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명 세 서

청구범위

청구항 1 

하기 화합물인, 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민의 대사물:

; 또는 이의 약제학적으로 허용가능한 염.

청구항 2 

단리된 형태의 화합물 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올.

청구항 3 

1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올, 또는 이의 약제학적으로 허용가능한

염, 및 적어도 하나의 약제학적으로 허용가능한 부형제를 포함하는, 약제학적 조성물.

청구항 4 

치료적 유효량의 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올, 또는 이의 약제학

적으로 허용가능한 염 및 하나 이상의 면역치료제를 포함하는, 조합물.

청구항 5 

치료를 필요로 하는 대상체에서 암을 치료하는 방법으로서, 상기 방법은 치료적 유효량의 1-(4-아미노-5-브로모

-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올, 또는 이의 약제학적으로 허용가능한 염을; 단독으로 또는

하나 이상의 면역치료제와 조합하여 이를 필요로 하는 대상체에게 투여하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 6 

암 치료를 위한, 단독으로 또는 하나 이상의 면역치료제와 조합하여, 사용하는 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피

라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올, 또는 이의 약제학적으로 허용가능한 염의 용도.

청구항 7 

암 치료에 사용하기 위한, 제1항 또는 제2항에 따른 화합물 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘

-2-일)-1H-피라졸-4-올, 또는 제3항에 따른 약제학적 조성물.

청구항 8 

암 치료에 사용하기 위한, 제4항에 따른 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-

4-올 및 하나 이상의 면역치료제의 조합물.

청구항 9 

대상체에서 아데노신 A2a 수용체를 억제하는 방법으로서, 상기 방법은 치료적 유효량의 제1항 또는 제2항에 따

른 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올을 대상체에게 투여하는 단계; 또
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는 제3항에 따른 약제학적 조성물을 대상체에게 투여하는 단계를 포함하는, 방법.

청구항 10 

제5항의 방법, 제6항에 따른 용도, 또는 제7항에 따른 사용을 위한 화합물, 또는 제8항에 따른 사용을 위한 조

합물로서, 상기 암은 폐암, 흑색종, 신장암, 간암, 골수종, 전립선암, 유방암, 결장직장암, 췌장암, 두경부암,

항문암, 위-식도암, 갑상선암, 자궁경부암, 림프세포증식 질환 또는 혈액암, T-세포 림프종, B-세포 림프종, 비

-호지킨 림프종 또는 백혈병으로부터 선택되는, 방법, 용도, 또는 화합물, 또는 조합물.

청구항 11 

제5항의 방법, 제6항에 따른 용도, 또는 제7항에 따른 사용을 위한 화합물, 또는 제8항에 따른 사용을 위한 조

합물로서, 상기 암은 암종, 특히 폐암 및 더욱 구체적으로 비-소세포 폐암인, 방법, 용도, 또는 화합물, 또는

조합물.

청구항 12 

제5항, 제10항 또는 제11항의 방법, 제6항, 제10항 또는 제11항에 따른 용도, 또는 제8항, 제10항 또는 제11항

에 따른 사용을 위한 조합물로서, 하나 이상의 면역치료제는 항-CTLA4 항체, 항-PD-1 항체 및 항-PD-L1 항체로

구성된 군으로부터 선택되는, 방법, 용도 또는 조합물.

청구항 13 

제5항, 제10항 또는 제11항의 방법, 제6항, 제10항 또는 제11항에 따른 용도, 또는 제8항, 제10항 또는 제11항

에 따른 사용을 위한 조합물로서, 상기 면역치료제는 하기로 구성된 군으로부터 선택되는, 방법, 용도 또는 조

합물: 이필리무맙, 트레멜리무맙, 니볼루맙, 펨브롤리주맙, 피딜리주맙(CT-011), AMP-224, AMP-514(MEDI0680),

MPDL3280A, MEDI4736, MSB0010718C, YW243.55.S70 및 MDX-1105.

청구항 14 

제5항, 제10항 또는 제11항의 방법, 제6항, 제10항 또는 제11항에 따른 용도, 또는 제8항, 제10항 또는 제11항

에 따른 사용을 위한 조합물로서, 상기 면역치료제가 항-PD-1 항체인, 방법, 용도 또는 조합물.

청구항 15 

제14항에 있어서,

상기 항-PD-1 항체는 하기를 포함하는, 방법, 용도 또는 조합물: 

(a) SEQ ID NO: 4의 VHCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 5의 VHCDR2 아미노산 서열; 및 SEQ ID NO: 3의 VHCDR3

아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 영역(VH); 및 SEQ ID NO: 13의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 14의

VLCDR2 아미노산 서열 및 SEQ ID NO: 15의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 경쇄 가변 영역(VL);

(b) SEQ ID NO: 1의 VHCDR1 아미노산 서열; SEQ ID NO: 2의 VHCDR2 아미노산 서열; 및 SEQ ID NO: 3의 VHCDR3

아미노산 서열을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 10의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 11의 VLCDR2 아미노산

서열 및 SEQ ID NO: 12의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VL;

(c) SEQ ID NO: 41의 VHCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 5의 VHCDR2 아미노산 서열, 및 SEQ ID NO: 3의 VHCDR3

아미노산 서열을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 13의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 14의 VLCDR2 아미노산

서열 및 SEQ ID NO: 15의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VL; 또는

(d) SEQ ID NO: 41의 VHCDR1 아미노산 서열; SEQ ID NO: 2의 VHCDR2 아미노산 서열; 및 SEQ ID NO: 3의 VHCDR3

아미노산 서열을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 10의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 11의 VLCDR2 아미노산

서열 및 SEQ ID NO: 12의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VL.

청구항 16 

제14항에 있어서,

상기 항-PD-1은 SEQ ID NO: 6의 아미노산 서열을 포함하는 VH 및 SEQ ID NO: 20의 아미노산 서열을 포함하는
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VL을 포함하는, 방법, 용도 또는 조합물.

청구항 17 

제14항에 있어서,

상기 항-PD-1 항체는 SEQ ID NO: 8의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 SEQ ID NO: 22의 아미노산 서열을 포함

하는 경쇄를 포함하는, 방법, 용도 또는 조합물.

청구항 18 

제14항에 있어서,

상기 항-PD-1 항체는 SEQ ID NO: 6의 아미노산 서열을 포함하는 VH 및 SEQ ID NO: 16의 아미노산 서열을 포함하

는 VL을 포함하는, 방법, 용도 또는 조합물.

청구항 19 

제14항에 있어서,

상기 항-PD-1 항체는 SEQ ID NO: 8의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 SEQ ID NO: 18의 아미노산 서열을 포함

하는 경쇄를 포함하는, 방법, 용도 또는 조합물.

청구항 20 

제14항 내지 제19항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 항-PD-1 항체 분자는 3주에 1회 약 300 mg의 용량으로 투여되는, 방법, 용도 또는 조합물.

청구항 21 

제14항 내지 제19항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 항-PD-1 항체 분자는 4주에 1회 약 400 mg의 용량으로 투여되는, 방법, 용도 또는 조합물.

청구항 22 

제5항, 제10항 또는 제11항의 방법, 제6항, 제10항 또는 제11항에 따른 용도, 또는 제8항, 제10항 또는 제11항

에 따른 사용을 위한 조합물로서, 상기 면역치료제가 항-PD-L1 항체인, 방법, 용도 또는 조합물.

청구항 23 

제22항에 있어서,

상기 항 PD-L1 항체 분자는 하기를 포함하는, 방법, 용도 또는 조합물:

(a) SEQ  ID  NO:  47의 VHCDR1  아미노산 서열, SEQ  ID  NO:  48의 VHCDR2  아미노산 서열; 및 SEQ ID NO: 46의

VHCDR3 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 영역(VH); 및 SEQ ID NO: 52의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO:

53의 VLCDR2 아미노산 서열 및 SEQ ID NO: 54의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 경쇄 가변 영역(VL);

(b)  SEQ  ID  NO:  44의 VHCDR1  아미노산 서열; SEQ  ID  NO:  45의 VHCDR2  아미노산 서열; 및 SEQ ID NO: 46의

VHCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 49의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 50의 VLCDR2 아

미노산 서열 및 SEQ ID NO: 51의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VL;

(c)  SEQ  ID  NO:  63의 VHCDR1  아미노산 서열, SEQ  ID  NO:  48의 VHCDR2  아미노산 서열, 및 SEQ ID NO: 46의

VHCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 52의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 53의 VLCDR2 아

미노산 서열 및 SEQ ID NO: 54의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VL; 또는

(d) SEQ  ID  NO:  63의 VHCDR1  아미노산 서열; SEQ  ID  NO:  45의 VHCDR2  아미노산 서열; 및 SEQ ID NO: 46의

VHCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 49의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 50의 VLCDR2 아

미노산 서열 및 SEQ ID NO: 51의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VL.

청구항 24 
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제22항에 있어서,

상기 항 PD-L1 항체 분자는 SEQ ID NO: 55의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 SEQ ID NO: 58의

아미노산 서열을 포함하는 경쇄 가변 도메인을 포함하는, 방법, 용도 또는 사용을 위한 조합물.

청구항 25 

제12항 내지 제24항 중 어느 한 항에 있어서,

면역치료제는 단일 조성물로 함께 투여되거나 2가지 이상의 상이한 조성물 형태로 개별적으로 투여되는, 방법,

용도 또는 사용을 위한 조합물.

청구항 26 

제12항 내지 제24항 중 어느 한 항에 있어서,

상기 면역치료제는 화합물: -(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올과 동시에,

그 전에, 또는 이후에 투여되는, 방법, 용도 또는 사용을 위한 조합물.

청구항 27 

실시예 1에 따른 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올의 제조 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 아데노신 A2a  수용체를 조절하는 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민의 활성 대사물,[0001]

즉 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올에 관한 것이다.  특히,  본 발명은

1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올을 포함하는 약제학적 조성물, 뿐만 아

니라 이의 제조 방법 및 암 치료에 있어서의 이의 용도에 관한 것이다.

배 경 기 술

암은 전 세계적으로 주요 공중 보건 문제이다. 현재 미국과 여러 선진국에서 2번째 주요 사망 원인이며, 앞으로[0002]

몇 년 안에 주요 사망 원인으로서 심장 질환을 추월할 것으로 예상된다. (Siegel R L, 등, Cancer Statistics,

2015, CA Cancer J Clin 2015; 65:5-29. VC 2015 미국 암 협회 및 그 안의 참고문헌).

암은 암 세포-내인성 및 세포-외인성 과정 둘 다에 의해 지시되는 복합 질병으로 간주된다.  예를 들어,  폐[0003]

전이, 인간 폐 선암종 세포, 쥐 흑색종 세포, 쥐 난소암 세포, 쥐 유방암 세포를 비롯한 다양한 시험관내 및 동

물 모델에서 수행된 몇몇 연구는 아데노신투여(adenosinergic) 시스템을 표적화하는 것이 여러 치료를 개발하는

데 엄청난 잠재력을 가지고 있음을 확인하였다. 다수의 일련의 증거들은 신생물 미세환경에 축적되는 중요한 조

절 자가분비 및 부신 인자로서 아데노신의 중요성을 강조한다. 보통 암 조직에 고농도로 존재하는 세포외 아데

노신은 암에서 면역 세포 기능의 변화에 있어서 중요한 중재자이다. 이는 면역 세포의 엄격하게 조절된 아데노

신 수용체 경로가 종양의 실질적인 변화를 겪음에 따라 이들 세포의 기능을 면역 감시 및 숙주 방어로부터 암세

포 형질전환 및 증식의 촉진으로 전환하기 때문일 수 있다. (Antonioli L 등, 면역력, 염증 및 암: 아데노신의

선도적인 역할, Nature, 842, December 2013, Volume 13, 및 그 안의 참고문헌).

알려져 있는 바와 같이, 종양은 종양의 성장을 촉진하기 위해 수많은 면역억제 기전을 사용한다(Koebel CM. 등,[0004]

적응 면역은 암세포를 평형 상태로 유지시킨다, Nature. 2007, 450, 7171:903-907 및 Schreiber RD. 등, 암 면

역편집: 암 억제 및 촉진에 있어서 면역력의 역할을 통합하는 것, Science. 2011, 331, 6024:1565-1570). 상기

기전 중 하나가 면역억제성 아데노신으로의 세포외 AMP의 이화작용에 의해 매개된다는 연구가 있다(Ohta A. 등,

A2A 아데노신 수용체는 항종양 T 세포로부터 종양을 보호한다. Proc Natl Acad Sci U S A. 2006; 103: 13132-

13137 및 Ohta A. 등, A2A 아데노신 수용체는 세포외 아데노신-풍부한 미세환경에서 이펙터 기능이 결핍된 T 세

포의 확장을 허용할 수 있다. J Immunol. 2009, 183, 9:5487-5493). 첫째, 세포외 ATP는 체외효소 CD39에 의해

AMP로 변환될 것이다. CD73 체외효소를 통한 AMP의 추가 탈인산화는 세포외 아데노신 생산을 초래할 것이다.

이 과정에서 아데노신 키나아제의 활성이 또한 억제되어, 이 효소의 회수 활성이 저해되고 아데노신 수준이 증[0005]

가한다. 예를 들어, 염증동안 또는 종양 미세환경 내에서 저산소 조건 하에, 아데노신 키나아제의 억제는 아데
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노신의 세포외 및 세포내 수준을 모두 15~20배 증가시킨다(Decking UK. 등, 아데노신 키나아제의 저산소증-유도

된  억제는  심장  아데노신  방출을  가능하게  한다.  Circ.  Res.  1997;  81(2):154-164.  doi:

10.1161/01.RES.81.2.154). 생성된 세포외 아데노신은 T 세포, 자연 살해(NK) 세포, 자연 살해 T 세포, 대식세

포, 수지상 세포 및 골수-유도된 억제 세포(MDSC)를 포함하는 다중 면역 서브셋에서 발현되는 4개의 알려진 세

포 표면 수용체(A1, A2A, A2B, 및 A3)에 결합한다. A2A 및 A2B 수용체 아형은 본질적으로 아데노신의 면역억제

효과에 책임이 있다. 이들은 공통 신호전달 경로를 공유하여, 아데닐레이트 사이클라제의 활성화와 세포내 cAMP

의 축적을 초래한다. 세포내 cAMP가 T-세포 수용체-유발된 T-세포 활성화 경로의 초기 및 후기 단계에서 T-세포

수용체  신호전달을  억제하는  신호전달  분자임을  입증하는  몇  가지  증거들이  추가로  제시되었다.  (Ohta  A,

Sitkovsky  M,  염증의  하향조절  및  조직  손상으로부터의  보호에  있어서  G-단백질-결합된  아데노신  수용체의

역할, Nature, 2001, 414: 916-920).

A2a 수용체 길항제를 사용하는 A2a 수용체의 유전적 제거 또는 A2a 수용체 신호전달의 억제는 항-종양 T 세포의[0006]

억제를 방지하고 종양 거부를 개선하는 것으로 제안되었다(Ohta A. 등, A2a 아데노신 수용체는 종양을 항종양 T

세포로부터 보호한다. Proc Natl Acad Sci U S A. 2006; 103: 13132-13137).

A2a 수용체는 과도한 부수적인 염증성 손상으로부터 정상 조직을 보호하기 위해, 활성화된 T 세포의 비-잉여 음[0007]

성 조절자로서 기능한다. A2a 수용체가 또한 암 조직을 '잘못 안내하여’ 보호할 수도 있다고 제안되어 왔다. 이

것이 실제로 사실이라면 A2a 수용체의 유전적 불활성화 또는 약리학적 길항작용은 항-종양 T 세포의 억제를 막을

것이고, 따라서 이러한 탈-억제된 T 세포에 의한 종양 거부를 개선할 것이라고 추론되었다(Sitkovsky M. 등, 아

데노신 A2a  수용체 길항제: 아데노신 효과 및 T  조절 세포 차단, British  Journal  of  Pharmacology,  2008,

153, S457-S464).

폐암은 전 세계적으로 암 사망의 주요 원인이며, 1985년 이래로 발병률과 사망률면에서 전 세계적으로 가장 흔[0008]

한 암이다.  전 세계적으로 폐암은 새로운 암 진단(총 암 발생 건수의 12.4%)과 암 사망(총 암 사망 건수의

17.6%)에 가장 큰 원인을 제공한다.

폐암은 호흡기 상피 세포에서 발생하며, 크게 두 가지 범주로 나눌 수 있다. 소세포 폐암(SCLC)은 신경내분비[0009]

특성을 나타내는 세포에서 유래한 매우 악성인 종양이며, 폐암 사례의 15%를 차지한다. 사례의 나머지 85%를 차

지하는 비-소세포 폐암 (NSCLC)은 선암, 편평세포 암종 및 대세포 암종과 같은 3가지 주요 병리학적 아형으로

추가 분류된다. 선암 자체가 전체 폐암의 38.5%를 차지하며, 편평세포 암종이 20%, 대세포 암종이 2.9%를 차지

한다. 지난 수십년 동안 선암의 발생률이 크게 증가했으며, 선암은 가장 흔한 유형의 NSCLC로서 편평세포 암종

을 대체했다. (De la Cruz, C 등, 폐암: 역학, 원인 및 예방, Clin Chest Med. 2011 December; 32(4)).

특히, NSCLC의 경우, 질병 단계에 따라 수술, 방사선, 백금-기반 이중 화학요법 및 세포 증식과 생존을 담당하[0010]

는 신호전달 경로를 방해하는 것에 의한 최근에 표적화된 치료법을 포함하는 치료법이 결정된다. 질병의 초기

단계는 전신 화학요법(백금-이중제, 탁산, 젬시타빈, 페메트렉세드)으로 이익을 얻으며(Azzoli  CG.  등,  2011

Focused Update of 2009 IV단계 비소세포 폐암을 위한 화학요법에 대한 미국 임상 종양 학회의 임상 실습 지침

개정, J Oncol Pract. 2012; 8:63-6 doi:10.1200/JOP.2011.000374), 적당한 효능을 얻어, 따라서 복합 치료 전

략은 NSCLC 환자에게 중요한 치료 옵션이 되었다. 여러 연구에서 두 가지 이상의 약물 조합이 추가 독성을 잃어

가면서 우수한 효능을 나타내는 것으로 입증되었다(Yoshida T. 등, 비소세포 폐암 환자에서 게피티닙 및 에를로

티닙의 부작용 및 효능 비교: 후향적 분석, Med Oncol. 2013; 30:349).

최근, T-세포의 항암 반응을 증가시키고, 세포독성 림프구-관련 항원 4(CTLA4)를 차단하는 mAb 중에서 암세포를[0011]

감지하고 공격하는 능력을 회복시키기 위한 몇 가지 접근법이 개발되고 있고, 프로그래밍된 세포 사멸 단백질

1(PD-1)-매개된 T-세포 이벤트가 개발되었다.

CTLA4에 대한 완전한 인간 mAb인 이필리무맙은 SQCLC  환자에서 임상적 이점이 증가하는 추세를 보였다(Lynch[0012]

TJ. 등, IIIB/IV단계 비-소세포 폐암에서의 일차 치료제인 파클리탁셀 및 카보플라틴과 병용하는 이필리무맙:

무작위,  이중  맹검,  다중심  단계  II  연구로부터의  결과,  J  Clin  Oncol.2012;  30:  2046-54).  PD-1

mAb(MEDI4735, BMS-936558, BMS-936559)는 과도하게 사전-치료받은 진행성 NSCLC 환자에서 현저한 지속적인 종

양 퇴행을 보였다(Brahmer JR. 등, 진행성 암 환자에서 항-PD-L1 항체의 안전성 및 활성, N Engl J Med. 2012;

366: 2455-65).

세포외 종양 미세환경의 변화를 유발하는 변형을 보여주는 연구가 있다. 상기 세포외 변형 중 하나는 증가된 아[0013]
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데노신 농도이며, 이는 T 세포 매개된 거부 반응을 손상시키고 혈관형성을 지원한다. 이 연구는 아데노신 A2a 수

용체를 발현하는 상당 수의 폐 선암을 보여, 항암 요법으로 아데노신 A2a 수용체 길항제의 시험을 뒷받침했다.

(Mediavilla-Varela, M 등, 폐 선암 종양 세포 및 암 관련된 섬유아세포에 의해 발현되는 아데노신 A2a 수용체

의 길항 작용은 그들의 성장을 억제한다, Cancer Biology & Therapy, September 2013, 14:9, 860-868).

새로운 치료제 개발에도 불구하고, NSCLC는 여전히 겨우 14%의 5년 생존율을 보이고 있어 새로운 치료법에 대한[0014]

지속적인 연구의 필요성을 시사한다(Spira A. 등, 폐암의 종합 관리, N Engl J Med. 2004; 350:379-92 doi:

10.1056/NEJMra035536).

WO2011/121418은 파킨슨 병과 같은 신경퇴행성 질환의 치료에 사용하기 위한 아데노신 A2a 수용체 길항제로서의[0015]

일련의  아미노피리미딘  유도체를  개시하고  있으며,  이의  관련  부분은  본  명세서에  참고문헌으로  포함된다.

또한, 암의 치료에 있어서 WO2011/121418에 기술된 화합물의 효과가 추후 조사되었다. 이 부류의 특정 화합물은

암 치료에 효과적인 것으로 밝혀진 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-아민이다. 5-브로모-2,6-디(1H-

피라졸-1-일)피리민딘-4-아민의 구조는 하기에 나타낸다:

[0016]

PCT/IB2016/054834는 이러한 화합물 단독으로 또는 하나 이상의 면역치료제와 조합하여 암 치료에 사용하는 것[0017]

을 개시한다.

발명의 내용

해결하려는 과제

과제의 해결 수단

본 발명은 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민의 활성 대사물, 즉 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피[0018]

라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올, 또는 이의 약제학적으로 허용가능한 염에 관한 것이다. 본 발명은

또한 상기 화합물을 실질적으로 단리된 형태로 제공한다. 본 발명은 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)

피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올, 또는 이의 약제학적으로 허용가능한 염, 및 적어도 하나의 약제학적으로 허용

가능한 담체를 포함하는 조성물을 추가로 제공한다.

