20                  

<210> 36

<211> 17
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<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

 

<223> synthetic peptide

<400> 36

Cys Gly Leu Gly Ser Met Ser Gly Ile Arg Asp Leu Lys Leu Gly Phe

 1               5                  10                  15      

Cys

    

<210> 37

<211> 24

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 37

Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly

 1               5                  10                  15      

Cys Pro His Ile Tyr Val Arg Asp

            20                  

<210> 38

<211>

 24

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 38

Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly

 1               5                  10                  15      

Cys Asp Arg Val Tyr Ile His Pro

            20                  

<210> 39

<211> 17
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<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 39

Cys Gly Leu Gly Ser Gln Ala Gly Ile Arg Asp Met Arg Gly Gly Phe

 1               5                  10                  15      

Cys

    

<210> 40

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 40

Cys Gly Leu Gly Ser Ser Ser Ser Ile Arg Asp Met Lys Arg Gly Phe

 1               5                  10                  15      

Cys

    

<210> 41

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 41

Cys Gly Leu Asn Ser Val His Asn Ile Arg Asp Ile Lys His Gly Phe

 1               5                  10                  15      

Cys

    

<210> 42

<211> 17
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<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 42

Cys Gly Leu Gly Ser Gln Ala Gly Ile Arg Asp Met Arg Gly Gly Phe

 1               5                  10                  15      

Cys

    

<210> 43

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 43

Ser Leu Arg Arg Ser Ser Cys Phe Gly Gly Arg Met Asp Arg Ile Gly

 1               5                  10                  15      

Ala Gln Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile His Pro

            20                  25                  30  

<210> 44

<211> 33

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 44

Ser Pro Lys Met Val Gln Gly Ser Gly Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp

 1               5                  10                  15      

Arg Ile Ser Ser Ser Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile His

            20                  25                  30          

Pro

    

<210> 45
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<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

 

<223> synthetic peptide

<400> 45

Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly Ser

 1               5                  10                  15      

Met Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile His Pro

            20                  25                  

<210> 46

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 46

Glu Val Lys Tyr Asp Pro Cys Phe Gly His Lys Ile Asp Arg Ile Asn

 1               5                  10                  15      

His Val Ser Asn Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile His Pro

            20                  25                  30  

<210> 47

<211> 34

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 47

Thr Ala Pro Arg Ser Leu Arg Arg Ser Ser Cys Phe Gly Gly Arg Met

 1               5                  10                  15      

Asp Arg Ile Gly Ala Gln Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile

            20                  25                  30          

His Pro
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<

210> 48

<211> 33

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 48

Ser Pro Lys Met Val Gln Gly Ser Gly Cys Phe Gly Gly Arg Met Asp

 1               5                  10                  15      

Arg Ile Gly Ala Gln Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile His

            20                  25                  30          

Pro

    

<210> 49

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 49

Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Gly Arg Met Asp Arg Ile Gly Ala

 1               5                  10                  15      

Gln Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile His Pro

            20                  25                  

<210> 50

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 50

Glu Val Lys Tyr Asp Pro Cys Phe Gly Gly Arg Met Asp Arg Ile Gly
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 1               5                  10                  15      

Ala Gln Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile His Pro

            20                  25                  30  

<210> 51

<211> 34

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 51

Thr Ala Pro Arg Ser Leu Arg Arg Ser Ser Cys Phe Gly Gly Arg Met

 1               5                  10                  15      

Asp Arg Ile Gly Ala Gln Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile

            20                  25                  30          

His Pro

        

<210> 52

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 52

Ser Leu Arg Arg Ser Ser Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp Arg Ile Ser

 1               5                  10                  15      

Ser Ser Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile His Pro

            20                  25                  30  

<210> 53

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide
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<400> 53

Gly Leu Ser Lys Gly Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp Arg Ile Ser Ser

 1               5                  10                  15      

Ser Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile His Pro

            20                  25                  

<210> 54

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 54

Glu Val Lys Tyr Asp Pro Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp Arg Ile Ser

 1               5                  10                  15      

Ser Ser Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile His Pro

            20                  25                  30  

<210> 55

<211> 34

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 55

Thr Ala Pro Arg Ser Leu Arg Arg Ser Ser Cys Phe Gly Arg Lys Met

 1               5                  10                  15      

Asp Arg Ile Ser Ser Ser Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile

            20                  25                  30          

His Pro

        

<210> 56

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 56

Ser Leu Arg Arg Ser Ser Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly

 1               5                  10                  15      

Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile His Pro

            20                  25                  30  

<210> 57

<211> 33

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 57

Ser Pro Lys Met Val Gln Gly Ser Gly Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp

 1               5                  10                  15      

Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile His

            20                  25                  30          

Pro

    

<210> 58

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

 

<223> synthetic peptide

<400> 58

Glu Val Lys Tyr Asp Pro Cys Phe Gly Leu Lys Leu Asp Arg Ile Gly

 1               5                  10                  15      

Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile His Pro

            20                  25                  30  

<210> 59

<211> 33
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<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 59

Thr Ala Pro Arg Ser Leu Arg Arg Ser Ser Cys Phe Gly Leu Lys Leu

 1               5                  10                  15      

Asp Arg Ile Gly Ser Met Ser Gly Leu Gly Cys Asp Arg Val Tyr Ile

            20                  25                  30          

Pro

    

<210> 60

<211> 29

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 60

Asp Arg Val Tyr Ile His Pro Cys Phe Gly Gly Arg Met Asp Arg Ile

 1               5                  10                  15      

Gly Ala Gln Ser Gly Leu Gly Cys Asn Ser Phe Arg Tyr

            20                  25                  

<210> 61

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> 

<223> synthetic peptide

<400> 61

Asp Arg Val Tyr Ile His Pro Cys Phe Gly Arg Lys Met Asp Arg Ile

 1               5                  10                  15      

Ser Ser Ser Ser Gly Leu Gly Cys Lys Tyr Leu Arg Arg His

            20                  25                  30  
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