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(54) 신규한 세포 조절 인자 ＴＴＯ 20

요약

본 발명은 세포 조절 인자 TTO 20, 이를 암호화하는 DNA, 이의 제조 방법 및 용도, TTO 20에 결합하는 항체, 및 염
증 질환, 특히 류마티스성 관절염을 검출하기 위한 진단 키트에서 TTO 20을 암호화하는 DNA 및 TTO 20에 결합하는 
항체의 용도에 관한 것이다.

대표도
도 1

색인어
세포 조절 인자, TTO 20 단백질, 골관절증, 류마티스성 관절염, 연골육종, 진단 키트

명세서

본 발명은 세포 조절 인자 TTO 20 및 이의 DNA, 이의 제조 방법 및 TTO 20 활성에 대한 조절 인자(modulator)를 
발견하고자 하는 스크리닝 목적을 위한 용도에 관한 것이다.

서론

인터류킨-1(IL-1)의 수 많은 생물학적 효과는 결합 조직으로부터의 수 많은 유형의 세포의 대사작용에서 IL-1의 작
용을 포함한다. 이러한 유형의 세포의 한 가지 예는 관절 연골세포이다. IL-1은 연골세포에 의한 프로테오글리칸(PG)
의 합성을 억제하며 세포외 간질의 분자들을 분해시킬 수 있는 프로스타글란딘 E2및 메탈로프로테이나제의 생산을 촉
진시킨다.

    
실험적 결과들, 및 염증-변형된 관절부에서 IL-1, PG 단편들 및 단백질가수분해 효소들의 발견에 근거하여, IL-1이 
골관절증 및 류마티스성 관절염에서의 연골 분해에 어느정도 역할을 한다는 것을 결론지을 수 있다[Beuton HP & Ty
ler JA, 1988, Biochem. Biophys. Res. Comm. 154, 421-428; Aydelotte MB et al. Comm. Tiss. Res. 28, 14
3-159, Wood DD et al., Arthritis Rheum. 26, 975-983; Lohmander LS et al., Trans. Orthop. Res. Soc. 17, 
273]. 간질 메탈로프로테이나제는 상기 효소들과 상호작용하는 활성 화합물을 사용한 치료를 위한 출발점의 잠정적인 
후보이지만, 지금까지는 연골 분해를 초래하는 복잡한 과정에서 초기 단계와 관련된 어떠한 실질적인 분자적 출발점도 
확인된 바 없다. 이러한 이유로 인해, 다양한 접근법이 골관절증 및 류마티스성 관절염의 의학적 치료를 위한 이러한유
형의 분자적 출발점을 수득하기 위해서 시도되어져 왔다.
    

상기 접근법은 문헌[유럽 특허원 EP 제0 705 842 A2호]에 기술되어져 있다. 연구 과제는 사람의 골연골증성 연골의 
관절 연골세포에서 RNA 수준에서 IL-1β-유도된 연골 분해를 의학적으로 치료하기 위한 잠정적인 분자적 출발점을 
수득하는 것이 가능한 것인지에 맞추어졌다.

    
이러한 목적을 위해서, 병에 걸린 연골에서 상이하게 발현되는 유전자를 확인한다. IL-1β 자극된 사람 연골세포 및 
자극되지 않은 사람 연골세포로부터의 전체 RNA를 역전사 및 폴리머라제 연쇄 반응에 의해 mRNA 차동 디스플레이(
DDRT-PCR)시킨다. 이러한 방법은 두 개의 세포 집단에서 상이하게 발현되는 유전자를 확인하고 분리하는데 사용할 
수 있다[Liang P & Gardee AB 1992, Science 257, 967-971; Liang P et al., AB 1993, Nucl. Acids Res. 21, 
3269-3275; Bauer D et al. 1993, Nucl. Acids Res. 21, 4272-4280]. 이러한 기술의 주요 요소는 한 세트의 올
리고뉴클레오타이드 프라이머를 사용한다는 것인데, 이중 하나는 mRNA의 폴리아데닐화된 꼬리에 결합하는 한편, 다
른 하나는 mRNA의 다양한 다른 부위에 결합하는 랜덤 데카머(decamer)이다. 특정 세트의 프라이머에 의해 정의되는 
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상기 mRNA 아집단을 역전사 후에 증폭시키고 DNA 서열분석 겔 상에서 분리시킨다. 연구된 각각의 세포주 중 하나의 
특성인 밴드 패턴이 나타난다. 따라서, 예를 들면, 100개의 상이한 프라이머 조합은 10000개의 상이한 PCR 생성물을 
제공하게 되며, 이는 전체 세포주내에서 발현되는 유전자의 대략 반 이상을 나타낸다. 두 개의 상이한 세포주의 밴드 패
턴 비교는 상이하게 발현된 유전자에 상응하는 밴드를 암시한다. 이러한 정보에 기초하여, 이제 겔로부터 상이하게 발
현된 유전자 생성물의 밴드를 추출하고, 재증폭시키고 서브클로닝하여 서열 분석하는 것이 가능해진다.
    

그러나, 이러한 방법은 수 많은 문제점을 갖고 있다:

1. DDRT-PCR의 높은 민감도의 결과로서, 약한 인위적인 밴드들이 형성될 수 있다.

2. 복잡한 유전자 발현 패턴의 분석이 어렵다.

3. 극소량의 RNA 만이 출발 물질로서 유용하다.

이러한 문제점들은 수득된 결과에서 불명확함을 야기시킨다.

    
문헌[유럽 특허원 EP 제0 705 842 A2호]에서, 상기 기술된 방식으로 확인된 수 많은 짧은 DNA 서열이 기술되어져 
있다. 서열 분석 결과, 이들 중 일부는 이미 공지된 유전자의 서열과 완전히 동일하거나 매우 높은 동일성을 갖는 것으
로 나타난다: 즉, 사람 오스테오폰틴과 100% 동일성을 갖는 cDNA 단편, 사람 칼넥신과 97.2%의 동일성을 갖는 다른 
cDNA 단편, 및 사람 TNF-자극된 유전자 6(TSG-6)과 99.5%의 동일성을 갖는 추가의 단편이 확인되었다. 그러나, 
확인된 대부분의 단편들은 이들을 특성화하는 서열의 관점에서 어떠한 공지된 유전자에도 배치시킬 수 없었다. 이러한 
그룹의 cDNA 단편들은 또한 400bp-길이의 클론 TTO 20/2(2)를 포함하며, 이중 DNA 서열 152bp는 해독되었다.
    