본  발명은  1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올,  또는  이의 약제학적으로[0019]

허용가능한 염을 투여하는 단계를 포함하는, 아데노신 A2a 수용체를 억제하는 방법을 추가로 제공한다.

본  발명은  1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올,  또는  이의 약제학적으로[0020]

허용가능한 염을, 단독으로 또는 하나 이상의 면역치료제와 조합하여 투여하는 단계를 포함하는, 상기 치료를

필요로 하는 대상체에서 암을 치료하는 방법을 추가로 제공한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 수성 표준(MH+: 308) 중의 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민의 XIC 크로마토그램, Q1 및[0021]

MS/MS 스펙트럼을 도시한다.

도 2는 인간 간 마이크로솜 120분(MH+: 308) 중의 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민의 XIC 크로

마토그램, Q1 및 MS/MS 스펙트럼을 도시한다.

도 3은 인간 간 마이크로솜 120분(MH+: 324) 중의 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민의 단일산소

화된 생성물의 XIC 크로마토그램, Q1 및 MS/MS 스펙트럼을 도시한다.

도  4는  인간  간  마이크로솜  120분(MH+:  324)  중의  5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민(1  uM;
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MH+:308) 및 이의 단일산소화된 생성물: 1-(6-아미노-5-브로모-2-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-4-일)-1H-피라졸-

4-올(1  uM;  MH+:  324)  및  1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올(1  uM;

MH+: 324)의 수성 표준의 Q1 스펙트럼 및 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸

-4-올의 동정을 도시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

따라서, 본 발명은 실시형태 1에서 하기 화합물: 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-[0022]

피라졸-4-올에 관한 것이며:

;  이는  동물,  인간  및/또는 시험관내 세포 분석에서 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-[0023]

일)피리민딘-4-아민의 대사에 의해 형성된다.

실시형태 2에서, 본 발명은 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올, 또는 이[0024]

의 약제학적으로 허용가능한 염의 단리된 형태에 관한 것이다.

실시형태 3에서, 본 발명은 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올, 또는 이[0025]

의 약제학적으로 허용가능한 염, 및 적어도 하나의 약제학적으로 허용가능한 부형제를 포함하는 약제학적 조성

물이다.

실시형태 4에서, 본 발명은 치료적 유효량의 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라[0026]

졸-4-올, 또는 이의 약제학적으로 허용가능한 염 및 하나 이상의 면역치료제를 포함하는 조합물, 특히 약제학적

조합물이다.

실시형태 5에서, 본 발명은 치료를 필요로 하는 대상체에서 암을 치료하는 방법으로서, 상기 방법은 치료적 유[0027]

효량의 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올, 또는 이의 약제학적으로 허

용가능한 염을; 단독으로 또는 하나 이상의 면역치료제와 조합하여 이를 필요로 하는 대상체에게 투여하는 단계

를 포함한다.

실시형태 6에서, 본 발명은 암 치료를 위한, 단독으로 또는 하나 이상의 면역치료제와 조합하여, 사용하는 1-[0028]

(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올,  또는  이의  약제학적으로  허용가능한

염의 용도에 관한 것이다.

실시형태  7에서,  본  발명은  암  치료에 사용하기 위한,  실시형태 2에  따른  화합물 1-(4-아미노-5-브로모-6-[0029]

(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올, 또는 실시형태 3에 따른 약제학적 조성물에 관한 것이다.

실시형태  8에서,  본  발명은  암  치료에  사용하기  위한,[0030]

1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올 및 하나 이상의 면역치료제의 조합물

에 관한 것이다.

실시형태 9에서, 본 발명은 대상체에서 아데노신 A2a 수용체를 억제하는 방법이며, 상기 방법은 치료적 유효량[0031]

의 실시형태 2에 따른 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올을 대상체에게

투여하는 단계; 또는 실시형태 3에 따른 약제학적 조성물을 대상체에게 투여하는 단계를 포함한다.

실시형태 10에서, 본 발명은 실시형태 5의 방법, 실시형태 6에 따른 용도, 또는 실시형태 7에 따른 용도를 위한[0032]

화합물, 또는 실시형태 8에 따른 용도를 위한 조합물에 관한 것으로서, 상기 암은 폐암, 흑색종, 신장암, 간암,

골수종, 전립선암, 유방암, 결장직장암, 췌장암, 두경부암, 항문암, 위-식도암, 갑상선암, 자궁경부암, 림프세

포증식 질환 또는 혈액암, T-세포 림프종, B-세포 림프종, 비-호지킨 림프종 또는 백혈병으로부터 선택된다.
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실시형태 11에서, 본 발명은 실시형태 5의 방법, 실시형태 6에 따른 용도, 또는 실시형태 7에 따른 용도를 위한[0033]

화합물, 또는 실시형태 8에 따른 용도를 위한 조합물에 관한 것으로서, 상기 암은 암종, 특히 폐암 및 더욱 구

체적으로 비-소세포 폐암이다.

실시형태 12에서, 본 발명은 실시형태 5, 10 또는 11의 방법, 실시형태 6, 10 또는 11에 따른 용도, 또는 실시[0034]

형태 9, 10 또는 11에 따른 용도를 위한 조합물에 관한 것으로서, 하나 이상의 면역치료제는 항-CTLA4 항체, 항

-PD-1 항체 및 항-PD-L1 항체로 구성된 군으로부터 선택된다.

실시형태 13에서, 본 발명은 실시형태 5, 10 또는 11의 방법, 실시형태 6, 10 또는 11에 따른 용도, 또는 실시[0035]

형태 9, 10 또는 11에 따른 용도를 위한 조합물에 관한 것으로서, 상기 면역치료제는 하기로 구성된 군으로부터

선택된다:  이필리무맙,  트레멜리무맙,  니볼루맙,  펨브롤리주맙,  피딜리주맙(CT-011),  AMP-224,  AMP-

514(MEDI0680-Medimmune),  MPDL3280A(Genentech  Roche),  MEDI4736,  MSB0010718C  (Merck  Serono),

YW243.55.S70 및 MDX-1105.

실시형태 14에서, 본 발명은 실시형태 5, 10 또는 11의 방법, 실시형태 6, 10 또는 11에 따른 용도, 또는 실시[0036]

형태 9, 10 또는 11에 따른 용도를 위한 조합물에 관한 것으로서, 상기 면역치료제는 항-PD-1 항체이다.

실시형태 14A에서, 본 발명은 실시형태 5, 10 또는 11의 방법, 실시형태 6, 10 또는 11에 따른 용도, 또는 실시[0037]

형태 9, 10 또는 11에 따른 용도를 위한 조합물에 관한 것으로서, 상기 면역치료제는 니볼루맙, 펨브롤리주맙,

피딜리주맙, MEDI0680(AMP514 Medimmune), AMP224(Medimmune), 및 US 2015/0210769)에 기재된 항체로부터 선택

되는 항-PD-1 항체이다.

실시형태 15에서, 본 발명은 실시형태 14에 따른 방법, 용도 또는 용도를 위한 조합물에 관한 것으로서, 상기[0038]

항-PD-1 항체는 하기를 포함한다:

(a) SEQ ID NO: 4의 VHCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 5의 VHCDR2 아미노산 서열, 및 SEQ ID NO: 3의 VHCDR3[0039]

아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 영역(VH); 및 SEQ ID NO: 13의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 14의

VLCDR2 아미노산 서열 및 SEQ ID NO: 15의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 경쇄 가변 영역(VL);

(b) SEQ ID NO: 1의 VHCDR1 아미노산 서열; SEQ ID NO: 2의 VHCDR2 아미노산 서열; 및 SEQ ID NO: 3의 VHCDR3[0040]

아미노산 서열을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 10의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 11의 VLCDR2 아미노산

서열 및 SEQ ID NO: 12의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VL;

(c) SEQ ID NO: 41의 VHCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 5의 VHCDR2 아미노산 서열, 및 SEQ ID NO: 3의 VHCDR3[0041]

아미노산 서열을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 13의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 14의 VLCDR2 아미노산

서열 및 SEQ ID NO: 15의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VL; 또는

(d) SEQ ID NO: 41의 VHCDR1 아미노산 서열; SEQ ID NO: 2의 VHCDR2 아미노산 서열; 및 SEQ ID NO: 3의 VHCDR3[0042]

아미노산 서열을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 10의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 11의 VLCDR2 아미노산

서열 및 SEQ ID NO: 12의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VL.

실시형태 16에서, 본 발명은 실시형태 14에 따른 방법, 용도 또는 용도를 위한 조합물에 관한 것으로서, 상기[0043]

항-PD-1은 SEQ ID NO: 6의 아미노산 서열을 포함하는 VH 및 SEQ ID NO: 20의 아미노산 서열을 포함하는 VL을

포함한다.

실시형태 17에서, 본 발명은 실시형태 14에 따른 방법, 용도 또는 용도를 위한 조합물에 관한 것으로서, 상기[0044]

항-PD-1 항체는 SEQ ID NO: 8의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 SEQ ID NO: 22의 아미노산 서열을 포함하는

경쇄를 포함한다.

실시형태 18에서, 본 발명은 실시형태 14에 따른 방법, 용도 또는 용도를 위한 조합물에 관한 것으로서, 상기[0045]

항-PD-1 항체는 SEQ ID NO: 6의 아미노산 서열을 포함하는 VH 및 SEQ ID NO: 16의 아미노산 서열을 포함하는

VL을 포함한다.

실시형태 19에서, 본 발명은 실시형태 14에 따른 방법, 용도 또는 용도를 위한 조합물에 관한 것으로서, 상기[0046]

항-PD-1 항체는 SEQ ID NO: 8의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 SEQ ID NO: 18의 아미노산 서열을 포함하는

경쇄를 포함한다.

실시형태 20에서, 본 발명은 실시형태 14 내지 19 중 어느 하나에 따른 방법, 용도 또는 용도를 위한 조합물에[0047]
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관한 것으로서, 상기 항-PD-1 항체 분자는 3주에 1회 약 300 mg의 용량으로 투여된다.

실시형태 21에서, 본 발명은 실시형태 14 내지 19 중 어느 하나에 따른 방법, 용도 또는 용도를 위한 조합물에[0048]

관한 것으로서, 상기 항-PD-1 항체 분자는 4주에 1회 약 400 mg의 용량으로 투여된다.

실시형태 22에서, 본 발명은 실시형태 5, 10 또는 11의 방법, 실시형태 6, 10 또는 11에 따른 용도, 또는 실시[0049]

형태 9, 10 또는 11에 따른 용도를 위한 조합물에 관한 것으로서, 상기 면역치료제는 항-PD-L1 항체이다.

실시형태 22A에서, 본 발명은 실시형태 22에 따른 방법, 용도 또는 용도를 위한 조합물에 관한 것으로서, 상기[0050]

항 PD-L1  항체 분자는 YW243.55.S70, MPDL3280A, MEDI-4736, MSB-0010718C, MDX-1105 및 US 2016/0108123에

기재된 항 PD-L1 항체로부터 선택된다.

실시형태 23에서, 본 발명은 실시형태 22에 따른 방법, 용도 또는 용도를 위한 조합물에 관한 것으로서, 상기[0051]

항 PD-L1 항체 분자는 하기를 포함한다:

(a) SEQ  ID  NO:  47의 VHCDR1  아미노산 서열, SEQ  ID  NO:  48의 VHCDR2  아미노산 서열; 및 SEQ ID NO: 46의[0052]

VHCDR3 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 영역(VH); 및 SEQ ID NO: 52의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO:

53의 VLCDR2 아미노산 서열 및 SEQ ID NO: 54의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 경쇄 가변 영역(VL);

(b)  SEQ  ID  NO:  44의 VHCDR1  아미노산 서열; SEQ  ID  NO:  45의 VHCDR2  아미노산 서열; 및 SEQ ID NO: 46의[0053]

VHCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 49의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 50의 VLCDR2 아

미노산 서열 및 SEQ ID NO: 51의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VL;

(c)  SEQ  ID  NO:  63의 VHCDR1  아미노산 서열, SEQ  ID  NO:  48의 VHCDR2  아미노산 서열, 및 SEQ ID NO: 46의[0054]

VHCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 52의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 53의 VLCDR2 아

미노산 서열 및 SEQ ID NO: 54의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VL; 또는

(d) SEQ  ID  NO:  63의 VHCDR1  아미노산 서열; SEQ  ID  NO:  45의 VHCDR2  아미노산 서열; 및 SEQ ID NO: 46의[0055]

VHCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 49의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 50의 VLCDR2 아

미노산 서열 및 SEQ ID NO: 51의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VL.

실시형태 24에서, 본 발명은 실시형태 22에 따른 방법, 용도 또는 용도를 위한 조합물에 관한 것으로서, 상기[0056]

항 PD-L1 항체 분자는 SEQ ID NO: 55의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 SEQ ID NO: 58의 아미노

산 서열을 포함하는 경쇄 가변 도메인을 포함한다.

실시형태 25에서, 본 발명은 실시형태 12 내지 24 중 어느 하나에 따른 방법, 용도 또는 용도를 위한 조합물에[0057]

관한 것으로서, 면역치료제는 단일 조성물로 함께 투여되거나 2가지 이상의 상이한 조성물 형태로 개별적으로

투여된다.

실시형태 26에서, 본 발명은 실시형태 12 내지 24 중 어느 하나에 따른 방법 방법, 용도 또는 용도를 위한 조합[0058]

물에  관한  것으로서,  상기  면역치료제는  화합물:  -(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-

1H-피라졸-4-올과 동시에, 그 전에, 또는 이후에 투여된다.

실시형태 27에서, 본 발명은 실시예 1에 따른 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-2-일)-1H-피[0059]

라졸-4-올의 제조 방법이다.

정의:[0060]

본 명세서에 사용된 바와 같이, 용어 암은 신체의 다른 부위로 침투하거나 퍼질 가능성이 있는 비정상적인 세포[0061]

성장과 관련된 질환 그룹을 지칭하는데 사용된다. 암은 종양 세포가 닮은 세포의 유형에 따라 분류되어, 종양의

기원으로 추정된다. 이 유형에는 암종, 육종, 림프종 및 백혈병, 생식 세포 종양 및 모세포종이 포함된다.

본 명세서에 사용된 바와 같이, 용어 암종은 상피 세포로부터 유래된 암을 지칭하는데 사용된다. 이 그룹에는[0062]

특히 고령자에서 가장 흔한 다수의 암이 포함되며, 유방, 전립선, 폐, 췌장 및 결장에서 발생하는 거의 모든 암

이 포함된다.

예를 들어, 용어 "암"은 고형 종양, 혈액 암(예를 들어, 백혈병, 림프종, 골수종, 예를 들어, 다발성 골수종)[0063]

및 전이성 병변을 포함하지만, 이에 한정되지 않는다. 일 실시형태에서, 암은 고형 종양이다. 고형 종양의 예는

악성종양, 예를 들어 육종 및 암종, 예를 들어 다양한 장기 시스템의 선암종, 예컨대 폐, 유방, 난소, 림프구,

위장(예를 들어, 결장), 항문, 생식기 및 비뇨 생식 기관(예를 들어, 신장, 요로 감염, 방광 세포, 전립선), 인
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두, CNS(예를 들어 뇌, 신경 또는 신경 교세포), 두경부, 피부(예를 들어, 흑색종), 췌장의 선암종 뿐만 아니라

악성종양, 예컨대 결장암, 직장 암, 신장 세포 암종, 간암, 비-소세포 폐암, 소장 암 및 식도암을 포함하는 선

암종을 포함한다. 암은 조기, 중기, 후기 또는 전이성 암으로 있을 수 있다.

일 실시형태에서, 암은 폐암(예를 들어, 비-소세포 폐암(NSCLC)(예를 들어, 편평 및/또는 비-편평 조직학을 갖[0064]

는 NSCLC 또는 NSCLC 선암종)), 흑색종(예를 들어, 진행성 흑색종), 신장 암(예컨대, 신장 세포 암종), 간암,

골수종(예를 들어, 다발성 골수종), 전립선 암, 유방암(예를 들어, 에스트로겐 수용체, 프로게스테론 수용체 또

는 Her2/neu 중 하나, 둘 또는 모두를 발현하지 않는 유방암, 예를 들어 삼중 음성 유방암), 결장 직장암, 췌장

암, 두경부암(예를 들어, 두경부 편평 세포암종(HNSCC), 항문암, 위-식도 암, 갑상선암, 자궁 경부암, 림프 증

식성 질환(예를 들어, 이식 후 림프 증식성 질환) 또는 혈액 암, T-세포 림프종, B-세포 림프종, 비-호지킨 림

프종 또는 백혈병(예를 들어, 골수성 백혈병 또는 림프성 백혈병)으로부터 선택된다.

또 다른 실시형태에서, 암은 예를 들어, 본 명세서에 기재된 암, 예컨대 폐암(편평상피암), 폐암(선암종), 두경[0065]

부암, 자궁경부암(편평상피암), 위암, 갑상선암, 흑색종, 비인두암(예를 들어, 분화 또는 미분화 전이 또는 국

소 재발 비인두 암종), 또는 유방암일 수 있다.

또 다른 실시형태에서, 암은 암종(예를 들어, 진행성 또는 전이성 암종), 흑색종 또는 폐암종, 예를 들어 비-소[0066]

세포 폐암종으로부터 선택된다.

일 실시형태에서, 암은 폐암, 예를 들어 비-소세포 폐암 또는 소세포 폐암이다.[0067]

본 명세서에 사용된 바와 같이, 용어 폐암(폐암 또는 폐암종으로도 알려져 있음)은 폐 조직에서 조절되지 않는[0068]

세포 성장을 특징으로 하는 악성 폐 종양을 지칭하는데 사용된다.

본 명세서에 사용된 바와 같이, 용어 비-소세포 폐암(NSCLC)은 소세포 폐암(SCLC) 이외의 임의의 유형의 폐암을[0069]

지칭하는데 사용된다.

본 명세서에 사용된 바와 같이, 용어 면역요법 치료는 종양 세포의 면역-매개된 파괴를 유도하도록 지정된 광범[0070]

위한 종류의 요법을 나타낸다. 상기 요법에서 면역치료제가 사용된다.

본 명세서에 사용된 바와 같이, 용어 면역치료제는 암의 면역요법 치료를 수행하는데 유용한 화합물, 예컨대 항[0071]

-CTLA4 항체, 예컨대 이필리무맙 및 트레멜리무맙, 항-PD-1 항체 예컨대 MDX-1106, MK3475, CT-011, AMP-224

또는  WO2015/112900에  기재된  항-PD-1  항체  분자;  및  항-PD-L1  항체  예컨대  MEDI4736,  MDX-1105  또는  US

2016/0108123에 기재된 항-PD-L1 항체로 구성된 군으로부터 선택된 제제를 지칭한다.

본 명세서에 사용된 바와 같이, 용어 "예정사 1" 또는 "PD-1"은 아이소폼, 포유동물, 예를 들어 인간 PD-1, 인[0072]

간 PD-1의 종 상동체 및 PD-1과 적어도 하나의 공통의 에피토프를 포함하는 유사체를 포함한다. PD-1, 예를 들

어  인간  PD-1의  아미노산  서열은  해당  분야,  예를  들어  문헌[Shinohara  T  등  (1994)  게놈학(enomics)

23(3):704-6]; 문헌[Finger LR, 등 유전자(Gene) (1997) 197(1-2):177-87]에 공지되어 있다.

본 명세서에 사용된 바와 같이, 용어 "예정사 리간드 1" 또는 "PD-L1"은 아이소폼, 포유동물, 예를 들어 인간[0073]

PD-L1, 인간 PD-1의 종 상동체 및 PD-L1과 적어도 하나의 공통의 에피토프를 포함하는 유사체를 포함한다. PD-

L1,  예를  들어  인간  PD-1의  아미노산  서열은  해당  분야,  예를  들어  문헌[Dong  등.  (1999)  Nat  Med.

5(12):1365-9]; 문헌[Freeman 등 (2000) J Exp Med. 192(7):1027-34)]에 공지되어 있다.

"단리된 형태"란 화합물이 생체내에서 대사적으로 형성될 때 통상적으로 동반되는 임의의 성분이 없다는 것을[0074]

의미한다. 예를 들어, 생체내에서 형성된 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민의 다른 대사물뿐만

아니라 혈청 성분과 같은 임의의 생물학적 물질이 없다. 적합하게는, 화합물은 정제되고 단리된 형태이다. "정

제된"이란 화합물이 편리하게는 75% 초과 순도, 보다 편리하게는 90% 초과 순도, 바람직하게는 95% 초과 순도,

가장 바람직하게는 98% 초과 순도인 것을 의미한다.

본 명세서에 사용된 바와 같이, 용어 "조합물"은 하나의 단위 투여형의 고정 조합물, 또는 화학식 I의 화합물과[0075]

조합 파트너(즉, 면역치료제)가 시간 간격 내에 개별적으로 또는 동시에 독립적으로, 특히 이들 시간 간격이 조

합 파트너가 협동적, 예를 들어 상승적 효과를 제시하도록 하는 경우, 투여될 수 있는 조합 투여를 지칭한다.

단일 성분은 키트 내에 또는 개별적으로 패키징될 수 있다. 성분(예를 들어 분말 또는 액체) 중 하나 또는 둘

다는 투여 전에 목적하는 용량으로 재구성되거나 희석될 수 있다.

본원에 사용된 용어 "동시-투여" 또는 "조합 투여" 등에는 선택된 조합 파트너를 그를 필요로 하는 단일 대상체[0076]

공개특허 10-2019-0115053

- 12 -



(예를 들어 환자)에게 투여하는 것을 포괄하려고 하며, 작용제가 반드시 동일한 투여 경로에 의해 또는 동시에

투여되지는 않는 것인 치료 요법을 포함하고자 한다.