본 발명의 내용에서, 클론 TTO 20/2를 보다 면밀히 연구하였다. 소위 안티센스 실험은 상응하는 유전자 또는 유전자 
생성물의 기능적인 중요성을 조사하는 한 가지 방법이다.

    
연골 분화에 대한 모델 세포로서 간주되는 사람 연골육종 세포에서 안티센스 RNA의 발현은 TTO 20/2의 역할에 대한 
암시를 제공한다. 안티센스 접근법은 TTO 20에 대한 안티센스 mRNA를 발현하는 벡터를 사용하여 배양된 세포를 형
질전환시키는데 기초하지만, 동시에, 또한 표지 단백질의 활성은 안티센스 RNA가 형성되는지를 나타낸다. 이러한 유형
의 벡터는 비시스트론성 또는 디시스트론성 벡터로서 불린다. 본 발명의 작제물을 위한 출발 벡터는 pED4이며, 이의 
작제는 문헌[Kaufmann et al., 1991, Nucl. Acids Res. 19, 4485-4490]에 기술되어져 있다.
    

    
안티센스 기술에서, 기능성 단백질의 형성은 단백질을 암호화하는 mRNA(센스 RNA)에 결합하는 상보적인 RNA(안티
센스 RNA)의 발현을 통해 제한되거나 방해된다. 특히, 본 발명의 실시예에서 입증되는 바와 같이, 안티센스 RNA는 표
적 단백질의 형성을 방해하기 위해서 암호화 mRNA의 아영역 및 3' 또는 5' 비해독 영역에 대해서 사용될 수 있다. 따
라서, 벡터의 도움으로, 어떠한 정의된 개방 판독 프레임도 갖지 않는 EST 단편을 사용하여 관련된 유전자에 의해 최
종적으로 암호화되는 단백질의 작용에 영향을 줄 수 있으며, 즉 " 안티센스-발현된" EST는 암호화 센스 mRNA의 판
독을 차단하거나 감소시킬 수 있다. 이러한 방식으로 차단되는 표적 단백질을 합성하는 것이 세포에서 중요한 역할을 
수행하는 경우, 이는 세포 분열, 세포 성장, 조절되고 발현되는 단백질의 합성 등에 직접적인 또는 간접적인 효과를 갖
는다. 안티센스 발현이 예를 들면, 시그날 연쇄증폭반응에서 역할을 수행하는 인자의 형성을 방해하는 경우, 시그날 연
쇄증폭반응은 교란된다.
    

상기 인자가 전사 인자인 경우, 수 많은 유전자의 발현이 교란된다. 이는 예를 들면, 분비된 단백질, 특히 프로테아제의 
변형된 발현에 기인할 수 있는 형태학적으로 가시적인 변화로부터 인식될 수 있다.
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이러한 방식으로 확인된 유전자 또는 이의 생성물을 약제학적 활성 물질의 탐색을 위한 치료학적 표적으로서 사용할 수 
있다. 마찬가지로, 이러한 방식으로 형질전환된 세포를 안티센스 RNA의 작용을 차단하기 위해 시도되는 스크리닝 시스
템에서 사용할 수 있다.

DNA 칩 기술은 상기 변화의 직접적인 분석을 가능하게 하며, 즉 형질전환된 세포의 전사체 프로필을 형질전환되지 않
거나 가짜-형질전환된 세포와 비교한다. 이후 상기 비교는 어떠한 EST가 임상학적 상황의 관점에서 결정적인 역할을 
수행하며 결과적으로 스크리닝 표적으로서 적합한지를 결정하는 것을 가능하게 한다. 따라서, 벡터의 사용은 신규한 표
적의 발견 및 신규한 약제의 프로필화에 또한 적합하다. 이러한 벡터는 특히, 표적 입증을 위한 HTS 시스템의 합성에 
적합하다. 적절하게는, EST 클론을 이를 위한 96-웰 미세적정 플레이트 같은 HTS 형태에서 배양시키며, 삽입 DNA
는 예를 들면, 기술된 pED4 유도체 중 하나에서 3' 측면에서 PST 절단 부위 및 5' 측면에서 EcoRI 절단 부위를 생성
시키는 적합한 PCR 프라이머를 사용하는 PCR을 사용하여 증폭시킨다. 제2 단계에서, 이러한 방식으로 생성된 PCR 단
편들을 PstI 및 EcoRI을 사용하여 절단시키고 디시스트론성 EGFP 벡터를 상기 벡터에 결합시킨다. 이때, 스크리닝 형
태는 유지된다. 결합된 벡터는 CaPO4 , Fugene 6(제조원: Boehringer, Mannheim), 리포펙타민(제조원: Life Tech
nologies, Eggenstein) 또는 다른 적합한 형질감염 제제를 갖는 시판중인 피펫팅 로봇을 사용하여 이미 준비된 진핵세
포내로 피펫팅하고 상기 세포를 통상적인 방법에 따라서 형질전환시킨다. 이때도 또한, 스크리닝 형태는 유지된다. 세
포를 통상적인 방법에 따라서 CO2의 존재하에서 배양하고, 24 내지 72시간 후 형광스캐너내에서 자동화된 조건하에서 
형광 방출에 대해서 시험한다. 이후, 형질전환된 형광성 세포를 가진 웰을 PstI-EcoRI 삽입물을 갖지 않은 벡터로 형
질감염시킨 형질전환된 대조군 세포와 비교하여, 세포 성장 및 세포 형태의 변화 등에 대해서 평가한다. 이러한 유형의 
변화가 일어나는 경우, 이는 발현된 안티센스 RNA의 중요한 작용을 암시하는 것이다. 클론된 DNA의 분리 및 후속적
인 서열 분석으로 뉴클레오타이드 서열에 대한 증거가 제공되며, 결과적으로 관련된 유전자 또는 암호화된 단백질에 대
한 증거가 제공된다. 이러한 방식으로, 유전자 활성에 대한 첫 번째 기능적인 증거가 확인될 수 있으며, 이의 기능은 그 
자체로는 EST를 사용하여 유도될 수 없는 것이다.

따라서, 본 발명은 표 1에 따른 아미노산 서열을 포함하는 TTO 20 단백질에 관한 것이다.

본 발명의 추가의 목적은, (a) 표 1의 DNA 서열, 특히 뉴클레오타이드 1 내지 1305번; (b) (a)의 DNA와 80% 이상
의 동일성을 갖는 DNA, 또는 (c) 유전자 암호에 있어서, (a) 및 (b)로부터의 DNA에 대해 축퇴성인 DNA를 포함하는 
그룹으로부터 선택되는, 언급된 상기 단백질을 암호화하는 DNA이다.

본 발명은 마찬가지로 TTO 20 단백질에 결합하는 항체에 관한 것이다.

본 발명의 추가의 목적은 상기 기술된 DNA의 발현을 위한 발현 벡터 및 이러한 발현 벡터를 사용하여 형질감염시키거
나 형질전환시킨 숙주 세포이다.

본 발명은 또한, (a) TTO 20 단백질을 발현시킬 수 있는 조건하에서 숙주 세포를 배양하는 단계 및 (b) 숙주 세포 또
는 배양 배지로부터 TTO 20 단백질을 분리하는 단계를 포함하여 TTO 20 단백질을 제조하는 방법, 및 기술된 상기 방
법으로 수득할 수 있는 TTO 20 단백질에 관한 것이다.

본 발명의 추가의 목적은 상기 기술된 바와 같이 DNA로부터 유도되는 생물학적 샘플내 RNA와 하이브리드화되는 핵산 
프로브를 사용하여, TTO 20 단백질을 발현하는 세포주, 세포 또는 조직을 확인하는 방법이다.

본 발명은 또한, 하이브리드화 및/또는 PCR 방법을 사용하여 표 1의 DNA 및 단백질 서열을 완성하기 위한 표 1에 따
른 TTO 20 단백질을 암호화하는 DNA의 용도에 관한 것이다.

본 발명의 추가의 목적은 TTO 20 단백질의 3차원 구조를 결정하고 이의 억제제 또는 활성화제를 디자인하기 위한 T
TO 20 단백질의 용도이다. 본 발명은 마찬가지로 TTO 20 활성의 조절 인자를 발견하기 위한 TTO 20의 용도에 관한 
것이다.

추가로, 본 발명의 목적은 상기 기술된 바와 같은 항체를 포함하는 염증 질환 특히, 류마티스성 관절염을 진단하기 위한 
진단 키트, 및 상기 기술된 바와 같은 DNA를 포함하는 염증성 질환, 특히 류마티스성 관절염을 진단하기 위한 진단 키
트에 관한 것이다.
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실시예 1 : TTO 20/2 서열을 사용한 cDNA의 동정

    
TTO 20/2로 명명된 152bp의 부분적인 서열은 문헌[유럽 특허원 EP 제0 705 842 A2호]에 기술되어져 있다. 완전한 
클론된 서열에 대한 정보를 수득하기 위해서, TTO 20/2의 전체 DNA를 SP6 프라이머로 서열분석한다. 서열분석 반응
은 문헌[Sanger, F. et al. 1977, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5467]에 기술된 바와 같은 쇄 종결 DNA 
서열분석 방법에 따라서 수행한다. 서열분석으로부터, 272bp의 클론된 삽입체의 전체 길이가 수득된다. 이러한 서열을 
사용하여, 상동성 조사를 유전자은행(NCBI) 및 EMBL 데이터베이스에서 수행한다. 이를 위해서, BLAST 및 FASTA 
알고리듬을 사용하며, 이는 제조원(Genetics Computer Group, Madison, USA)의 GCG DNA 분석 팩키지의 일부이
다.
    

    
상동성 조사 결과, 공개된 데이터베이스내 유전자은행 승인 번호 M 51303(서열 ID: g11924769) 및 승인 번호 H 0
5077(서열 ID: g868629)인 두 개의 EST 클론과 상당한 유사성을 나타낸다. 클론 ID 283071 또는 43508을 갖는 상
응하는 클론을 제조원(Genome Systems, St. Louis, USA)으로부터 구입하고, 완전히 서열분석하였다. 클론 ID 283
071을 갖는 클론은 약 2580bp의 가장 큰 삽입체를 가지며, ID 43508을 갖는 클론은 삽입체 크기 2200bp를 갖는 현
저하게 보다 더 작지만, 클론 283071과 100% 서열 상동성을 갖는다. 클론 283071의 완전한 서열은 표 1에 나타내며 
뉴클레오타이드 706번에서 시작된다.
    

실시예 2 : 개방 판독 프레임의 확인

    
GCG 분석 팩키지의 해독 프로그램(Translate program)을 사용하여, 클론 283071의 서열분석된 DNA를 개방 판독 
프레임(ORF)의 출현에 대해서 조사하였다. 따라서, 200개 아미노산을 암호화하는 개방 판독 프레임이 서열의 5' 말단
에서 확인되었다. 종결 코돈 TAA 이후에, 약 1950bp 길이의 비해독 영역이 확인되며, 이후 폴리아데닐화 시그날 및 
폴리 A 꼬리로 종결된다. 상기 서열은 표 1에 제시된 서열의 뉴클레오타이드 706번 내지 뉴클레오타이드 3262번에 상
응한다.
    

    
상동성 조사는 개방 판독 프레임을 클로닝하는 5' DNA 서열 및 단백질 서열을 사용하여 공지된 데이터베이스에서 수
행한다. 이는 개방 판독 프레임이 184개 아미노산을 암호화하는 서열과 완전히 일치하며, KIAA0282(유전자은행 승인 
번호: g87458)로 명명된 cDNA 상에 위치한다는 것을 나타낸다. KIAA0282에 대한 상동성은 아미노산 서열 LQTSE
G 이후에 갑작스럽게 종결되며 552bp에서 뉴클레오타이드 수준에서 제한된다. 클론 283071에서 판독 프레임은 15개 
아미노산에 대해서 계속되며 이후 TAA 종결 코돈으로 종결된다.
    

그러나, KIAA0282 ORF에서 판독 프레임은 123개 아미노산에 대해서 계속된다. KIAA0282 서열의 약 2000bp의 상
기 영역 및 완전한 3' 비해독 영역은 클론 283071의 서열과 상이하다. 예를 들어, 도 1을 참조한다.