용어 "약제학적 조합물" 및 "조합 생성물"은 상호교환적으로 사용되며, 하나의 단위 투여형의 고정된 조합물 또[0077]

는 비고정 조합 또는 병용 투여를 위한 부품 키트를 지칭하며, 여기서 2종 이상의 치료제가 시간 간격 내에 개

별적으로 또는 동시에 독립적으로 투여될 수 있고, 특히 이러한 시간 간격은 조합 파트너가 협동적, 예컨대 상

승적 효과를 나타낼 수 있게 한다. 용어 "고정 조합물"은 화학식 I의 화합물 및 조합 파트너(즉, 면역치료제)가

둘 다 단일 엔티티 또는 투여 형태로 환자에게 동시에 투여되는 것을 의미한다. 용어 "비-고정 조합물"은 화학

식 I의 화합물 및 조합 파트너(즉, 면역치료제)가 둘 다 개별 엔티티로서 동시에, 공동으로, 또는 특정 시간 제

한을 두지 않고 순차적으로 환자에게 투여되는 것을 의미하며, 여기서 이러한 투여는 환자의 신체에서 치료적

유효 수준의 2가지 화합물을 제공한다. 후자는 또한 칵테일 요법, 예를 들어 3가지 이상의 치료제의 투여에 적

용된다. 바람직한 실시형태에서, 약제학적 조합물은 비-고정 조합물이다.

용어 "병용 요법"은 본 명세서에 기술된 암을 치료하기 위한 2종 이상의 치료제의 투여를 지칭한다. 상기 투여[0078]

는 고정된 비율의 유효 성분들을 갖는 단일 캡슐에서와 같이, 실질적으로 동시적 방식으로 상기 치료제를 동시-

투여하는 것을 포함한다. 대안적으로, 상기 투여는 각각의 유효 성분을 위한 다수의 또는 개별적인 컨테이너(예

를 들어, 정제, 캡슐, 분말 및 액체)에서의 동시-투여를 포함한다. 분말 및/또는 액체는 투여하기 전에 원하는

용량으로 재구성되거나 희석될 수 있다. 또한, 이러한 투여는 또한, 대략 동일한 시간에 또는 상이한 시간에 각

유형의 치료제를 순차적인 방식으로 사용하는 것을 포괄한다. 어느 경우든, 치료 계획은 본 명세서에 기술된 병

태 또는 장애를 치료하는데 있어서 약물 조합의 유익한 효과를 제공할 것이다.

본 명세서에 사용된 바와 같이, 용어 "약제학적으로 허용가능한 염"은 본 발명의 화합물의 생물학적 유효성 및[0079]

특성(생물학적으로나 달리 바람직하지 않은 것이 아님)을 보유하는 염을 의미한다. 많은 경우, 본 발명의 화합

물은 아미노 및/또는 카르복실 기 또는 그와 유사한 기의 존재에 의해 산 및/또는 염기 염을 형성할 수 있다.

약제학적으로 허용가능한 산 부가염은 무기산 및 유기산, 예를 들어, 아세테이트, 아스파테이트, 벤조에이트,

베실레이트, 바이카보네이트/카보네이트, 바이설페이트/설페이트, 보레이트, 캄실레이트, 시트레이트, 에디실레

이트, 에실레이트, 포르메이트, 푸마레이트, 글루셉테이트, 글루코네이트, 글루쿠로네이트, 헥사플루오로포스페

이트,  히벤제이트,  하이드로클로라이드/클로라이드,  하이드로브로마이드/브로마이드,  하이드로요오다이드/요오

다이드, 이세티오네이트, 락테이트, 말레이트, 말레에이트, 말로네이트, 메실레이트, 메틸설페이트, 나프틸레이

트, 2-납실레이트, 니코티네이트, 니트레이트, 오로테이트, 옥살레이트, 팔미테이트, 파모에이트, 인산염/인산

수소/인산 이수소, 사카레이트, 스테아레이트, 숙시네이트, 타르트레이트, 토실레이트 및 트리플루오로아세테이

트 염에 의해 형성될 수 있다. 염이 유도될 수 있는 무기산은, 예를 들어 염화수소산, 브롬화수소산, 황산, 질

산  및  인산을  포함한다.  염이  유도될  수  있는  유기  산은  예를  들어,  아세트산,  프로피온산,  글리콜산,

피루브산, 옥살산, 말레산, 말론산, 석신산, 푸마르산, 타르타르산, 시트르산, 벤조산, 신남산, 만델산, 메탄설

폰산, 에탄설폰산, p-톨루엔설폰산, 및 살리실산을 포함한다. 약제학적으로 허용가능한 염기 부가 염은 무기 및

유기 염기로 형성될 수 있다. 염이 유도될 수 있는 무기 염기는 예를 들어 나트륨, 칼륨, 리튬, 암모늄, 칼슘,

마그네슘, 철, 아연, 구리, 망간, 및 알루미늄을 포함하며; 특히 바람직하게는 암모늄, 칼륨, 나트륨, 칼슘 및

마그네슘 염이다. 염이 유도될 수 있는 유기 염기는, 예를 들어 1차, 2차, 및 3차 아민, 천연적으로 존재하는

치환된 아민을 포함하는 치환된 아민, 사이클릭 아민 및 염기성 이온 교환 수지, 특히 예컨대 이소프로필아민,

트리메틸아민, 디에틸아민, 트리에틸아민, 트리프로필아민 및 에탄올아민을 포함한다. 본 발명의 약제학적으로

허용가능한 염은 통상적인 화학적 방법에 의해 모체 화합물, 염기성 또는 산성 모이어티로부터 합성될 수 있다.

일반적으로, 상기 염은 유리 산 형태의 이들 화합물을 화학량론적 양의 적절한 염기(예컨대 Na, Ca, Mg 또는 K

수산화물, 탄산염, 중탄산염 등)와 반응시키거나 또는 유리 염기 형태의 이들 화합물을 화학량론적 양의 적절한

산과 반응시킴으로써 제조될 수 있다. 상기 반응은 전형적으로 물 또는 유기 용매 중, 또는 둘의 혼합물 중에서

수행된다. 일반적으로 실행가능한 경우, 에테르, 에틸 아세테이트, 에탄올, 이소프로판올 또는 아세토니트릴과

같은 비-수성 매질이 바람직하다. 추가의 적합한 염의 목록은, 예를 들어 문헌["Remington's Pharmaceutical

Sciences",  20th  ed.,  Mack  Publishing  Company,  Easton,  Pa.,  (1985)];  및  문헌["Handbook  of

Pharmaceutical  Salts:  Properties,  Selection,  and  Use"  by  Stahl  and  Wermuth  (Wiley-VCH,  Weinheim,

Germany, 2002)]에서 찾을 수 있다.

본 발명은 본 발명의 약제학적으로 허용가능한 모든 동위원소-표지된 화합물, 즉 제1 내지 제17 실시형태의 화[0080]

합물을 포함하며, 여기서 (1) 하나 이상의 원자는 동일한 원자 수를 갖지만 자연적으로 통상 발견되는 원자 질

량 또는 질량 수와 다른 원자 질량 또는 원자 수를 갖는 원자에 의해 대체되며, 및/또는 (2) 하나 이상의 원자
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의 동위원소 비율이 자연 발생 비와 상이하다.

본 발명의 화합물에 포함시키기에 적합한 동위원소의 예는 수소 동위원소, 예컨대 
2
H 및 

3
H, 탄소, 예컨대 

11
C,[0081]

13
C 및 

14
C, 염소, 예컨대 

36
Cl, 불소, 예컨대 

18
F, 요오드, 예컨대 

123
I 및 

125
I, 질소, 예컨대 

13
N 및 

15
N, 산소,

예컨대 
15
O, 

17
O 및 

18
O, 인, 예컨대 

32
P, 및 황, 예컨대 

35
S를 포함한다.

제1 내지 제17 실시형태의 특정 동위원소-표지된 화합물, 예를 들어, 방사성 동위원소를 포함하는 화합물은 약[0082]

물 및/또는 기질 조직 분포 연구에 유용하다. 방사성 동위원소인 삼중 수소, 즉 
3
H, 및 탄소-14, 즉 

14
C는 이들

의 혼입의 용이성 및 쉽게 이용할 수 있는 감지 수단이라는 관점에서 이 목적에 특히 유용하다.

보다 무거운 동위원소, 예컨대 중수소, 즉, 
2
H에 의한 치환은 더 큰 대사 안정성, 예를 들어 증가된 생체내 반[0083]

감기 또는 감소된 투여량 요건으로 인한 특정한 치료적 장점을 제공할 수 있으며, 따라서 일부 상황에서는 바람

직할 수 있다. 제1 내지 제17 실시형태의 특정 화합물에서, 잔기 R9 또는 R8 및 R9의 조합에 의해 형성된 고리는

생체내에서 화합물의 대사 안정성을 개선시키기 위해 하나 이상의 중수소 원자를 포함할 수 있다.

양전자 방출 동위원소, 예컨대 
11
C, 

18
F,

 15
O 및 

13
N에 의한 치환은 기질 수용체 점유를 검사하는 양전자 방출 단[0084]

층촬영(PET) 연구에 유용할 수 있다.

제1 내지 제17 실시형태의 동위원소-표지된 화합물은 일반적으로 당업자에게 알려진 통상의 기법에 의하거나 첨[0085]

부된 실시예 및 제조에 기술된 것과 유사한 공정에 의해 적절한 동위원소-표지 시약을 이전에 이용된 비-표지

시약 대신 사용하여 제조될 수 있다.

본 발명에 따른 약제학적으로 허용가능한 용매화물은 결정화의 용매가 동위원소로 치환될 수 있는 것, 예를 들[0086]

어, D2O, d6-아세톤, d6-DMSO를 포함한다.

본원에서 사용되는 바와 같이, "약제학적으로 허용가능한 담체"라는 용어는 일체의 용매, 분산 매질, 코팅제,[0087]

계면활성제, 산화방지제, 보존제(예를 들어, 항균제, 항진균제), 등장제, 흡수 지연제, 염, 보존제, 약물, 약물

안정제, 결합제, 부형제, 붕해제, 활택제, 감미제, 착향제, 염료, 예를 들어 당업자에게 공지된 바와 같은 물질

및 이들의 조합을 포함한다(예를 들어, 문헌[Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Ed. Mack Printing

Company, 1990, pp. 1289-1329] 참조). 임의의 통상적인 담체가 활성 성분과 비상용성이지 않다면, 치료 조성물

또는 약제학적 조성물에서의 사용이 고려된다.

본 발명의 화합물의 "치료적 유효량"이란 용어는 대상체의 생물학적 또는 의학적 반응, 예를 들어 효소 또는 단[0088]

백질 활성의 감소 또는 억제를 유도하거나, 증상을 경감시키거나, 병태를 완화시키거나, 질병의 진행을 늦추거

나 지연시키거나, 질병을 예방할 본 발명의 화합물의 양을 지칭한다. 하나의 비-제한적 실시형태에서, 용어 "치

료적 유효량"은 대상체에 투여될때 (1) (i) 그의 아데노신 A2a 수용체에 의해 매개되는, 또는 (ⅱ) 아데노신 또

는 아데노신 A2a 수용체의 활성과 관련된, 또는 (iii) 아데노신 A2a 수용체의 비정상 활성을 특징으로 하는 질

환 또는 장애, 또는 병태를 적어도 부분적으로 경감, 억제, 예방 및/또는 개선하거나; 또는 (2) 그의 아데노신

A2a 수용체의 활성을 감소 또는 억제하는데 효과적인 본 발명의 화합물의 양을 지칭한다. 또 다른 비-제한적인

실시형태에서, 용어 "치료적 유효량"은 세포, 또는 조직, 또는 비-세포 생물학적 물질 또는 배지에 투여될 때,

A2a 수용체의 활성을 적어도 부분적으로 감소 또는 억제하거나; A2a 수용체의 발현을 적어도 부분적으로 감소 또

는 억제하는데 효과적인 화학식 I의 화합물의 양을 지칭한다.

본 명세서에 사용되는 바와 같이, 용어 "대상체"는 동물을 지칭한다. 바람직하게는, 동물은 포유류이다. 또한,[0089]

대상체는 예를 들어, 영장류(예를 들어, 인간), 소, 양, 염소, 말, 개, 고양이, 토끼, 랫트, 마우스, 어류, 조

류 등을 지칭한다. 바람직한 실시형태에서, 대상체는 인간이다.

본 명세서에 사용되는 바와 같이, "저해" 또는 "저해하는"이라는 용어는 주어진 병태, 증상, 또는 장애, 또는[0090]

질환의 감소 또는 억제, 또는 생물학적 활성 또는 과정의 기준선 활성의 유의한 감소를 지칭한다.

본 명세서에 사용되는 바와 같이, 임의의 질병 또는 장애에 대한 용어 "치료하는" 또는 "치료"는, 일 구현예에[0091]

서, 질병 또는 장애를 호전시키는 것(즉, 질병 또는 이의 임상적 증상 중 적어도 하나의 발달을 둔화 또는 정지

또는 감소시키는 것)을 지칭한다. 또 다른 실시형태에서, "치료하는" 또는 "치료"는 환자가 식별하지 못할 수도

있는 것을 비롯하여 적어도 하나의 신체 파라미터를 완화시키거나 개선시키는 것을 지칭한다. 또 다른 실시형태
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에서, "치료하는" 또는 "치료"는 물리적으로(예를 들어, 식별가능한 증상의 안정화), 생리적으로(예를 들어, 물

리적 매개변수의 안정화) 또는 둘 모두로 질환 또는 질병을 조절하는 것을 지칭한다. 또 다른 실시형태에서, "

치료하는" 또는 "치료"는 질환 또는 장애의 발병 또는 발달 또는 진행을 예방 또는 지연시키는 것을 지칭한다.

본 명세서에서 사용되는 바와 같이, 단수 형태 및 본 발명의 내용에서 사용된 유사한 용어(특히 청구항의 문맥[0092]

에서)는 달리 명시되지 않는 한 또는 문맥에 의해 명확하게 모순되지 않는 한, 단수 및 복수를 모두 포함하는

것으로 해석되어야 한다.

본 설명에 기술된 모든 방법은 본 설명에서 달리 지시되지 않는 한 또는 맥락에 의해 명백하게 달리 모순되지[0093]

않는 한, 임의의 적합한 순서로 수행될 수 있다. 본 설명에 제공된 모든 예, 또는 예시적인 언어(예를 들어, "~

와 같은")의 사용은 단지 본 발명을 더 잘 설명하고자 한 것으로, 달리 청구된 본 발명의 범위를 제한하지 않는

다.

본 발명의 화합물은 유리 형태, 이의 염, 또는 이의 전구약물 유도체로서 수득된다.[0094]

본 발명은 또한, 생체내에서 본 발명의 화합물로 전환되는 본 발명의 화합물의 전구약물을 제공한다. 전구약물[0095]

은 대상체에 전구약물의 투여 후 가수분해, 대사 등과 같은 생체내 생리적 활동을 통해 이 발명의 화합물로 화

학적으로 변형되는 활성 또는 비활성 화합물이다. 전구약물의 제조 및 사용에 관련된 적합성 및 기술은 당업자

에게 잘 알려져 있다. 전구약물은 개념상 생물전구체 전구약물 및 담체 전구약물의 두 비-배타적인 카테고리로

분류될  수  있다.  The  Practice  of  Medicinal  Chemistry,  Ch.  31-32  (Ed.  Wermuth,  Academic  Press,  San

Diego, Calif., 2001)를 참고한다. 일반적으로, 생물전구체 전구약물은 상응하는 활성 약물 화합물과 비교하여

낮은 활성을 갖거나 비활성인 화합물로, 하나 이상의 보호기를 포함하고 대사 또는 가용매분해에 의해 활성 형

태로 전환된다. 활성 약물 형태 및 임의의 방출된 대사 산물 둘 다 허용 가능한 낮은 독성을 가져야 할 것이다.

담체 전구약물은 수송 모이어티를 포함하는, 예를 들어 작용 부위(들)로의 흡수 및/또는 국소적 전달을 개선하[0096]

는 약물 화합물이다. 이러한 담체 전구약물에 바람직하게는, 약물 모이어티와 수송 모이어티 사이의 연결이 공

유 결합이고, 전구약물은 약물 화합물보다 덜 활성이거나 비활성이고, 임의의 방출된 수송 모이어티는 허용 가

능한 비-독성이다. 수송 모이어티가 흡수를 향상시키고자 하는 전구약물에서는, 전형적으로 수송 모이어티의 방

출이 신속하여야 할 것이다. 다른 경우에는, 느린 방출을 제공하는 모이어티, 예를 들어, 특정 폴리머 또는 다

른 모이어티, 예를 들어, 사이클로덱스트린을 이용하는 것이 바람직하다. 담체 전구약물은, 예를 들어, 다음 특

성 중 하나 이상을 개선하기 위해 사용될 수 있다: 친유성 증가, 약리학적 작용의 지속 시간 증가, 부위-특이성

증가, 독성 및 유해 반응 저하, 및/또는 약물 제형화의 개선(예를 들어, 안정성, 수용성, 원치 않는 관능적 또

는 물리화학적 특성의 억제). 예를 들어, 친유성은 친유성 카르복실산(예를 들어, 적어도 하나의 친유성 모이어

티를 갖는 카르복실산)으로 수산기를 에스테르화함으로써 증가될 수 있다.

예시적인 전구약물은 예를 들어, 알코올 또는 아릴알콜의 O-아실 유도체이다. 생리학적 조건 하에서 가용매분해[0097]

에 의해 전환가능한 약제학적으로 허용가능한 에스테르 유도체가 바람직하다. 또한, 아민은 생체내 에스테라아

제에 의해 절단되어 유리 약물 및 포름알데히드를 방출하는 아릴카르보닐옥시메틸 치환된 유도체로서 마스킹된

다(Bundgaard, J. Med. Chem. 2503 (1989)). Chem. 2503(1989] 참조)). 더욱이, 이미다졸, 이미드, 인돌 등과

같이 산성 NH 기를 포함하는 약물은 N-아실옥시메틸기로 마스킹된다(Bundgaard, Design of Prodrugs, Elsevier

(1985)). 하이드록시 기는 에스테르 및 에테르로 마스킹되었다. EP 039,051(Sloan and Little)은 만니히-염기

하이드록삼산 전구약물, 이의 제조 및 용도를 개시한다.

나아가, 그의 염을 포함한, 본 발명의 화합물은 또한, 그의 수화물의 형태로 수득될 수 있거나, 그의 결정화에[0098]

사용되는 다른 용매를 포함할 수 있다.

약제학적 조성물, 조합, 투여용량 및 투여[0099]

또 다른 양태에서, 본 발명은 본 발명의 화합물, 및 담체, 예를 들어 약제학적으로 허용가능한 담체를 포함하는[0100]

약제학적  조성물을  제공한다.  약제학적  조성물은  경구  투여,  안과  투여(예를  들어,  국소  투여,  유리체강내

주사, 임플란트(유리체내형, 경공막내, 서브-테논(sub-Tenon) 등, 데포 등을 포함함) 및 비경구 투여 등과 같은

특정 투여 경로를 위해 제형화될 수 있다. 또한, 본 발명의 약제학적 조성물은 캡슐, 정제, 환제, 과립제, 산제

또는 좌제를 포함하는 고체 형태, 또는 용액, 현탁액 또는 에멀젼을 포함하는 액체 형태로 만들어질 수 있다.

약제학적 조성물은 멸균과 같은 통상적인 약제학적 조작을 거칠 수 있고/있거나 통상의 불활성 희석제, 윤활제

또는 완충제 뿐만 아니라 보조제, 예컨대 방부제, 안정화제, 습윤제, 유화제 및 완충제 등을 함유할 수 있다.
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전형적으로, 약제학적 조성물은 활성 성분을:[0101]

a) 희석제, 예를 들어, 락토스, 덱스트로스, 수크로스, 만니톨, 소르비톨, 셀룰로스 및/또는 글리신;[0102]

b)  윤활제,  예를  들어 실리카,  활석,  스테아르산,  그의 마그네슘 또는 칼슘 염 및/또는 폴리에틸렌글리콜;[0103]

또한, 정제용

c) 결합제, 예를 들어 마그네슘 알루미늄 실리케이트, 전분 페이스트, 젤라틴, 트라가칸트, 메틸셀룰로스, 소듐[0104]

카르복시메틸셀룰로스 및/또는 폴리비닐피롤리돈; 원할 경우

d) 붕해제, 예를 들어, 전분, 한천, 알긴산 또는 그의 나트륨 염, 또는 발포성 혼합물; 및/또는[0105]

e) 흡수제, 착색제, 향료 및 감미료[0106]

와 함께 포함하는 정제 및 젤라틴 캡슐이다.[0107]

정제는 당 업계에 공지된 방법에 따라 필름 코팅되거나 장용 코팅될 수 있다.[0108]

경구 투여에 적합한 조성물은 정제, 로젠지제, 수성 또는 유성 현탁제, 분산성 분말 또는 과립제, 유제, 경질[0109]

또는 연질 캡슐, 또는 시럽 또는 엘릭서의 형태로 본 발명의 화합물의 유효량을 포함한다. 경구용 조성물은 약

제학적 조성물의 제조를 위한 당 업계에 공지된 임의의 방법에 따라 제조되며, 상기 조성물은 약제학적으로 보

기 좋고 맛 좋은 제제를 제공하기 위해 감미제, 향료, 착색제 및 보존제로 구성된 그룹으로부터 선택되는 하나

이상의 제제를 함유할 수 있다. 정제는 활성 성분을 정제의 제조에 적합한 제약상 허용가능한 무독성 부형제와

의 혼합물로 함유한다. 상기 부형제는, 예를 들어, 불활성 희석제, 예컨대 탄산 칼슘, 탄산나트륨, 락토스, 인

산 칼슘 또는 인산 나트륨;  과립화제 및 붕해제, 예를 들어, 옥수수 전분 또는 알긴산; 결합제, 예를 들어

전분, 젤라틴 또는 아카시아; 및 윤활제, 예를 들어 마그네슘 스테아레이트, 스테아르 산 또는 탈크이다. 정제

는 코팅되지 않거나, 또는 위장관에서의 붕해 및 흡수를 지연시키기 위해 공지의 기술에 의해 코팅되어, 장기간

에 걸쳐 지속적인 작용을 제공한다. 예를 들어, 글리세릴 모노스테아레이트 또는 글리세릴 디스테아레이트와 같

은 시간 지연 물질이 사용될 수 있다. 경구용 제형은 활성 성분이 불활성 고체 희석제, 예를 들어 탄산 칼슘,

인산 칼슘 또는 카올린과 혼합된 경질 젤라틴 캡슐로서, 또는 활성 성분이 물 또는 오일 매질, 예를 들어 땅콩

유, 액체 파라핀 또는 올리브유와 혼합된 연질 젤라틴 캡슐로서 제공될 수 있다.

특정 주사 조성물은 수성 등장 용액 또는 현탁액이며, 좌제는 지방 에멀젼 또는 현탁액으로부터 유리하게 제조[0110]

된다. 상기 조성물은 멸균될 수 있고/있거나 보존제, 안정화제, 습윤제 또는 유화제, 용액 촉진제, 삼투압 조절

용 염 및/또는 완충제와 같은 보조제를 함유할 수 있다. 또한, 상기 조성물은 기타 치료적으로 가치가 큰 물질

을 함유할 수도 있다. 상기 조성물은 각각 통상적인 혼합, 과립화 또는 코팅 방법에 따라 제조되며, 약 0.1 내

지 75%의 활성 성분을 함유하거나 약 1 내지 50%의 활성 성분을 함유한다.

특정 주사 조성물은 안구내, 눈 주위, 결막 아래 및/또는 서브-테논 투여에 적합한 안구 임플란트 및 안구 데포[0111]

제제를 포함한다. 통상적인 주사가능한 조성물은 생체적합성 또는 생분해성 중합체 물질과 조합하여 제1 내지

제17 실시형태의 화합물을 포함한다.

본 발명은 추가로 활성 성분으로서 본 발명의 화합물을 포함하는 무수 약제학적 조성물 및 제형을 제공하는데,[0112]

물은 특정 화합물의 분해를 용이하게 할 수 있기 때문이다. 본 발명의 무수 약제학적 조성물 및 제형은 무수 또

는 낮은 수분 함유 성분을 사용하여, 그리고 낮은 수분 또는 낮은 습도 조건을 사용하여 제조될 수 있다. 무수

약제학적  조성물은  이의  무수  성질이  유지되도록  제조  및  저장될  수  있다.  따라서,  무수  조성물은

바람직하게는, 이들이 적합한 처방 키트에 포함될 수 있도록 물에 대한 노출을 방지하는 것으로 알려진 재료를

사용하여 포장된다. 적합한 포장의 예는 완전 밀봉된 포일, 플라스틱, 단위 용량 용기(예를 들어, 바이알), 블

리스터 팩, 및 스트립 팩을 포함하지만, 이에 제한되지 않는다.

본 발명은 추가로, 활성 성분으로서 본 발명의 화합물을 분해하는 속도를 감소시키는 하나 이상의 물질을 포함[0113]

하는 약제학적 조성물 및 제형을 제공한다. 본원에서 "안정화제"로서 언급되는 이러한 물질은 아스코르브산과

같은 항산화제, pH 완충제, 또는 염 완충제 등을 포함하지만, 이에 제한되지 않는다.

바람직한 실시형태에서,  암 치료에 사용하기 위한,  1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-[0114]

1H-피라졸-4-올, 또는 약제학적으로 허용가능한 염은 비경구 또는 경구 경로에 의한, 바람직하게는 경구 경로에

의한 투여를 위한 것이다.

본 발명의 약제학적 조성물 또는 조합물은 약 50 내지 70 kg의 대상체의 경우, 약 1 내지 1000 mg의 활성 성분[0115]
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(들), 또는 약 1 내지 500 mg 또는 약 1 내지 250 mg 또는 약 1 내지 150 mg 또는 약 0.5 내지 100 mg, 또는

약 1 내지 50 mg의 활성 성분의 단위 투여량으로 존재할 수 있다. 화합물, 약제학적 조성물 또는 이들의 조합물

의 치료적 유효 투여량은 치료받는 대상체의 종, 체중, 연령 및 개별 상태, 치료되는 장애 또는 질환 또는 이의

중증도에 의존한다. 통상의 지식을 가진 의사, 임상의 또는 수의사는 장애 또는 질병의 예방, 치료 또는 이의

진행의 억제에 필수적인 활성 성분 각각의 유효량을 용이하게 결정할 수 있다.

위에 언급된 투여량 특성은 유리하게도 포유동물, 예컨대, 마우스, 랫트, 개, 원숭이 또는 분리된 기관, 조직[0116]

및 이의 표본을 이용한 시험관내 및 생체내 시험에서 증명할 수 있다. 본 발명의 화합물은 시험관내에서 용액,

예를 들어 바람직하게는, 수성 용액의 형태로, 및 생체내에서 장용으로, 비경구적으로, 유리하게는 정맥내로,

예를 들어 현탁액 또는 수성 용액으로 적용될 수 있다. 시험관내 투여량은 약 10
-3
몰 내지 10

-9
몰 농도의 범위일

수 있다. 생체내에서 치료적으로 유효한 양은 투여 경로에 따라 약 0.1 내지 500 mg/kg 또는 약 1 내지 100

mg/kg의 범위일 수 있다.

다른 실시형태에서, 제1 내지 제17 실시형태에 따른 적어도 하나의 화합물 및 적어도 하나의 담체를 포함하는[0117]

약제학적 조성물이 제공된다.

치료 키트[0118]

일 구현예에서, 본 발명은 둘 이상의 개별적인 약제학적 조성물을 포함하는 키트를 제공하며, 이 중 적어도 하[0119]

나는 화학식 (I)의 화합물을 함유한다. 일 구현예에서, 키트는 상기 조성물들을 개별적으로 보유하는 수단, 예

컨대 컨테이너, 분할 병 또는 분할 포일 패킷을 포함한다. 상기 키트의 예로는 정제, 캡슐 등의 포장에 전형적

으로 사용되는 블리스터 팩(blister pack)이 있다.

본 발명의 키트는 상이한 투여 형태, 예를 들어, 경구 및 비경구 투여 형태를 투여하기 위해, 상이한 투여 간격[0120]

으로 개별 조성물을 투여하기 위해, 또는 서로에 대해 개별적인 조성물을 적정하기 위해 사용될 수 있다. 순응

성을 돕기 위해, 본 발명의 키트는 전형적으로 투여 지침을 포함한다.

본 발명의 조합 요법에서, 화학식 I의 화합물 및 다른 면역치료제는 동일하거나 상이한 제조자에 의해 제조 및/[0121]

또는 제형화될 수 있다. 나아가, 본 발명의 화합물 및 다른 치료제는 (i) 의사에게 조합 제품을 배포하기 이전

에(예를 들어 본 발명의 화합물 및 다른 치료제를 포함하는 키트의 경우에); (ii) 투여 직전에 의사 자신에 의

해(또는 의사의 지도 하에); (iii) 환자 자신에 의해, 예를 들어 본 발명의 화합물 및 다른 치료제를 순차적으

로 투여하는 동안, 병용 요법으로 합해질 수 있다.

따라서, 본 발명은 암 치료를 위한, 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올,[0122]

또는 이의 약제학적으로 허용가능한 염의 용도를 제공하며, 상기 약제는 다른 면역치료제와 함께 투여하기 위해

제조된다. 본 발명은 또한 암 치료를 위한, 면역치료제의 용도를 제공하며, 상기 약제는 1-(4-아미노-5-브로모-

6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올, 또는 이의 약제학적으로 허용가능한 염과 함께 투여된다.

본 발명은 또한, 암 치료방법에 사용하기 위한, 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피[0123]

라졸-4-올, 또는 이의 약제학적으로 허용가능한 염을 제공하며, 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리

미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올은 또 다른 면역치료제와 함께 투여하기 위해 제조된다. 본 발명은 또한, 암 치료방

법에 사용하기 위한 또 다른 면역치료제를 제공하며, 다른 면역치료제는 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-

일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올과 함께 투여하기 위해 제조된다. 본 발명은 또한, 암 치료방법에 사용하기

위한,  1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올을 제공하며,  1-(4-아미노-5-브

로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올은 또 다른 면역치료제와 함께 투여된다. 본 발명은 또

한, 암 치료방법에 사용하기 위한 또 다른 면역치료제를 제공하며, 다른 치료제는 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-

피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올과 함께 투여된다.

본 발명은 또한 암 치료를 위한, 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올의 용[0124]

도를 제공하며, 환자는 이전에(예를 들어, 24시간 이내에) 또 다른 면역치료제로 치료를 받았다. 본 발명은 또

한 암 치료를 위한, 또 다른 면역치료제의 용도를 제공하며, 환자는 이전에(예를 들어, 24시간 이내에) 1-(4-아

미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올; 또는 이의 약제학적으로 허용가능한 염으로

치료를 받았다.

병용 요법[0125]

일 실시형태에서, 약제학적 조합물(또는 조합 생성물)은 화학식 I의 화합물 또는 이의 약제학적으로 허용가능한[0126]
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염 또는 공-결정, 및 항-CTLA4 항체, 예컨대 이필리무맙 및 트레멜리무맙, 항-PD-1 항체, 예컨대 MDX-1106(니볼

루맙),  MK3475(펨브롤리주맙),  CT-011(피딜리주맙),  AMP-224,  AMP-514(MEDI0680  Medimmune)  또는

WO2015/112900(US2015/0210769)에 기재된 항-PD-1 항체 분자; 및 항-PD-L1 항체, 예컨대 MPDL3280A, MEDI4736,

MSB0010718C(Merch  Sorono),  YW243.55.S70,  MDX-1105  또는 표제 "PD-L1에 대한 항체 분자 및 이의 용도"의

2015년 10월 13일자 US 2016/0108123호에 기재된 항-PD-L1 항체 분자로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상의

면역치료제를 포함한다.

조합 생성물의 성분은 동일한 제형, 또는 개별적인 제형으로 존재한다.[0127]

바람직한  실시형태에서,  조합  생성물은  화학식  I의  화합물  또는  이의  약제학적으로  허용가능한  염  또는[0128]

공-결정, 및 암의 치료, 특히 암의 면역요법 치료에 유용한 하나 이상의 면역치료제를 포함하며, 상기 제제는

항-PD-1PD-1 항체, 예컨대 MDX-1106, MK3475, CT-011, AMP-224 또는 WO2015/112900(US2015/0210769)에 기재된

항-PD-1 항체 분자; 및 항-PD-L1 항체, 예컨대 MPDL3280A, MEDI4736, MDX-1105 또는 US 2016/0108123에 개시된

항-PD-L1 항체 분자로 구성된 군으로부터 선택된다.

항 PD-1 항체 분자의 예[0129]

바람직한 실시형태에서, 상기 조합 생성물은 화학식 I의 화합물 또는 이의 약제학적으로 허용가능한 염 또는 공[0130]

-결정, 및 항-PD-1 항체 분자, 예컨대 본 명세서에 기재된 것들을 포함한다.

PD-1은 예를 들어 활성화된 CD4
+
 및 CD8

+
 T 세포, Tregs 및 B 세포 상에서 발현되는 CD28/CTLA-4 과 구성원이다.[0131]

그것은 이펙터 T 세포 신호전달 및 기능을 음성으로 조절한다. PD-1은 종양-침윤 T 세포 상에서 유도되며, 기능

적 소진 또는 기능이상을 초래할 수 있다(문헌[Keir et al. (2008) Annu. Rev. Immunol. 26:677-704; Pardoll

등 (2012) Nat Rev Cancer 12(4):252-64). PD-1은 그의 2개의 리간드, 예정사-리간드 1(PD-L1) 또는 예정사-리

간드 2(PD-L2) 중 어느 하나로의 결합시에 공동억제 신호를 전달한다. PD-L1은 T 세포, 자연 살해(NK) 세포, 대

식구, 수지상 세포(DC), B 세포, 상피 세포, 혈관 내피 세포 및 많은 유형의 종양을 포함하는 다수의 세포 유형

상에서 발현된다. 쥐 및 인간 종양 상에서의 PD-L1의 높은 발현은 다양한 암에서의 불량한 임상 결과와 연관되

어  왔다(문헌[Keir  등  (2008)  Annu.  Rev.  Immunol.  26:677-704;  Pardoll  등  (2012)  Nat  Rev  Cancer

12(4):252-64). PD-L2는 수지상 세포, 대식구 및 일부 종양 상에서 발현된다. PD-1 경로의 차단은 암 면역요법

을 위해 예비-임상적으로, 그리고 임상적으로 입증되었다. 예비임상 및 임상 연구 둘 모두에 의해, 항-PD-1 차

단이 이펙터 T 세포의 활성을 복구시킬 수 있으며, 강력한 항-종양 반응을 초래하는 것이 입증되었다. 예를 들

어 PD-1 경로의 차단은 소진된/기능이상 이펙터 T 세포 기능(예를 들어 증식, IFN-g 분비 또는 세포용해 기능)

을 복구시키고/거나 Treg 세포 기능을 억제할 수 있다(문헌[Keir 등 (2008) Annu. Rev. Immunol. 26:677-704;

Pardoll 등 (2012) Nat Rev Cancer 12(4):252-64). PD-1 경로의 차단은 항체, 이의 항원 결합 단편, 면역부착

소(immunoadhesin), 융합 단백질, 또는 PD-1, PD-L1 및/또는 PD-L2의 올리고펩타이드에 의해 수행될 수 있다.

일 실시형태에서, PD-1 억제제는 항-PD-1 항체 분자이다. 일 실시형태에서, PD-1 억제제는 전문이 참조로 포함[0132]

되는 표제 "Pd-1에 대한 항체 분자 및 이의 용도"의 2015년 7월 30일자 공개된 US 2015/0210769호에 기재된 바

와 같은 항-PD-1 항체 분자이다.

일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 표 A에 기재된 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로부[0133]

터의 (예를 들어, 표 A에 개시된 BAP049-클론-E 또는 BAP049-클론-B의 중쇄 및 경쇄 가변 영역 서열로부터의),

또는 표 A에 개시된 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩된 적어도 1, 2, 3, 4, 5, 또는 6개의 상보성 결정 영역

(CDRs)(또는 집합적으로 모든 CDR)을 포함한다. 일부 실시형태에서, CDR은 Kabat 정의(예를 들어, 표 A에 제시

된 바와 같음)에 따른다. 일부 실시형태에서, CDR은 Chothia 정의(예를 들어, 표 A에 제시된 바와 같음)에 따른

다. 일부 실시형태에서, CDR은 Kabat 및 Chothia 둘다의 CDR 정의(예를 들어, 표 A에 제시된 바와 같음)에 따른

다. 일 실시형태에서, VH CDR1의 Kabat 및 Chothia CDR의 조합은 아미노산 서열 GYTFTTYWMH(SEQ ID NO: 41)을

포함한다. 일 실시형태에서, CDR 중 하나 이상(또는 집합적으로 모든 CDR)은 표 A에 나타내거나, 표 A에 나타낸

뉴클레오타이드 서열에 의해 인코딩되는 아미노산 서열에 비하여, 1, 2, 3, 4, 5, 6개 이상의 변경, 예를 들어

아미노산 치환(예를 들어, 보존적 아미노산 치환) 또는 결실을 갖는다.

일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 SEQ ID NO: 1의 VHCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 2의 VHCDR2 아미노[0134]

산 서열;  및 SEQ  ID  NO:  3의 VHCDR3  아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 영역(VH);  및 SEQ  ID  NO:  10의

VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 11의 VLCDR2 아미노산 서열 및 SEQ ID NO: 12의 VLCDR3 아미노산 서열을 포
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함하는 경쇄 가변 영역(VL)을 포함하며, 각각은 표 A에 개시되어 있다.

일 실시형태에서, 항체 분자는 SEQ ID NO: 24의 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 VHCDR1; SEQ ID NO: 25의[0135]

뉴클레오타이드  서열에  의해  코딩되는  VHCDR2;  및  SEQ  ID  NO:  26의  뉴클레오타이드  서열에  의해  코딩되는

VHCDR3을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 29의 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 VLCDR1, SEQ ID NO: 30의 뉴

클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 VLCDR2 및 SEQ ID NO: 31의 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 VLCDR3을

포함하는 VL을 포함하며, 각각은 표 A에 개시되어 있다.

일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 SEQ ID NO: 6의 아미노산 서열, 또는 SEQ ID NO: 6에 대하여 적어도[0136]

85%, 90%, 95%, 또는 99% 동일하거나 그 이상인 아미노산 서열을 포함하는 VH를 포함한다. 일 실시형태에서, 항

-PD-1 항체 분자는 SEQ ID NO: 20의 아미노산 서열, 또는 SEQ ID NO: 20에 대하여 적어도 85%, 90%, 95%, 또는

99% 동일하거나 그 이상인 아미노산 서열을 포함하는 VL을 포함한다. 일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는

SEQ ID NO: 16의 아미노산 서열, 또는 SEQ ID NO: 16에 대하여 적어도 85%, 90%, 95%, 또는 99% 동일하거나 그

이상인 아미노산 서열을 포함하는 VL을 포함한다. 일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 SEQ ID NO: 6의 아미

노산 서열을 포함하는 VH 및 SEQ ID NO: 20의 아미노산 서열을 포함하는 VL을 포함한다. 일 실시형태에서, 항-

PD-1 항체 분자는 SEQ ID NO: 6의 아미노산 서열을 포함하는 VH 및 SEQ ID NO: 16의 아미노산 서열을 포함하는

VL을 포함한다.

일 실시형태에서, 항체 분자는 SEQ ID NO: 7의 뉴클레오타이드 서열, 또는 SEQ ID NO: 7에 대하여 적어도 85%,[0137]

90%, 95%, 또는 99% 동일하거나 그 이상인 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 VH를 포함한다. 일 실시형태에

서, 항체 분자는 SEQ ID NO: 21 또는 17의 뉴클레오타이드 서열, 또는 SEQ ID NO: 21 또는 17에 대하여 적어도

85%, 90%, 95%, 또는 99% 동일하거나 그 이상인 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 VL을 포함한다. 일 실시

형태에서, 항체 분자는 SEQ ID NO: 7의 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 VH 및 SEQ ID NO: 21 또는 17의

뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 VL을 포함한다.

일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 SEQ ID NO: 8의 아미노산 서열, 또는 SEQ ID NO: 8에 대하여 적어도[0138]

85%, 90%, 95%, 또는 99% 동일하거나 그 이상인 아미노산 서열을 포함하는 중쇄를 포함한다. 일 실시형태에서,

항-PD-1 항체 분자는 SEQ ID NO: 22의 아미노산 서열, 또는 SEQ ID NO: 22에 대하여 적어도 85%, 90%, 95%, 또

는 99% 동일하거나 그 이상인 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자

는 SEQ ID NO: 18의 아미노산 서열, 또는 SEQ ID NO: 18에 대하여 적어도 85%, 90%, 95%, 또는 99% 동일하거나

그 이상인 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 SEQ ID NO: 8의

아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 SEQ ID NO: 22의 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다. 일 실시형태에

서, 항-PD-1 항체 분자는 SEQ ID NO: 8의 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 SEQ ID NO: 18의 아미노산 서열을

포함하는 경쇄를 포함한다.

일 실시형태에서, 항체 분자는 SEQ ID NO: 9의 뉴클레오타이드 서열, 또는 SEQ ID NO: 9에 대하여 적어도 85%,[0139]

90%, 95%, 또는 99% 동일하거나 그 이상인 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 중쇄를 포함한다. 일 실시형태

에서, 항체 분자는 SEQ ID NO: 23 또는 19의 뉴클레오타이드 서열, 또는 SEQ ID NO: 23 또는 19에 대하여 적어

도 85%, 90%, 95%, 또는 99% 동일하거나 그 이상인 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 경쇄를 포함한다. 일

실시형태에서, 항체 분자는 SEQ ID NO: 9의 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 중쇄 및 SEQ ID NO: 23 또는

19의 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 경쇄를 포함한다.

본 명세서에 기술된 항체 분자는 전체가 참고 문헌으로 인용된 US 2015/0210769에 기재된 벡터, 숙주 세포 및[0140]

방법에 의해 제조될 수 있다.

정의[0141]

VH 및 VL 영역은 "상보성 결정 영역"(CDR)으로 불리는 초가변성의 영역들로 세분될 수 있으며, 이들 사이에는[0142]

 "프레임워크 영역"(FR 또는 FW)으로 불리는 더 보존된 영역들이 산재되어 있다.

프레임워크 영역 및 CDR의 범위는 다수의 방법에 의해 정확하게 정의되어 있다(문헌[Kabat, E. A., 등 (1991)[0143]

Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest,  Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human

Services,  NIH  Publication  No.  91-3242];  문헌[Chothia,  C.등  (1987)  J.  Mol.  Biol.  196:901-917];  및

Oxford Molecular's AbM 항체 모델링 소프트웨어에 의해 사용된 AbM 정의 참조. 일반적으로, 예를 들어 문헌

[Protein  Sequence  and  Structure  Analysis  of  Antibody  Variable  Domains.  In:  Antibody  Engineering  Lab

Manual (Ed.: Duebel, S. and Kontermann, R., Springer-Verlag, Heidelberg)]을 참조한다.
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본 명세서에 사용되는 바와 같이, 용어 "상보성 결정 영역" 및 "CDR"은 항원 특이성 및 결합 친화성을 부여하는[0144]

항체 가변 영역 내의 아미노산의 서열을 지칭한다. 일반적으로, 각각의 중쇄 가변 영역 내에 3개의 CDR(HCDR1,

HCDR2, HCDR3)이 있고, 각각의 경쇄 가변 영역 내에 3개의 CDR(LCDR1, LCDR2, LCDR3)이 있다.