실시예 3 : KIAA0282의 5' 영역에 대한 TTO 20의 3' 영역의 결합에 대한 입증

KIAA0282의 ORF의 5' 암호화 영역이 TTO 20의 3' 영역에 결합한다는 것을 확인하기 위해서, 추가로 공지된 이용할 
수 있는 EST 클론을 서열분석한다. 상기 언급된 클론 43508 이외에, 이들은 또한 클론 47831 및 클론 36563을 포함
하며, 이들은 제조원(Genome Systems)으로부터 수득할 수 있다. 상기 서열들은 TTO 20에 대해서 결정된 서열의 정
확함을 명백히 입증해 준다.
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독립적인 방법을 사용하여 KIAA의 5' 영역 및 TTO 20의 3' 영역 사이에서의 결합을 명백하게 하기 위해서, 다음 PC
R 전략을 선택한다. 두 개의 정방향 프라이머를 KIAA0282의 5' 영역으로부터 유도한다. 프라이머 1: 5'-CAACTCC 
TGTAT CACC-3'(서열 1), 프라이머 2: 5'-AGTGCGATGTCTTCTACTG-3'(서열 2). 역방향 프라이머 3 및 4는 
클론 283071의 3' 영역으로부터 유도한다. 프라이머 3: 5'-TCTAAAGGCAG GAGAGGAAC-3'(서열 3). 프라이머 
4: 5'-TTCATGTGTCTTGCTTACTC-3'(서열 4). 연결 영역에서, 크기 2097bp의 단편을 프라이머 1 및 4를 사용
하여 증폭시켜야 하며, 크기 1211bp의 단편은 프라이머 2 및 3을 사용하여 증폭시켜야 한다. 이러한 DNA들을 폴리머
라제 연쇄 반응을 위한 원형으로서 사용한다: Multiple Tissue cDNA Panel Human 1(주문 번호: K1420-1, 제조원
: Clontech, Heidelberg, Germany)로부터의 뇌 cDNA 및 Human Fetal cDNA Panel(주문 번호: K1425-1, 제조원
: Clontech, Heildelberg, Germany)로부터의 태아 뇌 cDNA. 분취액 0.5 내지 1㎕를 프라이머쌍 1 및 4와 함께 PC
R 반응내로 도입한다. PCR 반응을 효소 제조원으로부터 권장된 완충액을 사용하여 하기와 같이 수행한다: 폴리머라제 
혼합물: AmpliTag DNA 폴리머라제(제조원: Perkin-Elmer, Weiterstadt, Germany) 19부 및 pfu 폴리머라제(제조
원: Stratagen, La Jolla, USA) 1부. 프라이머 농도: 10pM, DNA 사이클러(제조원: Perkin Elmer, Model 480). 1
회 주기의 PCR 조건: 94℃ 2분, 94℃ 30초, 59℃ 30초, 72℃ 30초, 72℃ 7분, 반응 용적: 50㎕. 25 내지 30회 주기 
반복 후, 반응물을 4℃로 냉각시키고 반응 혼합물을 1.2% 농도의 아가로오스 겔에서 분석한다. 뇌 cDNA 및 태아 뇌 
cDNA 둘 모두로부터 크기 약 2100bp인 상응하는 PCR 단편을 증폭시키는 것이 가능하다. 이러한 샘플 분취액 0.5 내
지 1㎕를 동일한 조건을 사용하지만, 프라이머 2 및 3을 사용하여 추가의 '네스티드(nested)" PCR 반응시켜, 크기 1
200bp의 PCR 단편을 수득한다. 이는 명백하게 상응하는 KIAA0282의 5' 영역 및 TTO 20의 3' 영역을 갖는 cDNA의 
존재를 나타낸다.
    

추가의 확인을 위해서, 크기 2100bp의 DNA 단편을 아가로오스 겔로부터 절단하여 DNA를 전기영동적으로 용출시킨
다[Ausubel et al.]. 용출된 DNA를 멸균수 10㎕에 넣고 제조원(Invitrogen BV, Groningen, Holland)의 권장에 따
라서 벡터 pCR2.1에 클로닝시킨다. PCR 단편의 클로닝은 제조원에 의해 특성화된 방법을 사용하여 동일한 제조원의 
TA 클로닝 키트를 사용하여 수행한다.

클로닝된 DNA 단편의 서열분석은 염료 종결 인자 및 모델 377 서열분석기(제조원: Perkin Elmer, Langen, German
y)를 사용하여 문헌[Sanger et al.]에 따라서 쇄 종결 방법으로 수행한다. 서열분석은 PCR 분석에 의해 수득한 결과
를 정확히 입증한다. 따라서, 표 1에 제시된 서열(뉴클레오타이드 685번 내지 3262번)은 KIAA0282에 의해 특성화된 
DNA 서열에 의해 5' 측면에서 신장될 수 있다. 완전한 서열은 표 1에 나타낸다(뉴클레오타이드 1번 내지 3262번).

실시예 4 : 기능의 증거

    
다양한 조직으로부터의 상기 EST의 기원은 염증 과정에서 발현된 상기 유전자의 관련성을 나타낸다. RNA 분석[참조
: EP-A 제0 705 842호]은 인터류킨 1β-자극된 연골세포에서 상기 유전자의 발현이 4배 이상 유도됨을 입증한다. 
생물정보학적 분석에 기초하여, KIAA0282에 대한 cDNA의 발견자들은 아연 핑거(zinc finger) 단백질과 암호화된 
단백질의 상동성을 제시하고 있다. 아연 핑거 단백질은 전사 인자로서 작용할 수 있으며, 즉 세포 과정의 조절에서 필수
적인 역할을 수행한다. TTO 20의 가능한 기능에 대한 즉각적인 정보를 수득하기 위해서, 서열의 아영역(표 1의 뉴클
레오타이드 705번 내지 뉴클레오타이드 3198번)으로 설정된 안티센스 발현을 선택한다. 이러한 영역은 cDNA의 암호
화 부분 및 비암호화 3' 영역을 모두 포함한다.
    