주어진  CDR의  정확한  아미노산  서열  경계는  문헌  [Kabat  등.  (1991),  "Sequences  of  Proteins  of[0145]

Immunological  Interest,  5th  Ed.  Public  Health  Service,  National  Institutes  of  Health,  Bethesda,

MD]("Kabat" 넘버링 체계), 문헌[Al-Lazikani 등, (1997) JMB 273,927-948]("Chothia" 넘버링 체계)에 기재된

것들을  포함하는  잘  알려진  여러  방법들을  사용하여  측정될  수  있다.  본  명세서에  사용되는  바와  같이,

"Chothia" 번호 체계에 따라 정의된 CDR은 또한 때때로 "초가변 루프"로 지칭된다.

예를 들어, Kabat 하에서, 중쇄 가변 도메인(VH) 내의 CDR 아미노산 잔기는 31~35(HCDR1), 50~65(HCDR2), 및[0146]

95~102(HCDR3)로 넘버링되고; 경쇄 가변 도메인(VL) 내의 CDR 아미노산 잔기는 24~34(LCDR1), 50~56(LCDR2),

및  89~97(LCDR3)로  넘버링된다.  Chothia  하에서,  VH  내의 CDR  아미노산은 26~32(HCDR1),  52~56(HCDR2),  및

95~102(HCDR3)로 넘버링되고; VL 내의 아미노산 잔기는 26~32(LCDR1), 50~52(LCDR2), 및 91~96(LCDR3)으로 넘

버링된다.  Kabat  및  Chothia  둘  모두의  CDR  정의를  조합함으로써,  CDR은  인간  VH  내의  아미노산  잔기

26~35(HCDR1), 50~65(HCDR2), 및 95~102(HCDR3) 및 인간 VL 내의 아미노산 잔기 24~34(LCDR1), 50~56(LCDR2),

및 89~97(LCDR3)로 이루어진다.

일반적으로, 구체적으로 지시되지 않는 한, 항-PD-1 항체 분자는 예를 들어, 표 A에 기재된 하나 이상의 Kabat[0147]

CDR 및/또는 Chothia CDR의 임의의 조합을 포함할 수 있다. 일 실시형태에서, 하기 정의들은 표 A에 기재된 항-

PD-1  항체 분자: Kabat  및 Chothia  둘 모두의 조합된 CDR 정의에 따른 HCDR1,  및 Kabat의 CDR 정의에 따른

HCCDR 2~3 및 LCCDR 1~3에 대해 사용된다. 모든 정의 하에서, 각각의 VH 및 VL은 전형적으로 하기 순서: FR1,

CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4로 아미노-말단으로부터 카르복시-말단에 배열된 3개의 CDR 및 4개의 FR을 포

함한다.

서열 간의 상동성 또는 서열 동일성(이 용어들은 본원에서 상호호환적으로 사용됨)의 계산은 하기와 같이 수행[0148]

된다.

2개의 아미노산 서열 또는 2개의 핵산 서열의 동일성 백분율을 결정하기 위해, 서열은 최적의 비교 목적을 위해[0149]

정렬된다(예를 들어, 최적 정렬을 위해 갭이 제1 및 제2 아미노산 또는 핵산 서열 중 하나 또는 둘 모두에 도입

될 수 있으며, 비-상동 서열은 비교 목적으로 무시될 수 있다). 바람직한 실시형태에서, 비교 목적을 위해 정렬

된 기준 서열의 길이는 기준 서열의 길이의 적어도 30%, 바람직하게는 적어도 40%, 더욱 바람직하게는 적어도

50%, 60%, 및 더욱 바람직하게는 적어도 70%, 80%, 90%, 100%이다. 그리고나서, 상응하는 아미노산 위치 또는

뉴클레오티드 위치의 아미노산 잔기 또는 뉴클레오티드가 비교된다. 제1 서열의 위치가 제2 서열의 상응하는 위

치와 동일한 아미노산 잔기 또는 뉴클레오티드에 의해 점유될 때, 분자는 그 위치에서 동일하다(본원에서 사용

된 바와 같이, 아미노산 또는 핵산 "동일성"은 아미노산 또는 핵산 "상동성"과 동등함).

2개의 서열들 사이에서 동일성 백분율은 서열에 의해 공유되는 동일한 위치의 수의 함수로서, 갭의 수 및 각각[0150]

의 갭의 길이를 고려하며, 이들은 2개 서열의 최적의 정렬을 위해 도입될 필요가 있다.

2개 서열들 사이에서 서열의 비교 및 동일성 백분율의 결정은 수학적 알고리즘을 사용하여 달성될 수 있다. 바[0151]

람직한 실시형태에서, 2개의 아미노산 서열 사이의 동일성 백분율은 블로섬(Blossum) 62 매트릭스 또는 PAM250

매트릭스, 및 갭 가중치 16, 14, 12, 10, 8, 6 또는 4, 및 길이 가중치 1, 2, 3, 4, 5 또는 6을 사용하여 GCG

소프트웨어 패키지 내의 GAP 프로그램(www.gcg.com에서 이용 가능함) 내로 혼입된 문헌 [Needleman and Wunsch

((1970) J. Mol. Biol. 48:444-453)] 알고리즘을 사용하여 결정된다. 또 다른 바람직한 실시형태에서, 2개의

뉴클레오티드 서열 사이의 동일성 백분율은 NWSgapdna.CMP 매트릭스 및 40, 50, 60, 70 또는 80의 갭 가중치 및

1, 2, 3, 4, 5 또는 6의 길이 가중치를 사용하여 GCG 소프트웨어 패키지의 GAP 프로그램(www.gcg.com에서 이용

가능함)을 사용하여 결정된다. 특히 바람직한 파라미터 세트(및 달리 지정되지 않으면 사용될 파라미터)는 갭

페널티 12, 갭 확장 페널티 4, 및 프레임이동 갭 페널티 5를 갖는 블로섬 62 점수 매트릭스이다.

2개의 아미노산 또는 뉴클레오티드 서열 사이의 동일성 백분율은 PAM120 가중 잔기 표, 갭 길이 페널티 12 및[0152]

갭 페널티 4를 사용하는, ALIGN 프로그램(버전 2.0)에 통합된 문헌[E. Meyers and W. Miller, ((1988) CABIOS,

4:11-17)]의 알고리즘을 사용하여 결정될 수 있다.

본 명세서에 기재된 핵산 및 단백질 서열은 예를 들어 다른 계열 구성원 또는 관련 서열을 식별하기 위해 공개[0153]

데이터베이스에 대한 검색을 수행하기 위한 "쿼리 서열"로서 사용될 수 있다. 이러한 검색은 Altschul,  등.
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(1990) J. Mol. Biol. 215:403-10의 NBLAST 및 XBLAST 프로그램(버전 2.0)을 사용하여 수행할 수 있다. BLAST

뉴클레오타이드 검색은 NBLAST 프로그램, 스코어 = 100, 워드길이 = 12로 수행되어 본 발명의 핵산 분자와 상동

인 뉴클레오티드 서열을 수득할 수 있다. BLAST 단백질 검색은 XBLAST 프로그램, 스코어 = 50, 워드길이 = 3으

로 수행되어 본 발명의 단백질 분자와 상동인 아미노산 서열을 수득할 수 있다. 비교 목적을 위한 갭 정렬을 얻

기 위해, 문헌[Altschul 등, (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-3402]에 기술된 바와 같이, Gapped BLAST가

이용될 수 있다. BLAST 및 Gapped BLAST 프로그램을 이용할 때, 각 프로그램(예를 들어, XBLAST 및 NBLAST)의

기본 파라미터가 사용될 수 있다. www.ncbi.nlm.nih.gov를 참조한다.

"보존적 아미노산 치환"은 아미노산 잔기가 유사한 측쇄를 갖는 아미노산 잔기로 대체되는 것이다. 유사한 측쇄[0154]

를 갖는 아미노산 잔기의 패밀리가 당해 분야에 정의되어 있다. 이들 패밀리는 염기성 측쇄(예를 들어, 리신,

아르기닌, 히스티딘), 산성 측쇄(예를 들어, 아스파르트산, 글루탐산), 하전되지 않은 극성 측쇄(예를 들어, 글

리신,  아스파라긴,  글루타민,  세린,  트레오닌,  티로신,  시스테인),  비극성  측쇄(예를  들어,  알라닌,  발린,

류신, 이소류신, 프롤린, 페닐알라닌, 메티오닌, 트립토판), 베타-분지형 측쇄(예를 들어, 트레오닌, 발린, 이

소류신) 및 방향족 측쇄(예를 들어, 티로신, 페닐알라닌, 트립토판, 히스티딘)를 갖는 아미노산을 포함한다.

[표 A] [0155]

[0156]
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[0163]

다른 예시적인 PD-1 억제제[0164]

일 실시형태에서,  항-PD-1  항체 분자는 니볼루맙(Bristol-Myers  Squibb)이며,  또한 MDX-1106,  MDX-1106-04,[0165]

ONO-4538, BMS-936558, 또는 OPDIVO®로도 알려져 있다. 니볼루맙(클론 5C4) 및 다른 항-PD-1 항체는 그들의

전문이 참조로 포함되는 US 8,008,449호 및 WO 2006/121168호에 개시되어 있다. 일 실시형태에서, 항-PD-1 항체

분자는 예를 들어, 표 B에 개시된 니볼루맙의 CDR 서열(또는 집합적으로 모든 CDR 서열), 중쇄 또는 경쇄 가변

영역 서열 또는 중쇄 또는 경쇄 서열 중 하나 이상을 포함한다.

일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 펨브롤리주맙(Merck & Co)이며, 또한 람브롤리주맙, MK-3475, MK03475,[0166]

SCH-900475, 또는 KEYTRUDA®로도 알려져 있다. 펨브롤리주맙 및 다른 항-PD-1 항체는 본 명세서에 전문이 참조

로 포함된 문헌[Hamid, O. 등 (2013) New England Journal of Medicine 369 (2): 134-44], US 8,354,509호,

및 WO 2009/114335에 개시되어 있다. 일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 예를 들어, 표 B에 개시된 펨브롤

리주맙의 CDR 서열(또는 집합적으로 모든 CDR 서열), 중쇄 또는 경쇄 가변 영역 서열 또는 중쇄 또는 경쇄 서열

중 하나 이상을 포함한다.
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일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 CT-011로도 알려져 있는 피딜리주맙(CureTech)이다. 피딜리주맙 및 다른[0167]

항-PD-1 항체는 본 명세서에 전문이 참조로 포함되는 문헌[Rosenblatt, J. 등 (2011) J Immunotherapy 34(5):

409-18], US 7,695,715호, US 7,332,582호, 및 US 8,686,119호에 개시되어 있다. 일 실시형태에서, 항-PD-1 항

체 분자는 예를 들어, 표 B에 개시된 피딜리주맙의 CDR 서열(또는 집합적으로 모든 CDR 서열), 중쇄 또는 경쇄

가변 영역 서열 또는 중쇄 또는 경쇄 서열 중 하나 이상을 포함한다.

일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 AMP-514로도 알려져 있는 MEDI0680(Medimmune)이다. MEDI0680 및 다른[0168]

항-PD-1 항체는 그들의 전문이 참조로 포함되는 US 9,205,148호 및 WO 2012/145493호에 개시되어 있다. 일 실시

형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 MEDI0680의 CDR 서열(또는 집합적으로 모든 CDR 서열), 중쇄 또는 경쇄 가변 영

역 서열, 또는 중쇄 또는 경쇄 서열 중 하나 이상을 포함한다.

추가의 알려져 있는 항-PD-1 항체는 예를 들어 전문이 참조로 포함되는 WO 2015/112800호, WO 2016/092419호,[0169]

WO 2015/085847호, WO 2014/179664호, WO 2014/194302호, WO 2014/209804호, WO 2015/200119호, US 8,735,553

호, US 7,488,802호, US 8,927,697호, US 8,993,731호 및 US 9,102,727호에 기재된 것들을 포함한다.

일 실시형태에서, 항-PD-1 항체는 본원에 기재된 항-PD-1 항체 중 하나와 동일한, PD-1 상의 에피토프에 결합하[0170]

기 위해 경쟁하고/거나 이에 결합하는 항체이다.

일 실시형태에서, PD-1 억제제는 예를 들어 전문이 참조로 포함되는 US 8,907,053호에 기재된 바와 같이, PD-1[0171]

신호전달 경로를 억제하는 펩타이드이다. 일 실시형태에서, PD-1 억제제는 면역부착소(예를 들어, 불변 영역(예

를 들어, 면역글로불린 서열의 Fc 영역)에 융합된 PD-L1 또는 PD-L2의 세포외 또는 PD-1 결합 부분을 포함하는

면역부착소)이다. 일 실시형태에서, PD-1 억제제는 예를 들어, 전문이 참조로 포함되는 WO 2010/027827 및 WO

2011/066342에 개시된, AMP-224(B7-DCIg(Amplimmune)이다.

[표 B] [0172]

[0173]

공개특허 10-2019-0115053

- 29 -



[0174]

항 PD-L1 항체 분자의 예[0175]

일 실시형태에서, 조합 생성물은 화학식 I의 화합물 또는 이의 약제학적으로 허용가능한 염 또는 공-결정, 및[0176]

항-PD-L1 항체 분자 예컨대, 본 명세서에 기재된 것들을 포함한다.

예정사 리간드 1(PD-L1)은 면역억제 수용체 예정사 1(Pd-1)에 대한 리간드로서 기재되어 있다. PD-1에 대한 PD-[0177]

L1의 결합으로 인해,  T  세포 수용체-매개된 림프구 증식 및 사이토카인 분비의 억제가 유도된다(Freeman  등

(2000) J Exp Med 192:1027-34). 따라서, PD-L1의 차단은 항 종양 면역의 증진을 유도할 수 있다.

여러 세포 유형은 PD-L1을 발현한다. 예를 들어 PD-L1은 활성화된 T 세포, 수지상 세포(DC), 자연 살해(NK) 세[0178]

포, 대식세포, B 세포, 단핵구 및 혈관 내피 세포에서 발현된다. PD-L1은 인간 폐암, 난소암 및 결장암을 포함

하는 많은 암 및 다양한 골수종에서 발현된다(Iwai  등 (2002)  PNAS  99:12293-7;  Ohigashi  등 (2005)  Clin

Cancer  Res  11:2947-53;  Okazaki  등  (2007)  Intern.  Immun.  19:813-24];  Thompson  등  2006  Cancer  Res.

66:3381-5). PD-L1 발현은 신장암, 난소암, 방광암, 유방암, 위암 및 췌장암을 포함하는 다양한 유형의 암에서
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불리한 예후와 강한 상관 관계가 있다.

대부분의 종양 침윤 T 림프구는 정상 조직의 T 림프구 및 말초 혈액 T 림프구와 비교하여 PD-1을 우세하게 발현[0179]

한다. 이는 종양-반응성 T 세포에서 PD-1의 상향-조절이 손상된 항종양 면역 반응의 원인이 될 수 있음을 나타

낸다(Ahmadzadeh 등 (2009) Blood 114:1537-44). 따라서, PD-1 발현 T 세포와 상호작용하는 PD-L1 발현 종양

세포에 의해 매개되는 PD-L1 신호전달은 T 세포 활성화의 감쇠 및 면역 감시의 회피를 유도할 수 있다(Sharpe

등 (2002) Nat Rev Immunol. 2:116-26]; Keir 등 (2008) Annu Rev Immunol. 26:677-704). PD-1 차단은 이펙터

T 세포의 강화된 동원에 의해 면역원성이 낮은 종양 세포의 혈행 전파를 억제할 수 있다(Iwai 등 (2005) Int.

Immunol. 17:133-144).

항-PD-L1은 예를 들어 PD-1 및 B7-1과의 억제성 상호작용을 차단함으로써 T-세포 면역을 증진시킬 수 있다. 항-[0180]

PD-1은 또한 PD-L2/PD-1을 통한 면역 조절을 허용할 수 있다. PD-1과 B7-1은 모두 T 세포, B 세포, DC 및 대식

세포에서 발현되며, 이 세포 유형에서 B7-1과 PD-L1 사이의 양방향 상호작용이 가능하다. 비-조혈 세포상의 PD-

L1은 T 세포 상의 PD-1 뿐만 아니라 B7-1과 상호작용할 수 있다.

일부 실시형태에서, 항-PD-L1 항체 분자는 YW243.55.S70, MPDL3280A, MEDI-4736, MSB-0010718C, 또는 MDX-1105[0181]

로부터 선택된다.

일부 실시형태에서, 항-PD-L1  항체는 MSB0010718C이다. MSB0010718C(A09-246-2로도 지칭됨; Merck  Serono)는[0182]

PD-L1에 결합하는 모노클로널 항체이다.　 MSB0010718C 및 다른 인간화 항-PD-L1 항체는 WO2013/079174호에 개

시되어 있으며, 본원에 개시된 서열(또는 이와 실질적으로 동일하거나 유사한 서열, 예를 들어 특정된 서열과

적어도 85%, 90%, 95% 이상 동일한 서열)을 갖는다.　 MSB0010718C의 중쇄 및 경쇄 아미노산 서열은 적어도 하

기를 포함한다:

중쇄(WO2013/079174호에 개시된 SEQ ID NO: 24)[0183]

[0184]

경쇄(WO2013/079174호에 개시된 SEQ ID NO: 25)[0185]

[0186]

일 실시형태에서,  PD-L1  억제제는 YW243.55.S70이다.  YW243.55.S70  항체는 WO  2010/077634에 기재된 항-PD-[0187]

L1(각각 SEQ ID NO: 20 및 21에 개시된 중쇄 및 경쇄 가변 영역 서열)이고, 본 명세서에 개시된 서열(또는 실질

적으로 동일하거나 유사한 서열, 예를 들어, 명시된 서열과 적어도 85%, 90%, 95% 이상 동일한 서열)을 갖는다.

일 실시형태에서, PD-L1  억제제는 MDX-1105이다. BMS-936559로도 알려져 있는 MDX-1105는 WO2007/005874호에[0188]

개시된 항-PD-L1 항체이며, 본원에 개시된 서열(또는 이와 실질적으로 동일하거나 유사한 서열, 예를 들어 특정

된 서열과 적어도 85%, 90%, 95% 이상 동일한 서열)을 갖는다.

일 실시형태에서, PD-L1 억제제는 MDPL3280A(Genentech/Roche)이다. MDPL3280A는 PD-L1에 결합하는 인간 Fc 최[0189]

적화된  IgG1  모노클로널  항체이다.  MDPL3280A  및  PD-L1에  대한  다른  인간  모노클로널  항체는  미국  특허

7,943,743호 및 미국 특허 출원 공개 20120039906호에 개시되어 있다.

또 다른 실시형태에서, PD-L1 억제제는 전문이 참조로 포함되는 표제 "PD-L1에 대한 항체 분자 및 이의 용도"의[0190]

2015년 10월 13일자 공개된 US 2016/0108123호에 개시된 항-PD-L1 항체 분자이다.

일 실시형태에서, 항-PD-L1 항체 분자는 BAP058-hum01, BAP058-hum02, BAP058-hum03, BAP058-hum04, BAP058-[0191]

hum05,  BAP058-hum06,  BAP058-hum07,  BAP058-hum08,  BAP058-hum09,  BAP058-hum10,  BAP058-hum11,  BAP058-

hum12, BAP058-hum13, BAP058-hum14, BAP058-hum15, BAP058-hum16, BAP058-hum17, BAP058-클론-K, BAP058-클

론-L, BAP058-클론-M, BAP058-클론-N, 또는 BAP058-클론-O 중 임의의 것의 아미노산 서열을 포함하거나; 또는

US 2016/0108123호의 표 1에 기재된 바와 같거나 표 1의 뉴클레오티드 서열에 의해 인코딩되는 적어도 하나 또

는 두개의 중쇄 가변 도메인(선택적으로 불변 영역 포함), 적어도 하나 또는 두개의 경쇄 가변 도메인(선택적으
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로 불변 영역 포함), 또는 둘다, 또는 상기 서열 중 임의의 것과 실질적으로 동일한(예를 들어, 적어도 80%,

85%, 90%, 92%, 95%, 97%, 98%, 99% 이상 동일한) 서열을 포함한다.

또 다른 실시형태에서, 항-PD-L1  항체 분자는 본원에 기재된 항체, 예를 들어 BAP058-hum01,  BAP058-hum02,[0192]

BAP058-hum03,  BAP058-hum04,  BAP058-hum05,  BAP058-hum06,  BAP058-hum07,  BAP058-hum08,  BAP058-hum09,

BAP058-hum10,  BAP058-hum11,  BAP058-hum12,  BAP058-hum13,  BAP058-hum14,  BAP058-hum15,  BAP058-hum16,

BAP058-hum17, BAP058-클론-K, BAP058-클론-L, BAP058-클론-M, BAP058-클론-N, 또는 BAP058-클론-O 중 임의의

것으로부터 선택되거나; US 2016/0108123호의 표 1에 기재된 바와 같거나, 또는 US 2016/0108123호의 표 1의

뉴클레오티드 서열에 의해 인코딩되는 항체의 중쇄 가변 영역 및/또는 경쇄 가변 영역으로부터의 적어도 1, 2

또는 3개의 상보성 결정 영역(CDR); 또는 상기 서열 중 임의의 것과 실질적으로 동일한(예를 들어 적어도 80%,

85%, 90%, 92%, 95%, 97%, 98%, 99% 이상 동일한) 서열을 포함한다.

또 다른 실시형태에서, 항-PD-L1 항체 분자는 US 2016/0108123호의 표 1에 나타나 있거나, US 2016/0108123의[0193]

표 1에 나타낸 뉴클레오티드 서열에 의해 인코딩되는 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 영역으로부터의 적어

도 1, 2 또는 3개의 CDR(또는 집합적으로 모든 CDR)을 포함한다. 일 실시형태에서, CDR 중 하나 이상(또는 집합

적으로 모든 CDR)은 US 2016/0108123호의 표 1에 나타내거나, US 2016/0108123호의 표 1에 나타낸 뉴클레오티

드 서열에 의해 인코딩되는 아미노산 서열에 비하여, 1, 2, 3, 4, 5, 6개 이상의 변경, 예를 들어 아미노산 치

환 또는 결실을 갖는다.

또 다른 실시형태에서, 항-PD-L1 항체 분자는 US 2016/0108123호의 표 1에 나타내거나, 표 1에 나타낸 뉴클레오[0194]

티드 서열에 의해 인코딩되는 아미노산 서열을 포함하는 경쇄 가변 영역으로부터의 적어도 1,  2  또는 3개의

CDR(또는 집합적으로 모든 CDR)을 포함한다. 일 실시형태에서, CDR 중 하나 이상(또는 집합적으로 모든 CDR)은

US 2016/0108123호의 표 1에 나타내거나, US 2016/0108123호의 표 1에 나타낸 뉴클레오티드 서열에 의해 인코딩

되는 아미노산 서열에 비하여, 1, 2, 3, 4, 5, 6개 이상의 변경, 예를 들어 아미노산 치환 또는 결실을 갖는다.

특정 실시형태에서, 항-PD-L1 항체 분자는 경쇄 CDR 내의 치환, 예를 들어 경쇄의 CDR1, CDR2 및/또는 CDR3 내

의 하나 이상의 치환을 포함한다.

또 다른 실시형태에서, 항-PD-L1 항체 분자는 표 1에 나타내거나, US 2016/0108123호의 표 1에 나타낸 뉴클레오[0195]

티드 서열에 의해 인코딩되는 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 및 경쇄 가변 영역으로부터의 적어도 1, 2, 3, 4,

5 또는 6개의 CDR(또는 집합적으로 모든 CDR)을 포함한다. 일 실시형태에서, CDR 중 하나 이상(또는 집합적으로

모든 CDR)은 US 2016/0108123호의 표 1에 나타내거나, US 2016/0108123호의 표 1에 나타낸 뉴클레오티드 서열

에 의해 인코딩되는 아미노산 서열에 비하여, 1, 2, 3, 4, 5, 6개 이상의 변경, 예를 들어 아미노산 치환 또는

결실을 갖는다.

일 실시형태에서, 항-PD-L1 항체 분자는 본원에 기재된 항체, 예를 들어 Kabat 및 Chothia 정의에 따른 BAP058-[0196]

hum01,  BAP058-hum02,  BAP058-hum03,  BAP058-hum04,  BAP058-hum05,  BAP058-hum06,  BAP058-hum07,  BAP058-

hum08,  BAP058-hum09,  BAP058-hum10,  BAP058-hum11,  BAP058-hum12,  BAP058-hum13,  BAP058-hum14,  BAP058-

hum15,  BAP058-hum16,  BAP058-hum17,  BAP058-클론-K,  BAP058-클론-L,  BAP058-클론-M,  BAP058-클론-N,  또는

BAP058-클론-O 중 임의의 것으로부터 선택되거나; 또는 US 2016/0108123호의 표 1의 뉴클레오티드 서열에 의해

인코딩되는 항체의 중쇄 가변 영역으로부터의 적어도 1,  2  또는 3개의 CDR  또는 초가변 루프(예를 들어 US

2016/0108123호의 표 1에 기재된 Kabat  및 Chothia  정의에 따른 적어도 1,  2  또는 3개의 CDR  또는 초가변

루프); 또는 상기 서열 중 임의의 것과 실질적으로 동일한(예를 들어 적어도 80%, 85%, 90%, 92%, 95%, 97%,

98%, 99% 이상 동일한) 서열; 또는 US 2016/0108123호의 표 1에 나타낸 Kabat 및/또는 Chothia에 따른 1, 2 또

는 3개의 CDR 또는 초가변 루프에 비하여, 적어도 하나의 아미노산 변경을 갖지만, 2, 3 또는 4개 이하의 변경

(예를 들어 치환, 결실 또는 삽입, 예를 들어 보존적 치환)을 갖는 서열을 포함한다.

일 실시형태에서, 항-PD-L1 항체 분자는 예를 들어 US 2016/0108123호의 표 1에 개시된 바와 같이, Kabat 등[0197]

((1991),  "Sequences  of  Proteins  of  Immunological  Interest,  5th  Ed.  Public  Health  Service,  National

Institutes of Health, Bethesda, Md)에 따른 VH CDR1 또는 문헌 [Chothia 등 (1992) J. Mol. Biol. 227:799-

817]에 따른 VH 초가변 루프 1, 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다. 일 실시형태에서, VH CDR1의 Kabat 및

Chothia CDR의 조합은 아미노산 서열 GYTFTTYWMH(SEQ ID NO: 63) 또는 이와 실질적으로 동일한(예를 들어 적어

도 하나의 아미노산 변경을 갖지만, 2, 3 또는 4개 이하의 변경(예를 들어 치환, 결실 또는 삽입, 예를 들어 보

존적 치환)을 갖는) 아미노산 서열을 포함한다. 항-PD-L1 항체 분자는 예를 들어, US 2016/0108123호의 표 1에

제시된 바와 같이, 예를 들어 Kabat 등에 따른 VH CDR 2~3 및 Kabat 등에 따른 VL CDR 1~3을 추가로 포함할 수
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있다.

바람직한 실시형태에서, 본 발명에 사용하기 위한 항 PD-L1 항체 분자는 하기를 포함한다:[0198]

(a)  SEQ  ID  NO:  47의 VHCDR1  아미노산 서열, SEQ  ID  NO:  48의 VHCDR2  아미노산 서열; 및 SEQ ID NO: 46의[0199]

VHCDR3 아미노산 서열을 포함하는 중쇄 가변 영역(VH); 및 SEQ ID NO: 52의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO:

53의 VLCDR2 아미노산 서열 및 SEQ ID NO: 54의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 경쇄 가변 영역(VL);

(b)  SEQ  ID  NO:  44의 VHCDR1  아미노산 서열; SEQ  ID  NO:  45의 VHCDR2  아미노산 서열; 및 SEQ ID NO: 46의[0200]

VHCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 49의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 50의 VLCDR2 아

미노산 서열 및 SEQ ID NO: 51의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VL;

(c)  SEQ  ID  NO:  63의 VHCDR1  아미노산 서열, SEQ  ID  NO:  48의 VHCDR2  아미노산 서열, 및 SEQ ID NO: 46의[0201]

VHCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 52의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 53의 VLCDR2 아

미노산 서열 및 SEQ ID NO: 54의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VL; 또는

(d) SEQ  ID  NO:  63의 VHCDR1  아미노산 서열, SEQ  ID  NO:  45의 VHCDR2  아미노산 서열, 및 SEQ ID NO: 46의[0202]

VHCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VH; 및 SEQ ID NO: 52의 VLCDR1 아미노산 서열, SEQ ID NO: 53의 VLCDR2 아

미노산 서열 및 SEQ ID NO: 54의 VLCDR3 아미노산 서열을 포함하는 VL.

이전 실시형태의 일 양태에서, 본 발명에 사용하기 위한 항-PD-L1 항체 분자는 SEQ ID NO: 55의 아미노산 서열[0203]

을 포함하는 중쇄 가변 도메인 및 SEQ ID NO: 58의 아미노산 서열을 포함하는 경쇄 가변 도메인을 포함한다.

이전 실시형태의 일 양태에서, 본 발명에 사용하기 위한 항-PD-L1 항체 분자는 SEQ ID NO: 62의 아미노산 서열[0204]

을 포함하는 중쇄 및 SEQ ID NO: 60의 아미노산 서열을 포함하는 경쇄를 포함한다.

[표 C][0205]

[0206]
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[0207]
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[0208]
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[0209]
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[0210]

면역치료제의 투여량 및 투여.[0211]

면역치료제(예컨대 항-PD-1 항체 분자 또는 항-PD-L1 분자 항체)는 전신적으로(예를 들어, 경구, 비경구, 피하,[0212]

정맥내, 직장내, 근육내, 복강내, 비강내, 경피, 또는 흡입 또는 공동내 투여), 국소 투여, 또는 점막, 예컨대

코, 목 및 기관지로의 도포에 의해 대상체에게 투여될 수 있다.

면역치료제(예를 들어, 항-PD-1 항체 분자 또는 항 PD-L1 항체 분자)의 투여량 및 치료 요법은 숙련자에 의해[0213]

결정될 수 있다. 특정 구현예에서, 면역치료제(예를 들어, 항-PD-1 항체 분자)는 약 1 내지 30 mg/kg, 예를 들

어 약 5 내지 25 mg/kg, 약 10 내지 20 mg/kg, 약 1 내지 5 mg/kg, 또는 약 3 mg/kg의 용량으로 주사에 의해

(예를 들어, 피하 또는 정맥내) 투여된다. 투여 스케줄은, 예를 들어 주 1회 내지 매 2주, 3주, 또는 4주마다 1

회로 다양할 수 있다. 일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 약 10 내지 20 ㎎/㎏의 용량으로 격주 투여된다.

또 다른 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 약 1 내지 10 ㎎/Kg, 또는 약 1 내지 5 mg/Kg 또는 약 3 mg/㎏의

용량으로 4주마다 투여된다.

예를 들어, 항-PD-1 항체 분자는 균일 또는 고정 용량으로 투여 또는 사용된다. 일부 구현예에서, 항-PD-1 항체[0214]

분자는 약 200 mg 내지 500 mg, 예를 들어 약 250 mg 내지 450 mg, 약 300 mg 내지 400 mg, 약 250 mg 내지

350 mg, 약 350 mg 내지 450 mg, 또는 약 300 mg 또는 약 400 mg의 용량(예를 들어, 균일 용량)으로 주사에 의

해(예를 들어, 피하 또는 정맥내) 투여된다. 투여 스케줄(예를 들어, 균일 투여 스케줄)은, 예를 들어 주 1회

내지 매 2주, 3주, 4주, 5주, 또는 6주마다 1회로 다양할 수 있다. 일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 약

300 ㎎ 내지 400 ㎎의 용량으로 3주마다 1회 또는 4주마다 1회 투여된다. 일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자
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는 약 300 ㎎의 용량으로 3주마다 1회 투여된다. 일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 약 400 ㎎의 용량으로

4주마다 1회 투여된다. 일 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 약 300 ㎎의 용량으로 4주마다 1회 투여된다. 일

실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 약 400 ㎎의 용량으로 3주마다 1회 투여된다.

또 다른 실시형태에서, 항-PD-1 항체 분자는 약 300 ㎎ 내지 400 mg의 균일 용량으로 3주마다 1회 또는 4주마다[0215]

1회 투여된다. 본 실시형태의 서브셋에서, 항-PD-1 항체 분자는 약 400 ㎎의 균일 용량으로 4주마다 1회 투여된

다.  본  실시형태의  또  다른  서브셋에서,  항-PD-1  항체  분자는  약  300  ㎎의  균일  용량으로  3주마다  1회

투여된다.

실시예[0216]

다음 실시예는 본 발명을 예시하고자 한 것으로, 본 발명에 대한 제한인 것으로 해석되지 않는다. 온도는 섭씨[0217]

온도로  주어진다.  달리  언급되지 않는다면,  모든  증발은 감압,  바람직하게는 약  15  mmHg  내지  100  mmHg(=

20~133 mbar)에서 수행된다. 최종 생성물, 중간체 및 출발 물질의 구조는 일반적인 분석방법, 예컨대, 미세분석

및 분광학적 특징, 예를 들어, MS, IR, NMR에 의해 확인된다. 사용된 약어는 당해 분야에서 통상적인 것들이다.

본 발명의 화합물을 합성하기 위해 이용되는 모든 출발 물질, 구성 요소, 시약, 산, 염기, 탈수제, 용매, 및 촉[0218]

매는 상업적으로 이용 가능하거나 당업자에게 알려진 유기 합성 방법에 의해 생산될 수 있다(Houben-Weyl 4th

Ed. 1952, Methods of Organic Synthesis, Thieme, Volume 21). 나아가, 본 발명의 화합물은 다음 실시예에 나

타나 바와 같이 당업자에게 공지된 유기 합성 방법에 의해 생산될 수 있다.

본 발명은 하기 실시예에 의해 제한되지 않으면서 설명된다.[0219]

약어[0220]

ACN 아세토니트릴[0221]

aq     수성[0222]

br    광범위[0223]

BSA 소혈청 알부민[0224]

CPBA: 3-클로로벤조퍼옥소산[0225]

d    이중선[0226]

dd 이중 이중선[0227]

DCM  디클로로메탄[0228]

DMF N,N-디메틸포름아미드[0229]

DMSO  디메틸술폭사이드[0230]

EtOAc 에틸 아세테이트[0231]

g 그램[0232]

h 시간[0233]

HPLC  고성능 액체 크로마토그래피[0234]

IS 내부 표준[0235]

LCMS   질량 분광법과 결합된 액체 크로마토그래피[0236]

M  몰[0237]

m   다중선[0238]

MeOH  메탄올[0239]

min  분[0240]

mL 밀리리터[0241]
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mmol 밀리몰[0242]

MS 질량 분광분석[0243]

m/z  질량 대 전하 비[0244]

NADPH 베타-니코틴아미드 디뉴클레오타이드 포스페이트, 환원된 형태[0245]

NMR  핵 자기 공명[0246]

ppm 백만분율[0247]

rt   실온[0248]

Rt보존 시간[0249]

s   단일체[0250]

sat 포화된[0251]

t   삼중선[0252]

THF 테트라하이드로푸란[0253]

UPLC 방법:[0254]

UPLC 2분: Waters UPLC Acquity; 컬럼: Acquity HSS T3, 1.8 mm, 2.1*50 mm, 60℃에서, 용리액 A: 물 + 0.05%[0255]

HCOOH + 3.75 mM 암모늄 아세테이트, B: ACN + 0.04% HCOOH, 구배: 1.4분 동안 5% 내지 98% B, 유속: 1.0 mL/

분.

UPLC  10분:  Waters  UPLC  Acquity;  컬럼:  Acquity  HSS  T3,  1.8  mm,  2.1*50  mm,  60℃에서, 용리액 A:  물 +[0256]

0.05% HCOOH + 3.75 mM 암모늄 아세테이트, B: ACN + 0.04% HCOOH, 구배: 9.4분 동안 5% 내지 98% B, 0.4분 유

지, 유속: 1 mL/분)

실시예 1: 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올의 제조[0257]

[0258]

5-브로모-6-클로로-2-(메틸티오)피리미딘-4-아민[0259]

0℃에서 DMF(150 ml) 중 6-클로로-2-(메틸티오)피리미딘-4-아민(15.0 g, 85 mmol)의 냉각된 용액에 N-브로모숙[0260]

신이미드(16.7 g, 94 mmol)를 교반하면서 조금씩 첨가하였다. 10분 후, 0℃에서 물을 첨가하여 반응물을 켄칭시

켰다. 상기 반응 혼합물을 염수로 희석하고, EtOAc로 3회 추출하였다. 조합된 유기 상을 포화 NaHCO3 수용액,

이어서 염수로 2회 세척하고, 분리하고, Na2SO4와 함께 상 분리기를 통해 여과시켜 건조시켰다. 여과액을 진공하

에 농축시켜, 표제 화합물(18.8 g, 74 mmol, 80% 수율, 92% 순도)을 무색 고형물로서 수득하고, 이를 추가 정제

없이 다음 단계에서 사용하였다. M/z = 254/256/258 [M+H]+, Rt = 0.95분 (UPLC 2분), 1H NMR (600 MHz, DMSO-

d6) δ 8.03 (br s, 1H), 7.25 (br s, 1H), 2.42 (s, 3H).

5-브로모-2-(메틸티오)-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-아민[0261]

DMF(250  mL)  중  5-브로모-6-클로로-2-(메틸티오)피리미딘-4-아민(17.8  g,  70  mmol),  1H-피라졸(4.7  g,  69[0262]

mmol), 및 KOtBu(7.9 g, 70 mmol)의 혼합물을 60℃에서 16시간 동안 교반하였다. 용매를 진공하에 환원시키고,

잔류물을 포화 NaHCO3 수용액으로 희석시키고, EtOAc로 3회 추출하였다. 조합된 유기 상을 염수로 세척하고, 분
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리하고, Na2SO4와 함께 상 분리기를 통해 여과시켜 건조시켰다. 여과액을 진공하에 농축시켜, 표제 화합물(20 g,

64% 순도)을 수득하고, 이를 추가 정제 없이 다음 단계에서 사용하였다. M/z = 286/288/290 [M+H]+, Rt = 0.85

분 (UPLC 2분), 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 8.35 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 8.03 (br s, 1H), 7.81 (br s,

1H), 7.26 (br s, 1H), 6.55 (s, 1H), 2.46 (s, 3H).

5-브로모-2-(메틸술피닐)-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-아민 [0263]

DCM(100  mL)  중  5-브로모-2-(메틸티오)-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-아민(20  g,  64%  순도)의  현탁액에[0264]

DCM(100 mL) 중 3-클로로벤조퍼옥소산(9.3 g, 53.7 mmol)의 용액을 0℃에서 20분동안 교반하면서 적가하고, 수

득한 혼합물을 23℃에서 16시간 동안 교반하였다. 반응 혼합물을 여과하여 침전물을 수집하고, DCM으로 세척하

였다. 고형물을 진공하에 건조시켜 표제 화합물(2.4 g, 7.6 mmol, 2단계 동안 11% 수율)을 무색 고형물로서 수

득하였다. M/z = 302/304 [M+H]+, Rt = 0.53분 (UPLC 2분), 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 8.63 (br s, 1H),

8.38 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.87 (s, 1H), 7.72 (s, 1H), 6.60-6.61 (m, 1H), 2.86 (s, 3H).

(1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-일)보론산[0265]

DMF(1 ml) 중 5-브로모-2-(메틸술피닐)-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-아민(50 mg, 0.17 mmol) 및 (1H-피라졸-[0266]

4-일)보론산 (18 mg, 0.17 mmol)의 혼합물에 0℃에서 Cs2CO3(54 mg, 0.17 mmol)을 첨가하였다. 생성된 혼합물을

23℃에서 1시간 동안 교반하였다. 반응 혼합물을 물로 희석하고, EtOAc로 3회 추출하였다. 조합된 유기 상을 물

로 세척하고, 이어서 염수로 세척하고, 분리하고, Na2SO4와 함께 상 분리기를 통해 여과시켜 건조시켰다. 여과액

을 진공하에 농축시켜, 표제 화합물(30 mg, 0.066 mmol, 40% 수율)을 수득하고, 이를 추가 정제 없이 다음 단계

에서 사용하였다. M/z = 350/352 [M+H]+, Rt = 0.55분 (UPLC 2분).

1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올[0267]

THF(1  mL)  중 (1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-일)보론산(30  mg,  0.066[0268]

mmol)의 격렬하게 교반된 용액에 25wt% NaOH 수용액(0.021 mL, 0.13 mmol) 및 30% H2O2 수용액(0.020 mL, 0.20

mmol)을 0℃에서 첨가하였다. 30분 후에 또 다른 30% H2O2 수용액(0.020 mL, 0.20 mmol)을 첨가하고, 그 혼합물

을 동일한 온도에서 총 2.5시간 동안 교반하였다. 반응물을 포화된 NH4Cl 수용액으로 켄칭한 다음, 물로 희석하

고, DCM으로 4회 및 DCM/MeOH 4/1 혼합물로 3회 추출하였다. 조합된 유기 상을 상 분리기를 통해 여과하여 건조

시키고, 여과액을 진공하에 농축시켰다. 조 생성물을 분리물 상에 흡수시키고 컬럼 크로마토그래피로 정제하였

다(ISCO, 12 g-실리카-redisep-컬럼, 유속: 30 ml/분, 용매: CH2Cl2:MeOH 1:0으로부터, 3분 동안 유지, 그리고

나서 25분 동안 96:4로 유지). 생성물 분획을 조합하고, 진공하에 농축시켜 표제 화합물(14 mg, 0.040 mmol,

60% 수율)을 무색의 고형물로 수득하였다. M/z = 322/324 [M+H]+, Rt = 0.58분 (UPLC 2분); Rt = 2.27분; 254

nm에서의 순도: >95% (UPLC 10분), 1H NMR (600 MHz, DMSO-d6) δ 9.23 (br s, 1H), 8.44 (d, J = 2.5 Hz,

1H), 8.32 (br s, 1H), 7.94 (s, 1H), 7.90-7.81 (m, 1H), 7.46 (br s, 2H), 6.63-6.50 (m, 1H).

대안적으로, 6-클로로-2-(메틸티오)피리미딘-4-아민은 염기의 존재하에 피라졸과 먼저 반응하여, 2-(메틸티오)-[0269]

6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-아민을 생성시키고; NBS로 처리하여 5-브로모-2-(메틸티오)-6-(1H-피라졸-1-일)

피리미딘-4-아민을 생성시켰다.

실시예 1A: 1-(6-아미노-5-브로모-2-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-일)-1H-피라졸-4-올의 제조[0270]

[0271]

5-브로모-6-클로로-2-(메틸술피닐)피리미딘-4-아민 [0272]
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450 ml의 DCM 중 5-브로모-6-클로로-2-(메틸티오)피리미딘-4-아민 13 g(52 mmol)의 용액에, 100 ml의 DCM에 용[0273]

해된 m-클로로퍼벤조산(77%)(Sigma-Aldrich) 13 g(57 mmol)을 천천히 적가하였다. 용액을 실온에서 1시간 동안

교반하였다. 형성된 백색 침전물을 여과하고, DCM으로 수회 세척하고, 건조시켰다. 표제 화합물 14 g(99%)을 수

득하였다. M/z  =  270/272  [M+H]+,  Rt  =  0.56분 (UPLC  2분), 1H-NMR  (400  MHz,  DMSO-d6)  δ 8.17  (d,  2H),

2.78 (s, 3H).

5-브로모-6-클로로-2-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-아민[0274]

5-브로모-6-클로로-2-(메틸술피닐)피리미딘-4-아민 2  g(7.4  mmol)을 30  ml의 DMF에 현탁시켰다. 이 현탁액에[0275]

1H-피라졸 0.5 g(7.4 mmol) 및 탄산세슘 1.5 g(4.4 mmol)을 첨가하였다. 반응 혼합물을 실온에서 10분 동안 강

하게 교반하였다. 상기 용액을 200 ml의 냉수에 부었다. 형성된 침전물을 여과하고, 냉수로 세척하고 건조시켰

다. 목적하는 생성물을 백색 고체(1.5 g, 72%)로 수득하였다. M/z = 274/276 [M+H]+, Rt = 0.80분 (UPLC 2분),

1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ 8.44 (d, 1H), 8.15 (d, 2H), 7.81 (d, 1H), 6.56 (dd, 1H).