4.1 안티센스 발현 벡터의 작제

    
선택된 출발 벡터는 디시스트론성 벡터 pED4이다(도 2)[Kaufman et al., Nucleic Acids Research 19, 448-4490 
(1991)]. 이의 작제 방법은 문헌[Kaufman et al.]에 상세히 기술되어져 있으며 이의 전구체 플라스미드 pMT2는 A
TCC로부터 수탁 번호 ATCC 67122로 수득할 수 있는 이러한 벡터에 있어서, 안티센스 RNA는 제1 시스트론을 통해서 
발현시킬 수 있는 것으로 이미 설명되어져 있다. 상기 벡터는 하기 구조 성분을 함유한다: 진핵 세포에서의 복제 오리진, 
SV40 발현 인핸서, 아데노바이러스 주요 후기 프로모터, 아데노바이러스 주요 후기 mRNA의 리더 서열, 스플라이스 
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부위를 갖는 하이브리드 인트론, 뇌심근염 (encephalomyocarditis) 바이러스 리더 서열, 선택 마커 디하이드로폴레이
트 리덕타제, SV40 폴리아데닐화 시그날, 아데노바이러스 V1 RNA 유전자, 재조합 이. 콜라이에서의 벡터 복제를 위
한 복제 오리진 및 선택 마커. 제1 단계에서, 선택 마커 디하이드로폴레이트 리덕타제는 녹색 형광 단백질(green fluo
rescent protein, GFP)을 위한 유전자로 교체시켜야 한다. 따라서, 제2 시스트론을 통한 GFP의 발현은 일시적인 발현 
실험에서 안티센스 작제물의 발현에 대한 가시적인 측정수단으로서 제공된다.
    

    
pED4로부터 분리된 플라스미드 DNA는 제한 엔도뉴클레아제 ClaI 및 XhoI을 사용하여 절단시킨다. GFP 유전자를 분
리하게 위해서, 시판중인 벡터 pEGFP(제조원: Clontech, Heidelberg, Germany)의 DNA를 제한효소 SalI 및 NotI을 
사용하여 절단시킨다. DNA 단편을 겔 전기영동으로 분리시킨다. ClaI의 단일 절단 부위가 VA 유전자내 암호화 디하이
드로폴레이트 리덕타제 서열 이후 약 350bp에 존재하며, 제3 단편이 폴리A 부분 및 VA 유전자 절편의 복원을 위해서 
필요하다. PCR을 사용하여, 5' 말단에서 Not 절단 부위를 가지며 3' 말단에서 Cla 절단 부위를 가지며, 폴리A 부분 및 
VA 유전자의 여전히 손실된 서열을 갖는 벡터 pED4로부터 DNA 단편을 증폭시킨다.
    

다음 프라이머를 사용한다:

정방향 프라이머 Not L:

5'-ATAAGAATGCGGCCGCTAAACTATCAGGAAGATGCTTTCAAGTTC-3'(서열 5)

역방향 프라이머 Cla R:

5'-ACAGGCTCTCCTTTTGCAC-3'(서열 6).

    
PCR 생성물을 NotI 및 ClaI으로 절단하고, 겔 전기영동으로 뉴클레오타이드로부터 절단하고 분리한다. 세 개의 단편들
을 등몰비로 함께 피펫팅하여 완충액, ATP 및 T4 리가제와 혼합하여 결합시킨다. 결합 혼합물을 이. 콜라이 DH5α세
포내로 형질전환시키고 암피실린 선별 플레이트상에 플레이팅한다. 형질전환체로부터 플라스미드 DNA를 분리한 후, 
DNA를 BamHI 제한 절단을 사용하여 단편 크기를 확인한다. 최초 벡터 pED4는 세 개의 BamHI 절단 부위를 가지며, 
이는 약 2950bp, 2190bp 및 220bp의 크기의 세 개의 DNA 단편을 제공한다. 유전자 교체의 결과로서, 신규한 벡터 
T782는 네 개의 BamHI 절단 부위를 가지며 이는 상기 플라스미드 DNA의 BamHI 절단을 초래하여, 약 2950bp, 13
15bp, 1075bp 및 220bp의 네 개의 DNA 단편을 생성시킨다. 신규하게 통합된 표지 유전자의 정확한 서열은 서열분석
으로 확인된다. 벡터 T782의 플라스미드 지도는 도 3에서 나타낸다.
    

TTO 20의 RNA의 안티센스 발현을 위해서, TTO 20 서열을 PCR 및 적합한 프라이머를 사용하여 증폭시키고 EcoRI 
절단 부위를 통해서 GFP 벡터 T782에 클로닝시킨다.

다음 프라이머를 사용한다:

정방향 프라이머:

5'-GGAATTCGATCAGATCTCTCACTGCAC-3'(서열 7)

역방향 프라이머:

5'-GGAATTCACTTCTGTGCAGTAACAGAG-3'(서열 8)
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약 2500bp 크기의 수득되는 단편을 제한효소 EcoRI을 사용하여 완전히 절단시키고, 겔 전기영동으로 절단하여 분리시
킨다. 분리된 단편을 마찬가지로 EcoRI으로 절단시킨 GFP 벡터내로 클로닝시킨다. 클로닝된 단편이 안티센스 방향으
로 클로닝되었다는 것을 입증하기 위해서, 다양한 재조합 클론들을 이. 콜라이 DH5α를 형질전환시킨 후 제한효소 Ps
tI을 사용하여 절단시키고, 단편들을 겔 전기영동으로 분석한다. 단일 PstI 절단 부위가 상기 벡터를 사용하는 경우 E
coRI 클로닝 부위에서 이용가능하다는 사실로 인해, 벡터내에 DNA 단편이 정확한 방향인 경우 크기 약 310bp의 Pst
I 단편이 부가적으로 형성되는 반면, Pst 단편의 패턴에서 크기 약 810bp의 단편이 상실된다. 비시스트론성 안티센스 
벡터 T814의 플라스미드 지도는 도 4에 나타낸다.
    

4.2 안티센스 벡터를 사용한 사람 연골육종 세포의 형질감염

    
따라서, 연골육종 세포가 특히 관심의 대상이 되며, 이는 연골육종 세포가 관절 질환에 대한 모델로서 제공될 수 있기 
때문이다. 착생 성장하는 세포를 둘베코 MOD 이글 배지(글루코오스 4.5g/ℓ를 함유하는 DMEM)와 부가제(10% 소 
태아 혈청, 200mM L-글루타민, 5mM 나트륨 피루베이트, 20mM Hepes 완충액, pH 7.2, 하이드로코르티존 0.02㎍
/㎖, 인슐린 0.1㎍/㎖, 아스코르브산 0.025㎎/㎖ 및 겐타마이신 0.05㎍/㎖)를 함유하는 배양 플라스크(75㎠)에서 성장
시킨다. 3 내지 4일 마다, 세포를 트립신 처리하여 배양 플라스크로부터 분리시켜 신선한 배양 배지 10㎖ 중에 넣어, 
원심분리시켜 트립신을 제거하고 1:5 내지 1:10으로 희석시켜 다시 접종한다. 트립신 처리를 위해서는, 트립신/EDTA
를 0.25% 트립신과 1mM EDTA의 농도로 사용한다. 이러한 용액 1㎖를 37℃에서 2 내지 5분 동안 세포상에 잔류시
킨다. 연골육종 세포의 스톡 배양물은 10% DMSO 및 90% 배양 배지 중에서 -80℃에서 저장한다.
    