(1-(6-아미노-5-브로모-2-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-일)-1H-피라졸- 4-일)보론산[0276]

10  ml의  아세토니트릴  중  5-브로모-6-클로로-2-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-아민  0.10  g(0.36  mmol),  4-[0277]

(4,4,5,5-테트라메틸-1,3,2-디옥사보롤란-2-일)-1H-피라졸 0.14  g  (0.73  mmol)  및 탄산세슘 0.12  g(0.36  mmo

l)의 혼합물을 밀봉 유리 튜브에서 60℃에서 4시간 동안 교반하였다. 그후, 용매를 감압하에 제거하였다. 얻어

진 고체를 에테르/펜탄으로 세척하고, 건조시켰다. 보론산 및 보론산 에스테르의 혼합물을 추가 정제없이 다음

단계에서 사용하였다.

1-(6-아미노-5-브로모-2-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-일)-1H-피라졸-4-올[0278]

0℃로 냉각시킨, THF(2.5 ml) 중 (1-(6-아미노-5-브로모-2-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-일)-1H-피라졸-4-일)보[0279]

론산  또는  5-브로모-2-(1H-피라졸-1-일)-6-(4-(4,4,5,5-테트라메틸-1,3,2-디옥사보롤란-2-일)-1H-피라졸-1-

일)피리미딘-4-아민의 용액에 2 ml의 NaOH 1N 및 H2O2(30%)(0.23 ml, 2.32 mmol)를 첨가하였다. 혼합물을 실온

에서  30분  동안  교반하였다.  반응액을  HCl  1N의  첨가에  의해  pH  3~4로  산성화하고,  에틸  아세테이트로

추출하고, 무수 Na2SO4 상에서 건조시키고, 진공 농축시켰다. 조 생성물을 DCM-MeOH(2~5%)를 사용하여 실리카 겔

컬럼 크로마토그래피로 정제하였다. M/z = 322/324 [M+H]+, Rt = 0.58분 (UPLC 2분); 1H NMR (600 MHz, DMSO-

d6) δ 9.18 (br s, 1H), 8.57-8.78 (m, 1H), 8.29 (br s, 1H), 7.97 (s, 1H), 7.79 (s, 1H), 7.54 (s, 1H),

7.40 (br s, 1H), 6.55 (s, 1H).

실시예 2 - 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-아민의 대사물의 분리/특징화: 액체 크로마토그래피 및[0280]

질량 분광분석을 이용한 랫트, 개 및 인간 마이크로솜에서의 시험관내 대사물 확인

약어:[0281]

ACN: 아세토니트릴[0282]

CC: 보정 곡선[0283]

IS: 내부 표준[0284]

DMSO: 디메틸술폭사이드[0285]

MRM: 다중 반응 모니터링[0286]

NADH: 니코틴아미드 아데닌 디뉴클레오타이드 포스페이트(환원됨)[0287]

Rpm: 분당 회전 수[0288]

간 마이크로솜[0289]

랫트 간 마이크로솜(수컷, 풀링됨, 스프라그 돌리(Sprague Dawley))[0290]

공급원: XenoTech, LLC (Kansas, USA)[0291]

단백질 함량: 20 mg/ml[0292]

카탈로그 번호: R I 000, 로트 번호: 0710623[0293]
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개 간 마이크로솜(수컷, 풀링됨, 비글(Beagle))[0294]

공급원: XenoTech, LLC (Kansas, USA)[0295]

단백질 함량: 20 mglmL[0296]

카탈로그 번호: D I 000, 로트 번호: 0810143[0297]

인간 간 마이크로솜(성별 혼합, 풀링됨)[0298]

공급원: XenoTech, LLC (Kansas, USA)[0299]

단백질 함량: 20 mglmL[0300]

카탈로그 번호: H061 0, 로트 번호: 101042[0301]

스톡 용액 및 시약[0302]

시험 항목[0303]

5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민의 2 mM 및 0.2 mM 스톡 용액을 시험관내 배양을 위해 DMSO에[0304]

서 제조하였다. 간 마이크로솜 배양물내 최종 유기 함량은 0.5%였다.

1-(6-아미노-5-브로모-2-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-4-일)-1H-피라졸-4-올  및  1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피[0305]

라졸-1-일)-피리미딘-4-일)-1H-피라졸-6-올의 2.5 mM 스톡 용액을 DMSO에서 분리하여 제조하였다. 상기 스톡 용

액을 아세토니트릴에서 추가로 희석하여,  크로마토그래피 실시를 위한 1  uM  농도의 1-(6-아미노-2-브로모-6-

(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-4-일)-1H-피라졸-4-올  및

1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)-피리미딘-4-일)-1H-피라졸-6-올을 수득하였다.

디클로페낙 및 베라파밀의 0.1 mM 스톡 용액을 시험관내 배양을 위해 DMSO에서 제조하였다. 간 마이크로솜 배양[0306]

물내 최종 유기 함량은 0.5%였다.

시험관내 마이크로솜 배양[0307]

간 마이크로솜 단백질(0.5 mg/mL에 대한 25 uL; 0.3 mg/mL에 대한 15 uL), NADPH(100 uL, 2 mM 최종 농도) 및[0308]

인산 완충액(0.5 mg/mL에 대한 870 uL; 0.3 mg/mL에 대한 880 uL)을 오비탈 셰이커 배양기내 미세원심분리 튜브

에서 10분간 배양하고, 37℃에서 유지하였다. 5 uL의 2 mM 및 0.2 mM 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘

-4-아민(0.5 mg/mL 단백질에 대한 10 uM 최종 농도; 0.3 mg/mL 단백질에 대한 1 uM 최종 농도; 0.5% 최종 DMSO

농도)을 스파이킹하여 반응을 개시하고, 샘플을 37℃에서 배양하였다. 분취액(200 uL)을 반응 튜브로부터 0, 60

및 120분에 회수하고, 100 uL 아세토니트릴을 첨가하여 반응물을 켄칭하였다. 반응은 이중으로 수행하였다. 상

기 켄칭된 샘플을 14000 rpm(약 21000 g)에서 10분동안 원심분리하고(Eppendorf Centrifuge 5810 R), 상층액을

LCMS/MS로 분석하였다.

대조군 배양(NADPH가 첨가되지 않음) 및 블랭크 배양(시험 항목이 첨가되지 않음)을 각 종에 대해 단일항에서[0309]

수행하였다. 상기 샘플들을 0분 및 120분에 회수하고, 아세토니트릴을 사용하여 켄칭하였다. 상청액을 임의의

비 마이크로솜 분해 및 매트릭스 간섭에 대해 분석하였다. 랫트 및 인간 간 마이크로솜내 디클로페낙 및 개 간

마이크로솜내 베라파밀을 양성 대조군으로 사용하였다. 반응 및 대조군 실험을 단일항에서 수행하였다. 디클로

페낙 및 베라파밀 대사 회전율 데이터는 사내 이력 데이터와 일치하였다.

분석 방법 및 계측 조건[0310]

샘플을 단백질 침전법을 사용하여 처리한 다음, 탠덤 질량 분광분석(API 4000 질량 분광분석기)과 결합된 HPLC[0311]

에서 28분의 실행 시간으로 선형 구배를 사용하여 분석하였다. 각 샘플을 주사하고, Q1(MH+/MH-) 및 MS/MS에 대

해 개별적으로 스캐닝하였다.

시험 항목이 없는 블랭크 샘플을 사용하여 매트릭스 간섭을 평가한 후 Q1 스캔에서 다양한 가능한 대사물 피크[0312]

를 확인하였으며, 단편화 패턴(MSIMS 스캔)으로부터 확인하였다. 분석 방법의 요약은 표 9에 제시되어 있다.
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[표 9][0313]

[0314]

변경된 분석 방법:[0315]

보존 시간을 증가시키고, 확인된 M-I 대사물 이외의 다른 대사물을 평가하기 위해, 대안적인 분석 방법을 또한[0316]

개발하였다. 변경된 분석 방법을 사용하여 시험관내 배양된 샘플과 함께 1-(6-아미노-5-브로모-2-(1H-피라졸-1-

일)피리미딘-4-일)-1H-피라졸-4-올 및 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올

(1  uM)의  수용액을  공-크로마토그래피하여,  동일성을  확인하였다.  변경된  방법의  요약은  표  10에  제시되어

있다.
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 [표 10][0317]

[0318]

인간 간 마이크로솜에서 질량 균형 측정[0319]

5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민 및 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-[0320]

1H-피라졸-4-올의 스톡 용액을 DMSO에서 순차적으로 희석하여, 각각 1, 0.5 및 0.25 mM 및 0.5, 0.25 및 0.125

mM의 스파이킹 용액 농도를 수득하였다.

5 uL의 각 스파이킹 용액을 995 uL의 배양 완충액으로 스파이킹하여, 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘[0321]

-4-아민 및 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올의 보정 표준을 제조하여,

5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민에 대한 10, 5, 2.5 및 1.25 uM 샘플 및 1-(4-아미노-5-브로

모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올에 대한 5, 2.5, 1.25 및 0.625 uM 샘플을 수득하였다.

5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민 및 1-(6-아미노-5-브로모-2-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-일)-[0322]

1H-피라졸-4-올의 상기 스파이킹된 샘플의 200 uL의 분취액을 100 uL의 아세토니트릴로 희석하였다. 상기 샘플

들의 분취액(25 uL)을 100 uL의 내부 표준(Haloperidol, 아세토니트릴 중 1 uglmL)으로 추가 희석하였다.

100 uL의 내부 표준과 함께 25 uL의 켄칭된 샘플을 첨가하여, 배양 샘플을 또한 보정 표준과 유사하게 준비하였[0323]

다.

MRM 모드에서 배양 샘플을 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민 및 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피[0324]

라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올에 대하여 독립적으로 정량화하였으며, 방법의 세부사항은 표 11에 제

시되어 있다.
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[표 11][0325]

[0326]

결과[0327]

대사물의 존재에 대하여 시험관내 샘플을 평가하였다. 단편화 패턴을 갖는 가능한 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-[0328]

1-일)피리민딘-4-아민 대사물에 대한 상이한 유지 시간에서 MH+(Q I) 및 생성물 이온(MS/MS)을 표 1 및 하기에

제시한다.

[표 1][0329]

[0330]

[0331]

상이한 종에 걸쳐 검출된 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민의 상기 추정 대사물의 요약은 표 2[0332]
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에 제시되어 있다.

[표 2][0333]

[0334]

마이크로솜 샘플에서의 모체와 그의 대사물의 상대적인 풍부는 표 3에 제시되어 있다.[0335]

[표 3][0336]

[0337]

수성 표준 및 선택된 마이크로솜 샘플의 추출된 이온 크로마토그램(XIC), Q1 및 MS/MS 스펙트럼은 도 1 내지 3[0338]

에 제시되어 있다.

단일산소화 대사물(M-I,  6.22분)이 랫트, 개 및 인간 간 마이크로솜에서 생성되었다. 모체 (5-브로모-2,6-디[0339]

(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민)에 대한 대사물의 백분율은 균일하게 낮았다. 그러나, 이 분석은 대사물과 모

체 화합물 모두에 대한 동일한 이온화 효율을 가정한다(표 3).

독립적으로,  간  마이크로솜(0.3  mg/mL  단백질  농도)  중  5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민(1[0340]

uM), 디클로페낙(인간 및 랫트에 대한 양성 대조군, 0.5 uM), 베라파밀(개에 대한 양성 대조군, 0.5 uM)의 시간

의존적 손실을 연구하였다. 결과는 표 4 및 표 5에 제시되어 있다.
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[표 4][0341]

[0342]

[표 5][0343]

[0344]

5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민(NADPH를 첨가하지 않음)의 대조군 배양은 120분까지 안정한[0345]

것으로 밝혀졌으며, 이는 비-CYP 매개된 대사를 나타내지 않았다. 블랭크 배양(시험 항목을 첨가하지 않음)은

임의의 매트릭스 간섭을 나타내지 않았다(표 4).

시험된 종 전체에서 1 uM 농도 및 0.3 mg/mL 마이크로솜 단백질 농도에서의 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피[0346]

리민딘-4-아민의 상대적 대사는 DLM>HLM>RLM이었다. 결과는 표 6에 제시된다.
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[표 6][0347]

[0348]

1-(6-아미노-5-브로모-2-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-일)-1H-피라졸-4-올  및  1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라[0349]

졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올을 합성하였다. 상기 화합물의 구조는 하기에 제시되어 있다.

[0350]

이어서, 인간 마이크로솜 배양 샘플에서 검출된 대사물의 신원을 Q1 모드에서 모니터링하여 화합물, 1-(6-아미[0351]

노-5-브로모-2-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-4-일)-1H-피라졸-4-올  및  1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)

피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올에 의한 공-크로마토그래피에 의해 결정하였다.  공-크로마토그래피로 인해,  1-

(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올로서 마이크로솜 샘플에서 검출된 대사물

(M-I)의 신원을 확인하였다. 크로마토그램은 도 4에 제시되어 있다.

5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민 및 그의 대사물(M-I, 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-[0352]

일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올)을 4포인트 보정곡선 표준을 사용하여 MRM 모드에서 배양된 인간 간 마이크

로솜 샘플에서 정량화하였다. 인간 간 마이크로솜에서 M-I 대사물의 비율은 모체와의 60분 배양후 약 15~20%이

다. 인간 간 마이크로 솜에서의 대사에 대해 약 95 내지 107%의 질량 균형이 달성되었다. 결과는 표 7에 제시된

다. 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민 및 1-(4-아미노-5-브로모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-

일)-1H-피라졸-4-올에 대한 보정 곡선 요약은 표 8에 제시되어 있다.

[표 7][0353]

[0354]
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[표 8][0355]

[0356]

인간의 간 마이크로솜에서 형성된 M-I 대사물은 모체의 15~20%를 차지한다. 랫트 및 개에서 형성된 M-I 대사물[0357]

은 정량적으로 결정되지 않으므로, 이 대사물의 생성은 인간 간 마이크로솜에서보다 높거나 낮을 수 있다.

결론적으로, 5-브로모-2,6-디(1H-피라졸-1-일)피리민딘-4-아민은 시험관내에서 시험된 전임상 종과 인간 마이크[0358]

로솜에서 산화 경로를 통해 대사되며, 검출된 대사물은 크로마토그래피로 확인한 바와 같이 1-(4-아미노-5-브로

모-6-(1H-피라졸-1-일)피리미딘-2-일)-1H-피라졸-4-올과 동일했다.

실시예 3: 시험관내 hA2A 방사성 리간드 결합 분석[0359]

50 mM Tris pH 7.5, 1 mM MgCl2, 0.1 mg/ml BSA, 0.2 U/ml 아데노신 디아미나제를 분석 완충액으로 사용하여[0360]

인간 아데노신 A2A 수용체(Perkin Elmer RBHA2AM400UA)를 안정하게 발현하는 HEK-293 세포로부터 제조된 방사

성 리간드 및 막으로서 [3H]-ZM241385(ARC, Cat# ART0884)를 사용한 방사성 리간드 결합(RLB) 경쟁 분석에 의

해 화합물 결합 친화도를 측정하였다. 이트륨 실리케이트(YSI)  맥아 아글루티닌(WGA)  SPA  비드(Perkin  Elmer

RPNQ0023)에 막을 사전결합시킨 후, 방사성 리간드(2nM 3H-ZM241385, 0.5 ug/웰 hA2A 막, 50 ug/웰 YSI WGA,

최종 농도) 및 100 uL의 최종 용량의 농도 범위의 시험 화합물(0.3% DMSO 최종 농도)로 평형화하였다. 비-특이

적 결합(NSB)을 10 uM XAC으로 측정하였다. 백색의, 384 웰 분석 플레이트를 사용하였다(Greiner # 781207).

분석 플레이트를 원심분리 전에 평형(1.5 시간)될 때까지 실온에서 배양하고, 베타 신틸레이션 카운터(TopCount

NXT)에서 카운팅하여 분당 카운트(CPM)로 측정을 기록하였다. 하기 식을 사용하여 CPM을 억제율로 전환시켰다:

[0361]

경쟁 화합물의 부재하에 전체 결합(TB)이 결합하는 경우.[0362]

농도 반응 곡선으로부터 수득된 IC50은 Cheng-Prusoff 식을 사용하여 억제 상수(Ki)로 전환하였다.[0363]

[표 11][0364]

[0365]
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도면

도면1
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도면2
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도면3
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도면4

서 열 목 록

                               SEQUENCE LISTING

<110> NOVARTIS AG

      PALOBIOFARMA S.L.

 

<120> 1-(4-AMINO-5-BROMO-6-(1H-PYRAZOL-1-YL)PYRIMIDIN-2-YL)-1H-PYRAZOL-

      4-OL AND USE THEREOF

<130> PAT057566-WO-PCT

<140> PCT/IB2018/050783

<141> 2018-02-08

<150> 62/457,219
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<151> 2017-02-10

<160> 63    

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 1

Thr Tyr Trp Met His 

1               5   

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 2

Asn Ile Tyr Pro Gly Thr Gly Gly Ser Asn Phe Asp Glu Lys Phe Lys 

1               5                   10                  15      

Asn 

    

<210> 3

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 3
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Trp Thr Thr Gly Thr Gly Ala Tyr 

1               5               

<210> 4

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 4

Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr 

1               5           

<210> 5

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 5

Tyr Pro Gly Thr Gly Gly 

1               5       

<210> 6

<211> 117

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 6

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr 

            20                  25                  30          
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Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Thr Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Asn Ile Tyr Pro Gly Thr Gly Gly Ser Asn Phe Asp Glu Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Asn Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Thr Arg Trp Thr Thr Gly Thr Gly Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr 

            100                 105                 110         

Val Thr Val Ser Ser 

        115         

<210> 7

<211> 351

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide"

<400> 7

gaggtgcagc tggtgcagtc aggcgccgaa gtgaagaagc ccggcgagtc actgagaatt       60

agctgtaaag gttcaggcta caccttcact acctactgga tgcactgggt ccgccaggct      120

accggtcaag gcctcgagtg gatgggtaat atctaccccg gcaccggcgg ctctaacttc      180

gacgagaagt ttaagaatag agtgactatc accgccgata agtctactag caccgcctat      240

atggaactgt ctagcctgag atcagaggac accgccgtct actactgcac taggtggact      300

accggcacag gcgcctactg gggtcaaggc actaccgtga ccgtgtctag c               351

<210> 8

<211> 443

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic
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      peptide"

<400> 8

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

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr 

            20                  25                  30          

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Thr Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Asn Ile Tyr Pro Gly Thr Gly Gly Ser Asn Phe Asp Glu Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Asn Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Thr Arg Trp Thr Thr Gly Thr Gly Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr 

            100                 105                 110         

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu 

        115                 120                 125             

Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys 

    130                 135                 140                 

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser 

145                 150                 155                 160 

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser 

                165                 170                 175     

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser 

            180                 185                 190         

Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn 

        195                 200                 205             

Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro 

    210                 215                 220                 

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe 
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225                 230                 235                 240 

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val 

                245                 250                 255     

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe 

            260                 265                 270         

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro 

        275                 280                 285             

Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr 

    290                 295                 300                 

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val 

305                 310                 315                 320 

Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala 

                325                 330                 335     

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

            340                 345                 350         

Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly 

        355                 360                 365             

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro 

    370                 375                 380                 

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser 

385                 390                 395                 400 

Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu 

                405                 410                 415     

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His 

            420                 425                 430         

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly 

        435                 440             

<210> 9

<211> 1329

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

공개특허 10-2019-0115053

- 58 -



<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide"

<400> 9

gaggtgcagc tggtgcagtc aggcgccgaa gtgaagaagc ccggcgagtc actgagaatt       60

agctgtaaag gttcaggcta caccttcact acctactgga tgcactgggt ccgccaggct      120

accggtcaag gcctcgagtg gatgggtaat atctaccccg gcaccggcgg ctctaacttc      180

gacgagaagt ttaagaatag agtgactatc accgccgata agtctactag caccgcctat      240

atggaactgt ctagcctgag atcagaggac accgccgtct actactgcac taggtggact      300

accggcacag gcgcctactg gggtcaaggc actaccgtga ccgtgtctag cgctagcact      360

aagggcccgt ccgtgttccc cctggcacct tgtagccgga gcactagcga atccaccgct      420

gccctcggct gcctggtcaa ggattacttc ccggagcccg tgaccgtgtc ctggaacagc      480

ggagccctga cctccggagt gcacaccttc cccgctgtgc tgcagagctc cgggctgtac      540

tcgctgtcgt cggtggtcac ggtgccttca tctagcctgg gtaccaagac ctacacttgc      600

aacgtggacc acaagccttc caacactaag gtggacaagc gcgtcgaatc gaagtacggc      660

ccaccgtgcc cgccttgtcc cgcgccggag ttcctcggcg gtccctcggt ctttctgttc      720

ccaccgaagc ccaaggacac tttgatgatt tcccgcaccc ctgaagtgac atgcgtggtc      780

gtggacgtgt cacaggaaga tccggaggtg cagttcaatt ggtacgtgga tggcgtcgag      840

gtgcacaacg ccaaaaccaa gccgagggag gagcagttca actccactta ccgcgtcgtg      900

tccgtgctga cggtgctgca tcaggactgg ctgaacggga aggagtacaa gtgcaaagtg      960

tccaacaagg gacttcctag ctcaatcgaa aagaccatct cgaaagccaa gggacagccc     1020

cgggaacccc aagtgtatac cctgccaccg agccaggaag aaatgactaa gaaccaagtc     1080

tcattgactt gccttgtgaa gggcttctac ccatcggata tcgccgtgga atgggagtcc     1140

aacggccagc cggaaaacaa ctacaagacc acccctccgg tgctggactc agacggatcc     1200

ttcttcctct actcgcggct gaccgtggat aagagcagat ggcaggaggg aaatgtgttc     1260

agctgttctg tgatgcatga agccctgcac aaccactaca ctcagaagtc cctgtccctc     1320

tccctggga                                                             1329

<210> 10

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source
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<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 10

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser Gly Asn Gln Lys Asn Phe Leu 

1               5                   10                  15      

Thr 

    

<210> 11

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 11

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser 

1               5           

<210> 12

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 12

Gln Asn Asp Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr 

1               5                   

<210> 13

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"
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<400> 13

Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser Gly Asn Gln Lys Asn Phe 

1               5                   10              

<210> 14

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 14

Trp Ala Ser 

1           

<210> 15

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 15

Asp Tyr Ser Tyr Pro Tyr 

1               5       

<210> 16

<211> 113

<212> PRT

<

213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 16

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      
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Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser 

            20                  25                  30          

Gly Asn Gln Lys Asn Phe Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys 

        35                  40                  45              

Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val 

    50                  55                  60                  

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr 

65                  70                  75                  80  

Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Asn 

                85                  90                  95      

Asp Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile 

            100                 105                 110         

Lys 

    

<210> 17

<211> 339

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide"

<400> 17

gagatcgtcc tgactcagtc acccgctacc ctgagcctga gccctggcga gcgggctaca       60

ctgagctgta aatctagtca gtcactgctg gatagcggta atcagaagaa cttcctgacc      120

tggtatcagc agaagcccgg taaagcccct aagctgctga tctactgggc ctctactaga      180

gaatcaggcg tgccctctag gtttagcggt agcggtagtg gcaccgactt caccttcact      240

atctctagcc tgcagcccga ggatatcgct acctactact gtcagaacga ctatagctac      300

ccctacacct tcggtcaagg cactaaggtc gagattaag                             339

<210> 18

<211> 220

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 18

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser 

            20                  25                  30          

Gly Asn Gln Lys Asn Phe Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys 

        35                  40                  45              

Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val 

    50                  55                  60                  

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr 

65                  70                  75                  80  

Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Asn 

                85                  90                  95      

Asp Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile 

            100                 105                 110         

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp 

        115                 120                 125             

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn 

    130                 135                 140                 

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu 

145                 150                 155                 160 

Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp 

                165                 170                 175     

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr 

            180                 185                 190         

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser 

        195                 200                 205             

Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 215                 220 
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<210> 19

<211

> 660

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide"

<400> 19

gagatcgtcc tgactcagtc acccgctacc ctgagcctga gccctggcga gcgggctaca       60

ctgagctgta aatctagtca gtcactgctg gatagcggta atcagaagaa cttcctgacc      120

tggtatcagc agaagcccgg taaagcccct aagctgctga tctactgggc ctctactaga      180

gaatcaggcg tgccctctag gtttagcggt agcggtagtg gcaccgactt caccttcact      240

atctctagcc tgcagcccga ggatatcgct acctactact gtcagaacga ctatagctac      300

ccctacacct tcggtcaagg cactaaggtc gagattaagc gtacggtggc cgctcccagc      360

gtgttcatct tcccccccag cgacgagcag ctgaagagcg gcaccgccag cgtggtgtgc      420

ctgctgaaca acttctaccc ccgggaggcc aaggtgcagt ggaaggtgga caacgccctg      480

cagagcggca acagccagga gagcgtcacc gagcaggaca gcaaggactc cacctacagc      540

ctgagcagca ccctgaccct gagcaaggcc gactacgaga agcataaggt gtacgcctgc      600

gaggtgaccc accagggcct gtccagcccc gtgaccaaga gcttcaacag gggcgagtgc      660

<210> 20

<211> 113

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 20

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser 

            20                  25                  30          

Gly Asn Gln Lys Asn Phe Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln 
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        35                  40                  45              

Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val 

    50                  55                  60                  

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr 

65                  70                  75                  80  

Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Asn 

                85                  90                  95      

Asp Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile 

            100                 105                 110         

Lys 

    

<210> 21

<211> 339

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide"

<400> 21

gagatcgtcc tgactcagtc acccgctacc ctgagcctga gccctggcga gcgggctaca       60

ctgagctgta aatctagtca gtcactgctg gatagcggta atcagaagaa cttcctgacc      120

tggtatcagc agaagcccgg tcaagcccct agactgctga tctactgggc ctctactaga      180

gaatcaggcg tgccctctag gtttagcggt agcggtagtg gcaccgactt caccttcact      240

atctctagcc tggaagccga ggacgccgct acctactact gtcagaacga ctatagctac      300

ccctacacct tcggtcaagg cactaaggtc gagattaag                             339

<210> 22

<211> 220

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"
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<400> 22

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Asp Ser 

            20                  25                  30          

Gly Asn Gln Lys Asn Phe Leu Thr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln 

        35                  40                  45              

Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val 

    50                  55                  60                  

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr 

65                  70                  75                  80  

Ile Ser Ser Leu Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Asn 

                85                  90                  95      

Asp Tyr Ser Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile 

            100                 105                 110         

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp 

        115                 120                 125             

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn 

    130                 135                 140                 

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu 

145                 150                 155                 160 

Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp 

                165                 170                 175     

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr 

            180                 185                 190         

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser 

        195                 200                 205             

Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 215                 220 

<210> 23

<211

> 660
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<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide"

<400> 23

gagatcgtcc tgactcagtc acccgctacc ctgagcctga gccctggcga gcgggctaca       60

ctgagctgta aatctagtca gtcactgctg gatagcggta atcagaagaa cttcctgacc      120

tggtatcagc agaagcccgg tcaagcccct agactgctga tctactgggc ctctactaga      180

gaatcaggcg tgccctctag gtttagcggt agcggtagtg gcaccgactt caccttcact      240

atctctagcc tggaagccga ggacgccgct acctactact gtcagaacga ctatagctac      300

ccctacacct tcggtcaagg cactaaggtc gagattaagc gtacggtggc cgctcccagc      360

gtgttcatct tcccccccag cgacgagcag ctgaagagcg gcaccgccag cgtggtgtgc      420

ctgctgaaca acttctaccc ccgggaggcc aaggtgcagt ggaaggtgga caacgccctg      480

cagagcggca acagccagga gagcgtcacc gagcaggaca gcaaggactc cacctacagc      540

ctgagcagca ccctgaccct gagcaaggcc gactacgaga agcataaggt gtacgcctgc      600

gaggtgaccc accagggcct gtccagcccc gtgaccaaga gcttcaacag gggcgagtgc      660

<210> 24

<211> 15

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      oligonucleotide"

<400> 24

acctactgga tgcac                                                        15

<210> 25

<211> 51

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      oligonucleotide"
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<400> 25

aatatctacc ccggcaccgg cggctctaac ttcgacgaga agtttaagaa t                51

<210> 26

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<

220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      oligonucleotide"

<400> 26

tggactaccg gcacaggcgc ctac                                              24

<210> 27

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      oligonucleotide"

<400> 27

ggctacacct tcactaccta c                                                 21

<210> 28

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220

><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      oligonucleotide"

<400> 28

taccccggca ccggcggc                                                     18

<210> 29

<211> 51

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      oligonucleotide"

<400> 29

aaatctagtc agtcactgct ggatagcggt aatcagaaga acttcctgac c                51

<210> 30

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      oligonucleotide"

<400> 30

tgggcctcta ctagagaatc a                                                 21

<210> 31

<211> 27

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      oligonucleotide"

<400> 31

cagaacgact atagctaccc ctacacc                                           27

<210> 32

<211> 39

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><

221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      oligonucleotide"

<400> 32

agtcagtcac tgctggatag cggtaatcag aagaacttc                              39

<210> 33
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<211> 9

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      oligonucleotide"

<400> 33

tgggcctct                                                                9

<210> 34

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221

> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      oligonucleotide"

<400> 34

gactatagct acccctac                                                     18

<210> 35

<211> 440

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 35

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Asp Cys Lys Ala Ser Gly Ile Thr Phe Ser Asn Ser 

            20                  25                  30          

Gly Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Lys Arg Tyr Tyr Ala Asp Ser Val 

    50                  55                  60                  
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Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Phe 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Thr Asn Asp Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser 

            100                 105                 110         

Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser 

        115                 120                 125             

Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp 

    130                 135                 140                 

Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr 

145                 150                 155                 160 

Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr 

                165                 170                 175     

Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys 

            180                 185                 190         

Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp 

        195                 200                 205             

Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala 

    210                 215                 220                 

Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro 

225                 230                 235                 240 

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val 

                245                 250                 255     

Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val 

            260                 265                 270         

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln 

        275                 280                 285             

Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln 

    290                 295                 300                 

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly 
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305                 310                 315                 320 

Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro 

                325                 330                 335     

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr 

            340                 345                 350         

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

        355                 360                 365             

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr 

    370                 375                 380                 

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr 

385                 390                 395                 400 

Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe 

                405                 410                 415     

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys 

            420                 425                 430         

Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys 

        435                 440 

<210> 36

<211> 214

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 36

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly 
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    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Ser Asn Trp Pro Arg 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala 

    130                 135                 140                 

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln 

145                 150                 155                 160 

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser 

                165                 170                 175     

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr 

            180                 185                 190         

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser 

        195                 200                 205             

Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 

<210> 37

<211> 447

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 37

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

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr 
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            20                  25                  30          

Tyr Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Gly Ile Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr Asn Phe Asn Glu Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Asn Arg Val Thr Leu Thr Thr Asp Ser Ser Thr Thr Thr Ala Tyr 

65                  70                  75                  80  

Met Glu Leu Lys Ser Leu Gln Phe Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Arg Asp Tyr Arg Phe Asp Met Gly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 

145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro 

    210                 215                 220                 

Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val 

225                 230                 235                 240 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr 

                245                 250                 255     

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu 

            260                 265                 270         
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Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys 

        275                 280                 285             

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser 

    290                 295                 300                 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys 

305                 310                 315                 320 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile 

                325                 330                 335     

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

            340                 345                 350         

Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu 

        355                 360                 365             

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn 

    370                 375                 380                 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser 

385                 390                 395                 400 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg 

                405                 410                 415     

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu 

            420                 425                 430         

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys 

        435                 440                 445         

<210> 38

<211> 218

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 38

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 

1               5                   10                  15      
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Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Lys Gly Val Ser Thr Ser 

            20                  25                  30          

Gly Tyr Ser Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro 

        35                  40                  45              

Arg Leu Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Tyr Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala 

    50                  55                  60                  

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser 

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Ser Arg 

                85                  90                  95      

Asp Leu Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg 

            100                 105                 110         

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln 

        115                 120                 125             

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr 

    130                 135                 140                 

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser 

145                 150                 155                 160 

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr 

                165                 170                 175     

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys 

            180                 185                 190         

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro 

        195                 200                 205             

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 215             

<210> 39

<211> 447

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source
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<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 39

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

1               5                   10                  15      

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr 

            20                  25                  30          

Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Gln Trp Met 

        35                  40                  45              

Gly Trp Ile Asn Thr Asp Ser Gly Glu Ser Thr Tyr Ala Glu Glu Phe 

    50                  55                  60                  

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

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Ile Thr Ser Leu Thr Ala Glu Asp Thr Gly Met Tyr Phe Cys 

                85                  90                  95      

Val Arg Val Gly Tyr Asp Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu 

            100                 105                 110         

Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu 

        115                 120                 125             

Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys 

    130                 135                 140                 

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser 

145                 150                 155                 160 

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser 

                165                 170                 175     

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser 

            180                 185                 190         

Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn 

        195                 200                 205             

Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His 

    210                 215                 220                 

Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val 
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225                 230                 235                 240 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr 

                245                 250                 255     

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu 

            260                 265                 270         

Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys 

        275                 280                 285             

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser 

    290                 295                 300                 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys 

305                 310                 315                 320 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile 

                325                 330                 335     

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

            340                 345                 350         

Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu 

        355                 360                 365             

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn 

    370                 375                 380                 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser 

385                 390                 395                 400 

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg 

                405                 410                 415     

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu 

            420                 425                 430         

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 

        435                 440                 445         

<210> 40

<211> 213

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 40

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Arg Ser Ser Val Ser Tyr Met 

            20                  25                  30          

His Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Trp Ile Tyr 

        35                  40                  45              

Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser 

    50                  55                  60                  

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Cys Leu Thr Ile Asn Ser Leu Gln Pro Glu 

65                  70                  75                  80  

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Ser Phe Pro Leu Thr 

                85                  90                  95      

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys 

    130                 135                 140                 

Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu 

145                 150                 155                 160 

Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser 

                165                 170                 175     

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala 

            180                 185                 190         

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe 

        195                 200                 205             

Asn Arg Gly Glu Cys 

    210             
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<210> 41

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221

> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 41

Gly Tyr Thr Phe Thr Thr Tyr Trp Met His 

1               5                   10  

<210> 42

<211> 118

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 42

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 

1               5                   10                  15      

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Ile Met Met Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val 

        35                  40                  45              

Ser Ser Ile Tyr Pro Ser Gly Gly Ile Thr Phe Tyr Ala Asp Lys Gly 

    50                  55                  60                  

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln 

65                  70                  75                  80  

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg 

                85                  90                  95      

Ile Lys Leu Gly Thr Val Thr Thr Val Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr 

            100                 105                 110         
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Leu Val Thr Val Ser Ser 

        115             

<210> 43

<211> 110

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 43

Gln Ser Ala Leu Thr Gln Pro Ala Ser Val Ser Gly Ser Pro Gly Gln 

1               5                   10                  15      

Ser Ile Thr Ile Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Gly Tyr 

            20                  25                  30          

Asn Tyr Val Ser Trp Tyr Gln Gln His Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu 

        35                  40                  45              

Met Ile Tyr Asp Val Ser Asn Arg Pro Ser Gly Val Ser Asn Arg Phe 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly Leu 

65                  70                  75                  80  

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser Tyr Thr Ser Ser 

                85                  90                  95      

Ser Thr Arg Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr Val Leu 

            100                 105                 110 

<210> 44

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 44

Ser Tyr Trp Met Tyr 
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1               5   

<210> 45

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 45

Arg Ile Asp Pro Asn Ser Gly Ser Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe Lys 

1               5                   10                  15      

Asn 

    

<210> 46

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 46

Asp Tyr Arg Lys Gly Leu Tyr Ala Met Asp Tyr 

1               5                   10      

<210> 47

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 47

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

1               5           

공개특허 10-2019-0115053

- 82 -



<210> 48

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 48

Asp Pro Asn Ser Gly Ser 

1               5       

<210> 49

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 49

Lys Ala Ser Gln Asp Val Gly Thr Ala Val Ala 

1               5                   10      

<210> 50

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 50

Trp Ala Ser Thr Arg His Thr 

1               5           

<210> 51

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 51

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Leu Thr 

1               5                   

<210> 52

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 52

Ser Gln Asp Val Gly Thr Ala 

1               5           

<210> 53

<211> 3

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 53

Trp Ala Ser 

1           

<210> 54

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

공개특허 10-2019-0115053

- 84 -



<400> 54

Tyr Asn Ser Tyr Pro Leu 

1               5       

<210> 55

<211> 120

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 55

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

1               5                   10                  15      

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Trp Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Arg Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Arg Ile Asp Pro Asn Ser Gly Ser Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Asn Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Tyr Arg Lys Gly Leu Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser 

        115                 120 

<210> 56

<211> 360

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source
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<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide"

<400> 56

gaggtccagc tggtacagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggctac agtgaaaatc       60

tcctgcaagg tttctggcta caccttcacc agttactgga tgtactgggt gcgacaggct      120

cgtggacaac gccttgagtg gataggtagg attgatccta atagtgggag tactaagtac      180

aatgagaagt tcaagaacag attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

cttcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtgt attactgtgc aagggactat      300

agaaaggggc tctatgctat ggactactgg ggccagggca ccaccgtgac cgtgtcctcc      360

<210> 57

<211>

 1341

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide"

<400> 57

gaggtccagc tggtacagtc tggggctgag gtgaagaagc ctggggctac agtgaaaatc       60

tcctgcaagg tttctggcta caccttcacc agttactgga tgtactgggt gcgacaggct      120

cgtggacaac gccttgagtg gataggtagg attgatccta atagtgggag tactaagtac      180

aatgagaagt tcaagaacag attcaccatc tccagagaca attccaagaa cacgctgtat      240

cttcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtgt attactgtgc aagggactat      300

agaaaggggc tctatgctat ggactactgg ggccagggca ccaccgtgac cgtgtcctcc      360

gcttccacca agggcccatc cgtcttcccc ctggcgccct gctccaggag cacctccgag      420

agcacagccg ccctgggctg cctggtcaag gactacttcc ccgaaccggt gacggtgtcg      480

tggaactcag gcgccctgac cagcggcgtg cacaccttcc cggctgtcct acagtcctca      540

ggactctact ccctcagcag cgtggtgacc gtgccctcca gcagcttggg cacgaagacc      600

tacacctgca acgtagatca caagcccagc aacaccaagg tggacaagag agttgagtcc      660

aaatatggtc ccccatgccc accgtgccca gcacctgagt tcctgggggg accatcagtc      720

ttcctgttcc ccccaaaacc caaggacact ctcatgatct cccggacccc tgaggtcacg      780

tgcgtggtgg tggacgtgag ccaggaagac cccgaggtcc agttcaactg gtacgtggat      840
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ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagttcaa cagcacgtac      900

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaacggcaa ggagtacaag      960

tgcaaggtgt ccaacaaagg cctcccgtcc tccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa     1020

gggcagcccc gagagccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccaggagga gatgaccaag     1080

aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctacc ccagcgacat cgccgtggag     1140

tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc     1200

gacggctcct tcttcctcta cagcaggcta accgtggaca agagcaggtg gcaggagggg     1260

aatgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac acagaagagc     1320

ctctccctgt ctctgggtaa a                                               1341

<210> 58

<211> 107

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 58

Ala Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val Gly Thr Ala 

            20                  25                  30          

Val Ala Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Gln Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Trp Ala Ser Thr Arg His Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Leu 

                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys 

            100                 105         

<210> 59
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<211> 321

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide"

<400> 59

gccatccagt tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc       60

atcacttgca aggccagtca ggatgtgggt actgctgtag cctggtacct gcagaagcca      120

gggcagtctc cacagctcct gatctattgg gcatccaccc ggcacactgg ggtcccctcg      180

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcaccttta ccatcagtag cctggaagct      240

gaagatgctg caacatatta ctgtcagcag tataacagct atcctctcac gttcggccaa      300

gggaccaagg tggaaatcaa a                                                321

<210> 60

<211> 214

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 60

Ala Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly 

1               5                   10                  15      

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asp Val Gly Thr Ala 

            20                  25                  30          

Val Ala Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Gln Leu Leu Ile 

        35                  40                  45              

Tyr Trp Ala Ser Thr Arg His Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly 

    50                  55                  60                  

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Phe Thr Ile Ser Ser Leu Glu Ala 

65                  70                  75                  80  

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Leu 
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                85                  90                  95      

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala 

            100                 105                 110         

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

        115                 120                 125             

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala 

    130                 135                 140                 

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln 

145                 150                 155                 160 

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser 

                165                 170                 175     

Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr 

            180                 185                 190         

Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser 

        195                 200                 205             

Phe Asn Arg Gly Glu Cys 

    210                 

<210> 61

<211> 642

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polynucleotide"

<400> 61

gccatccagt tgacccagtc tccatcctcc ctgtctgcat ctgtaggaga cagagtcacc       60

atcacttgca aggccagtca ggatgtgggt actgctgtag cctggtacct gcagaagcca      120

gggcagtctc cacagctcct gatctattgg gcatccaccc ggcacactgg ggtcccctcg      180

aggttcagtg gcagtggatc tgggacagat ttcaccttta ccatcagtag cctggaagct      240

gaagatgctg caacatatta ctgtcagcag tataacagct atcctctcac gttcggccaa      300

gggaccaagg tggaaatcaa acgtacggtg gctgcaccat ctgtcttcat cttcccgcca      360

tctgatgagc agttgaaatc tggaactgcc tctgttgtgt gcctgctgaa taacttctat      420
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cccagagagg ccaaagtaca gtggaaggtg gataacgccc tccaatcggg taactcccag      480

gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac agcacctaca gcctcagcag caccctgacg      540

ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa gtctacgcct gcgaagtcac ccatcagggc      600

ctgagctcgc ccgtcacaaa gagcttcaac aggggagagt gt                         642

<210> 62

<211> 447

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      polypeptide"

<400> 62

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

1               5                   10                  15      

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

            20                  25                  30          

Trp Met Tyr Trp Val Arg Gln Ala Arg Gly Gln Arg Leu Glu Trp Ile 

        35                  40                  45              

Gly Arg Ile Asp Pro Asn Ser Gly Ser Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe 

    50                  55                  60                  

Lys Asn Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr 

65                  70                  75                  80  

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 

                85                  90                  95      

Ala Arg Asp Tyr Arg Lys Gly Leu Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln 

            100                 105                 110         

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val 

        115                 120                 125             

Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala 

    130                 135                 140                 

Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 
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145                 150                 155                 160 

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val 

                165                 170                 175     

Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro 

            180                 185                 190         

Ser Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys 

        195                 200                 205             

Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro 

    210                 215                 220                 

Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val 

225                 230                 235                 240 

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr 

                245                 250                 255     

Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu 

            260                 265                 270         

Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys 

        275                 280                 285             

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser 

    290                 295                 300                 

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys 

305                 310                 315                 320 

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile 

                325                 330                 335     

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

            340                 345                 350         

Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu 

        355                 360                 365             

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn 

    370                 375                 380                 

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser 

385                 390                 395                 400 
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Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg 

                405                 410                 415     

Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu 

            420                 425                 430         

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys 

        435                 440                 445         

<210> 63

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      peptide"

<400> 63

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Met Tyr 

1               5                   10  
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