연골육종 세포에 DNA를 형질감염시키기 위해서, 다양한 방법, 특히 칼슘 포스페이트 방법, DEAE-덱스트란 방법, 리
포좀-매개된 형질감염 방법, 활성화된 덴드리머(dendrimer)의 사용, 및 전기천공법을 시험한다. 최적의 형질감염율은 
사용된 형질감염제가 Fugene 6(제조원: Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany)인 경우 달성되었다.

2 x 105내지 4 x 105개 세포를 6웰 세포 배양 플레이트(제조원: Beckton & Dickinson, Heidelberg, Germany) 각
각 1웰내로 접종한다. 세포는 영양 용액 약 2㎖ 중에 존재한다. 퀴아필터 플라스미드 미디키트(Qiafilter Plasmid Mi
dikit, 제조원: Qiagen, Hilden, Germany)를 사용하여 분리하고 정제시킨 DNA 각각 0.5 내지 2㎍를 형질감염에 사
용한다. 이를 위해서, 세포를 우선 항온배양기내에서 5% CO2 , 37℃에서 18 내지 24시간 동안 배양시킨다. 세포를 5
0 내지 80% 컨플루언스까지 성장시켜야 한다. 최적의 형질감염율은 4 x 10 5세포/웰을 접종한 경우 달성되며, DNA 2
㎍ 및 Fugene 6㎕/혈청 비함유 배지 100㎕를 사용한다. 형질감염은 제조업자의 지침에 따라서 수행한다.

4.3 연골육종 세포에서 안티센스 발현

    
형질전환된 연골육종 세포를 우선 녹색 형광 단백질 GFP의 발현에 기인하는 녹색 형광의 출현에 대해서 형질감염 후 
16 내지 48시간 동안 시험한다. 16시간 이후에, 녹색 형광 세포는 형광 여기 후 검출될 수 있으며, 형광 여기는 20시간 
후에 현저하게 증가된다. 형성된 안티센스 RNA를 검출하기 위해서, 각각의 경우 6웰 플레이트 중 두 개의 웰로부터의 
세포를 사용한다. RNA를 분리하기 위해서, 알엔이지 미니프렙 키트(RNeasy Miniprep Kit, 제조원: Qiagen, Hilden, 
Germany)를 제조업자의 지침에 따라서 사용한다. RNA 샘플을 RNase-비함유 물 30㎕에 넣고 -20℃에서 저장한다. 
RNA를 디곡시게닌-표지된 DNA 샘플을 사용하여 노던 블롯[Ausubel, F.M. et al. Current Protocols in Molecul
arbiology, Vol. 1-3, John Wiley and Sons, New York, 1997]을 사용하여 분석한다. DNA를 표지하는 것은 DIG 
프로브 합성 키트(DIG Probe Synthesis Kit, 제조원: Boehringer, Mannheim, Germany)를 사용하여 PCR 반응으
로 달성한다. 사용된 원형은 뉴클레오타이드로부터 나온 크기 약 2.5kb인 TTO 20 부분을 함유하는 이전에 정제된 P
CR 단편이다. 이러한 프로브를 사용한 하이브리드화에서, 형질감염된 연골육종 세포에서 안티센스 RNA의 발현은 시간
-의존적인 방식으로 명백히 가시화된다.
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비-형질전환된 연골육종 세포와 비교하여, 형질전환된 세포의 세포 형태는 현저하게 변화되지는 않는다. 그러나, TT
O 20 안티센스 대신에 세포골격-조절 단백질인, 코필린(cofilin)의 안티센스 RNA를 함유하는 상응하는 벡터를 사용
하여 수행된 대조군 형질감염과 비교하여, GFP 형광의 동등하지 않은 분포가 가시화된다다. 반점성 형광 분포는 대조
군과 비교하여 세포의 세포골격이 변형된다는 의혹을 가능하게 한다. 이는 TTO 20으로부터 형성된 단백질의 억제에 
대한 발현된 안티센스 RNA의 직접적인 작용을 나타낸다.
    

    도면의 간단한 설명

도 1은 클론 283071, 43508, KIAA0282, TTO 20/2 및 g 868629의 도식을 나타낸다.

도 2는 플라스미드 pED4의 도식을 나타내며, 하기 약어를 사용한다: SV40 = SV40 인핸서 및 복제 오리진; MLP = 
아데노바이러스 " 주요 후기" 프로모터; TPL = 리더 서열 " 아데노바이러스 주요 후기" mRNA; IVS = 스플라이스 부
위를 갖는 인트론 하이브리드; EM C-L = 뇌심근염 리더 서열; DHFR = 선별 마커 디하이드로폴레이트 리덕타제; p
olyA = SV40 폴리아데닐화 시그날; VA1 = 아데노바이러스 VA I RNA 유전자.

도 3은 플라스미드 T782의 도식을 나타내며, 약어는 도 2를 참조한다.

도 4는 플라스미드 T814의 도식을 나타내며, 약어는 도 2를 참조한다.
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(57) 청구의 범위

청구항 1.

표 1의 아미노산 서열(서열 10)을 포함하는 TTO 20 단백질.

청구항 2.

(a) 표 1의 DNA 서열(서열 9), 특히 뉴클레오타이드 1번 내지 1305번; (b) (a)의 DNA와 80% 이상 동일한 DNA; 
또는 (c) 유전자 암호에 있어서, (a) 및 (b)로부터의 DNA에 대해 축퇴성인 DNA를 포함하는 그룹으로부터 선택되는, 
제1항에 따른 단백질을 암호화하는 DNA.
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청구항 3.

제1항에 따른 단백질에 결합하는 항체.

청구항 4.

제2항에 따른 DNA의 발현을 위한 발현 벡터.

청구항 5.

제4항에 따른 발현 벡터로 형질감염시키거나 형질전환시킨 숙주 세포.

청구항 6.

(a) TTO 20 단백질의 발현을 가능하게 하는 조건하에서 숙주 세포를 배양하는 단계; 및 (b) 숙주 세포 또는 배양 배
지로부터 TTO 20 단백질을 분리하는 단계를 포함하여, 제1항에 따른 TTO 20 단백질을 제조하는 방법.

청구항 7.

제1항에 있어서, 제6항에 따른 방법으로 수득할 수 있는 TTO 20 단백질.

청구항 8.

제2항에 따른 DNA로부터 유도된 생물학적 샘플 중 RNA와 하이브리드화하는 핵산 프로브를 사용하여, 제1항에 따른 
TTO 20 단백질을 발현하는 세포주, 세포 또는 조직을 확인하는 방법.

청구항 9.

하이브리드화 및/또는 PCR 방법을 사용하여 표 1의 DNA 및 단백질 서열을 완성하기 위한 제2항 (a)에 따른 DNA의 
용도.

청구항 10.

TTO 20 단백질의 3차원 구조를 결정하고 이의 억제제 또는 활성화제를 디자인하기 위한 제1항에 따른 TTO 20 단백
질의 용도.

청구항 11.

TTO 20의 활성에 영향을 미치는 물질을 찾아내기 위한 제1항에 따른 TTO 20 단백질의 용도.

청구항 12.

제3항에 따른 항체를 포함하는, 염증 질환, 특히 류마티스성 관절염을 진단하기 위한 진단 키트.

청구항 13.

제2항에 따른 DNA를 포함하는, 염증 질환, 특히 류마티스성 관절염을 진단하기 위한 진단 키트.
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도면 1

도면 2
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도면 3

도면 4

<110> Aventis Pharma Deutschland GmbH

<120> Novel cellular regulation factor TTO 20

<130> HMR 1999/L026

<150> DE 199 20 004.1

<151> 1999-05-03

<160> 10                            

<170> KopatentIn 1.71

<210> 1

<211> 16

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1

caactcctgt atcacc                                                 16    

<210> 2
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<211> 19

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 2

agtgcgatgt cttctactg                                              19    

<210> 3

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 3

tctaaaggca ggagaggaac                                             20    

<210> 4

<211> 20

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 4

ttcatgtgtc ttgcttactc                                             20    

<210> 5

<211> 45

<212> DNA

<213> Synthetic sequence

<400> 5

ataagaatgc ggccgctaaa ctatcaggaa gatgctttca agttc                 45    

<210> 6

<211> 19

<212> DNA

<213> Synthetic sequence

<400> 6

acaggctctc cttttgcac                                              19    

<210> 7

<211> 27

<212> DNA

<213> Synthetic sequence

<220> 

<223> Description of synthetic sequence: PCR primer

<400> 7

ggaattcgat cagatctctc actgcac                                     27    

<210> 8

<211> 27

<212> DNA

<213> Synthetic sequence

<220> 

<223> Description of synthetic sequence: PCR primer

<400> 8

ggaattcact tctgtgcagt aacagag                                     27    

<210> 9

<211> 3262

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 9
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gccctggccc cggtgccccg caactcctgt atcacctgcc cccagtgtca ccgcagcctc 60    

atcctggatg accgggggct ccgcggcttc cccaagaatc gcgtactgga aggggtaatt 120   

gaccgctacc agcagagcaa agccgcggcc ctcaagtgcc agctctgcga gaaggcgccc 180   

aaggaagcca ccgtcatgtg cgaacagtgc gatgtcttct actgcgatcc gtgccgcctg 240   

cgctgccacc cgccccgggg gcccctagcc aagcaccgcc tggtgccccc ggcccagggt 300   

cgtgtgagcc ggaggctgag cccacgcaag gtctccacct gcacagacca cgagctggag 360   

aaccacagca tgtactgcgt gcaatgcaag atgcccgtgt gctaccagtg cttggaggag 420   

ggcaaacact ccagccacga agtcaaggct ctgggggcca tgtggaaact acataagagc 480   

cagctctccc aggcgctgaa cggactgtca gacagggcca aagaagccaa ggagtttctg 540   

gtacagctgc gcaacatggt ccagcagatc caggagaaca gtgtggagtt tgaagcctgt 600   

ctggtggccc aatgtgatgc cctcatcgat gccctcaaca gaagaaaagc ccagctgctg 660   

gcccgcgtca acaaggagca tgagcacaag ctgaaggtgg ttcgagatca gatctctcac 720   

tgcacagtga aattgcgcca gaccacaggt ctcatggagt actgcttgga ggtgattaag 780   

gaaaatgatc ctagtggttt tttgcagatt tctgacgccc tcataagaag agtgcacctg 840   

actgaggatc agtggggtaa aggcacactc actccaagga tgaccacgga ctttgacttg 900   

agtctggaca acagccctct gctgcaatcc atccaccagc tggatttcgt gcaagtgaaa 960   

gcttcctctc cagtcccagc aacccctatc ctacagctgg aggaatgttg tacccacaac 1020  

aacagcgcta cgttgtcctg gaaacagcca cctctgtcca cggtgcccgc cgatggatac 1080  

attctggagc tggatgatgg caacggtggt caattccggg aggtgtatgt ggggaaggag 1140  

acaatgtgca ctgtggatgg tcttcacttc aacagcacat acaacgctcg ggtcaaggcc 1200  

ttcaacaaaa caggagtcag cccgtacagc aagaccctgg tcctccaaac gtctgagggt 1260  

aaggcccttc agcagtatcc ctcagagcga gaactgcgtg gcatctaaag tggctggcaa 1320  

gcccggaggt aaccccacca ctgcccacat tcctgaagtg tttccatgac ttgctctgca 1380  

ttctgcacag agccgctgtt cctctcctgc ctttagagag cctatggtat gtggatgtga 1440  

tcaaaccaaa gattccacat cggcagttcc aatggcttgg gccggcggct tcctttgata 1500  

acaatctaaa taagctgcag ttgaagaagc tgaaaaatga aggcctgaat gtgcccctgg 1560  

tgtgtaagac aaatgtatct aggctctaga gcaggctccc attctccacc gatacacatc 1620  

atgtgccagt tttgcccaga tgattctaaa ttactctgta gtacttgctt gttctgaggg 1680  

tgggacctag gttctttcca gtcgtggatt tgtatgactg aatgtgtttc aaatgggtgg 1740  

tggggtgcta gagctgttta gagagggcct gttggctgct cctggcttac ccacttagac 1800  

tgcctccgtt tcatacccaa agcggaggcc gtcagcacca ggattgagac ttcctgtggg 1860  

caccaaacag gaagagacca gcaacttcgc attacccgcc attttcatct ttgccagtcc 1920  

cttcagtctt ggctaggcta ccgagagcca ccatacaagg ttcatctcta gagaattttt 1980  

gcttcttagc tatactttaa atattttggt catcaaagac aagtaatgtg tctcagatga 2040  

gaggcttgaa tttgatggcc agatataacc tctgaggctt ttaacatttt cattttaaga 2100  

gtaagcaaga cacatgaaat taaacctaca aggaggtatt tgtggctggt gccaaagcat 2160  

tctgacactt tggggtgtca ttttaatcaa agaaatcacc cccccacctc accgggattc 2220  

tccataactt ccctctgcag aactaattat gttgattttg ttcaagttca agatgttagc 2280  

taaaagaact atggtggtgt tttttttccc acttcccaca aacctcaaca tgtgccagtc 2340  

accctaaaat gcttcacatg gttaaaaaca agcacaattt tgaatcctac agcaaggatg 2400  

aaaggcccct agccgtgaaa acagtgcttt ggggagcagt tgtcagtcta agtgatgcta 2460  

ttccaagaga aggatatgct gagggaaaat gcccacatga cctgttccca tttggagtac 2520  

agtgatgtgg tagctacagc ttcccccaga attatcattt tagcaccttc tctcagggat 2580  

gacctatcag tttgagagca gttgcctctt ttctcaaaat accatactaa ctgctaaagc 2640  

cctccaagag tctttcctag atgcaacgca gaaggccctt gctggtgatg gcctcatttc 2700  

ccatgtgtgt acaaggtggt ttgattgaag agtgaagtgc atgcctgcag agcagagaga 2760  

aatttgtagc aatgttgcta atatgtgtta tcagatctgc gggaaaacta tttctattca 2820  

taatacatca tgggaatcat actattctgg taaaaatcag ttattagcat aacagcctga 2880  

gcacttatgt ctctcgtttc atcctgcagg aggatgtagc gcctcagttt attttaatgt 2940  

tcataagatt atggtgtcta atttaataaa ttacaggatt ggaactgcga tccttggtac 3000  
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cacagtcaca gaactggggg tcattttcta gatgaaacaa acggaacaag ttctcttcca 3060  

acaaagaaac tgtactgtag aaattaattt cctccatgaa ttttatatat tgtgtacaaa 3120  

tataaggtat gtatctgaat acaaagaaaa gcctatcatc atatagatat cagtattctc 3180  

tgttactgca cagaagtaat tttctcatga tgaaataaag ttcacacaca tactttctcc 3240  

ataaaaaaaa aaaaaaaaaa aa                                          3262  

<210> 10

<211> 435

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Ala Leu Ala Pro Val Pro Arg Asn Ser Cys Ile Thr Cys Pro Gln Cys  

  1               5                  10                  15    

His Arg Ser Leu Ile Leu Asp Asp Arg Gly Leu Arg Gly Phe Pro Lys  

             20                  25                  30        

Asn Arg Val Leu Glu Gly Val Ile Asp Arg Tyr Gln Gln Ser Lys Ala  

         35                  40                  45            

Ala Ala Leu Lys Cys Gln Leu Cys Glu Lys Ala Pro Lys Glu Ala Thr  

     50                  55                  60                

Val Met Cys Glu Gln Cys Asp Val Phe Tyr Cys Asp Pro Cys Arg Leu  

 65                  70                  75                  80

Arg Cys His Pro Pro Arg Gly Pro Leu Ala Lys His Arg Leu Val Pro  

                 85                  90                  95    

Pro Ala Gln Gly Arg Val Ser Arg Arg Leu Ser Pro Arg Lys Val Ser  

            100                 105                 110        

Thr Cys Thr Asp His Glu Leu Glu Asn His Ser Met Tyr Cys Val Gln  

        115                 120                 125            

Cys Lys Met Pro Val Cys Tyr Gln Cys Leu Glu Glu Gly Lys His Ser  

    130                 135                 140                

Ser His Glu Val Lys Ala Leu Gly Ala Met Trp Lys Leu His Lys Ser  

145                 150                 155                 160

Gln Leu Ser Gln Ala Leu Asn Gly Leu Ser Asp Arg Ala Lys Glu Ala  

                165                 170                 175    

Lys Glu Phe Leu Val Gln Leu Arg Asn Met Val Gln Gln Ile Gln Glu  

            180                 185                 190        

Asn Ser Val Glu Phe Glu Ala Cys Leu Val Ala Gln Cys Asp Ala Leu  

        195                 200                 205            

Ile Asp Ala Leu Asn Arg Arg Lys Ala Gln Leu Leu Ala Arg Val Asn  

    210                 215                 220                

Lys Glu His Glu His Lys Leu Lys Val Val Arg Asp Gln Ile Ser His  

225                 230                 235                 240

Cys Thr Val Lys Leu Arg Gln Thr Thr Gly Leu Met Glu Tyr Cys Leu  

                245                 250                 255    

Glu Val Ile Lys Glu Asn Asp Pro Ser Gly Phe Leu Gln Ile Ser Asp  

            260                 265                 270        

Ala Leu Ile Arg Arg Val His Leu Thr Glu Asp Gln Trp Gly Lys Gly  

        275                 280                 285            

Thr Leu Thr Pro Arg Met Thr Thr Asp Phe Asp Leu Ser Leu Asp Asn  

    290                 295                 300                

Ser Pro Leu Leu Gln Ser Ile His Gln Leu Asp Phe Val Gln Val Lys  

305                 310                 315                 320
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Ala Ser Ser Pro Val Pro Ala Thr Pro Ile Leu Gln Leu Glu Glu Cys  

                325                 330                 335    

Cys Thr His Asn Asn Ser Ala Thr Leu Ser Trp Lys Gln Pro Pro Leu  

            340                 345                 350        

Ser Thr Val Pro Ala Asp Gly Tyr Ile Leu Glu Leu Asp Asp Gly Asn  

        355                 360                 365            

Gly Gly Gln Phe Arg Glu Val Tyr Val Gly Lys Glu Thr Met Cys Thr  

    370                 375                 380                

Val Asp Gly Leu His Phe Asn Ser Thr Tyr Asn Ala Arg Val Lys Ala  

385                 390                 395                 400

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

                405                 410                 415    

Thr Ser Glu Gly Lys Ala Leu Gln Gln Tyr Pro Ser Glu Arg Glu Leu  

            420                 425                 430        

Arg Gly Ile                                                      

        435
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